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RESUMO

LOBATO, Pamela Carvalho, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2022.
Andlise da assimilacdo de glicose e xilose em Papiliotrema laurentii UFV-1. Orientador:
Wendel Batista da Silveira. Coorientadora: Rafaela Zandonade Ventorim.

A assimilagdo dos acucares constituintes de biomassas lignoceluldsicas € essencial para a
producido de 6leo por leveduras oleaginosas em biorrefinarias. Este 6leo pode ser utilizado como
matéria-prima para a producido de biocombustiveis derivados de dcidos graxos, contribuindo
para atender a crescente demanda por biocombustiveis. P. laurentii UFV-1 é uma levedura
oleaginosa capaz de converter glicose e xilose, 0os principais aclcares constituintes de
biomassas lignocelul6sicas, em 6leo. O consumo simultaneo desses acucares € primordial para
se alcangar uma alta produtividade volumétrica de lipidios em biorrefinarias. Portanto, este
estudo objetivou: 1) analisar o perfil de consumo de glicose e xilose em P. laurentii UFV-1, e
i) selecionar linhagens mutantes capazes de assimilar glicose e xilose simultaneamente. O
cultivo da levedura em meio minimo Yeast Nitrogen Base (YNB) contendo diferentes
concentracdes de glicose e xilose permitiu estimar os pardmetros cinéticos do modelo de
Monod. Os valores da constante de saturacdo (Ks) foram similares para as duas fontes de
carbono e energia. Apesar de apresentar afinidades similares por glicose e xilose, P. laurentii
UFV-1 consome glicose preferencialmente quando cultivada na presenga dos dois agucares.
Esta linhagem foi submetida a mutagénese por irradiagdo ultravioleta, e linhagens mutantes
foram selecionadas em meio de cultura contendo 2-deoxiglicose (2DG), analogo da glicose que
induz a repressdo catabdlica, mas nido € metabolizado. Dentre as vinte e quatro linhagens
mutantes selecionadas, a linhagem M17 destacou-se por ter atingido uma maior densidade
populacional no cultivo contendo 4 mM de 2DG. Surpreendentemente, as linhagens M17 e
selvagem apresentaram o mesmo perfil de consumo de glicose e xilose. Isto indica a sua
susceptibilidade a repressdo por glicose. Todavia, o consumo simultaneo de xilose e 2DG
mostra que a linhagem mutante € insensivel a repressdo catabdlica induzida por 2DG. Este
resultado sugere que as alteracOes genéticas que ocorreram na linhagem mutante foram
especificas para aliviar a repressdo catabdlica causada somente por 2DG. O mutante M17
apresentou perfis de producdo de lipidios e de crescimento nas temperaturas de 30 °C e 37 °C
similares aos da linhagem selvagem de P. laurentii. Em relag¢do a linhagem selvagem, observou-
se que nas primeiras 24 horas de cultivo, o consumo de xilose foi reprimido na presenca de

2DG. Ap6s este periodo, ocorreu a secrecao de 2DG, a qual foi acompanhada pelo consumo de



xilose, indicando que a levedura apresenta um mecanismo tardio para contornar o efeito de

repressao catabolica causado pelo andlogo da glicose.

Palavras-chave: Leveduras oleaginosas. Biorrefinarias. Repressdo catabdlica. 2-deoxiglicose.

Metabolismo.



ABSTRACT

LOBATO, Pamela Carvalho, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February 2022. Analysis
of glucose and xylose assimilation in Papiliotrema laurentii UFV-1. Adviser: Wendel Batista
da Silveira. Co-adviser: Rafaela Zandonade Ventorim

The assimilation of the constituent sugars of lignocellulosic biomasses is pivotal for the
production of oil by oleaginous yeasts in biorefineries. This oil can be used as a raw material
for the production of fatty acid-derived biofuels, contributing to meet the rising demand for
biofuels. P. laurentii UFV-1 is an oleaginous yeast capable of converting glucose and xylose,
the main constituent sugars of lignocellulosic biomass, into lipids. The simultaneous
consumption of these sugars is essential to achieve a high volumetric productivity of lipids in
biorefineries. Therefore, this study aimed to: 1) analyze the glucose and xylose consumption
profile in P. laurentii UFV-1, and ii) select mutant strains capable of assimilating glucose and
xylose simultaneously. Yeast cultivation in minimal medium Yeast Nitrogen Base (YNB)
containing different concentrations of xylose and glucose allowed to estimate the kinetic
parameters of the Monod model. The values of the saturation constant (Ks) were similar for the
two sources of carbon and energy. Even though P. laurentii UFV-1 displays similar affinities
for glucose and xylose, glucose is preferentially consumed when it is cultivated in the presence
of both sugars. This strain was subjected to mutagenesis by ultraviolet irradiation, and mutant
strains were selected in a culture medium containing 2-deoxyglucose (2DG), a glucose
analogue that induces catabolic repression but is not metabolized. Among the 24 mutant strains
selected, the M17 strain stood out due to its capacity to achieve a higher cell density in
cultivation containing 4 mM of 2DG. Surprisingly, both M17 and wild-type strains presented
the same profile of xylose and glucose consumption. This indicates its susceptibility to glucose
repression. However, the simultaneous consumption of xylose and 2DG shows that the mutant
strain is insensitive to the catabolic repression induced by 2DG. This result suggests that the
genetic alterations that occurred in the mutant strain were specific to alleviate the catabolic
repression caused only by 2DG. Both M17 and wild-type strains presented similar profiles of
lipid production and growth at temperatures of 30 °C and 37 °C. Regarding the wild strain, it
was observed that in the first 24 hours of cultivation, the consumption of xylose was repressed
in the presence of 2DG. After this period, the secretion of 2DG occurred along with the
consumption of xylose, indicating that the yeast has a late mechanism to circumvent the

catabolic repression effect caused by the glucose analogue.



Keywords: Oleaginous yeasts. Biorefineries. Catabolic repression. 2-deoxyglucose.

Metabolism.
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1. INTRODUCAO

A producdo de 6leo por leveduras a partir de matérias-primas lignoceluldsicas é de
interesse em biorrefinarias, pois este 6leo pode ser utilizado como matéria-prima para a
producdo de biocombustiveis derivados de dcidos graxos, como por exemplo, o biodiesel. Nesse
sentido, a co-fermentacdo de glicose e xilose, principais acticares constituintes de biomassas
lignoceluldsicas, € importante para aumentar a producao de lipidios. Em geral, o consumo de
xilose em leveduras inicia apds o completo consumo de glicose, prolongando o tempo de
producdo de lipidios em meios de fermentacdo contendo glicose e xilose. A utilizagdo
preferencial de glicose pode estar relacionada ao fendmeno de repressdo catabdlica ou ocorrer

em funcdo do transporte preferencial de glicose.

A via de sinalizagdo da repressdo catabdlica € bem caracterizada na levedura modelo
Saccharomyces cerevisiae. Contudo, pouco se sabe sobre essa regulacdo em outras espécies de
leveduras. Em S. cerevisiae, a proteina quinase Snfl desempenha um papel central na via de
sinalizacdo da repressdo catabdlica, Além de Snfl, a proteina repressora Migl, alvo da Snfl,
destaca-se por atuar na repressdo de genes associados a assimilagdo de fontes de carbono
alternativas a glicose (Shashkova et al., 2015). Na auséncia de glicose, a Snfl € ativada por
fosforilacdo o que levard ao seu acimulo no nicleo, onde promoveré a fosforilacao da proteina
Migl. Como resultado, a Migl é translocada do nticleo para o citoplasma, aliviando a repressao
de genes que codificam enzimas de vias de assimila¢do de fontes de carbono e energia. Por
outro lado, a quinase Snfl € inativada na presenga de glicose, assim, a repressora Migl
permanece no nucleo reprimindo a expressdo génica. Recentemente, foi demonstrado por Hua
et al. (2019) que a delecao do gene que codifica a proteina Migl em Kluyveromyces marxianus
ndo aliviou a repressdo exercida por glicose sobre a utilizagdo de xilose, indicando que ha

diferengas nas vias de sinalizacdo entre leveduras.

As leveduras podem transportar uma variedade de acticares através de transportadores de
acucares. A proteina transportadora também € capaz de transportar a pentose xilose. Em geral,
o transporte de xilose de baixa afinidade em leveduras ocorre por difusdo facilitada. Por outro
lado, o transporte de xilose de alta afinidade ocorre por meio do mecanismo simporte, o qual é

especifico para xilose.

Papiliotrema laurentii UFV-1 é uma levedura oleaginosa capaz de assimilar xilose e

alcancar um alto teor de lipidios (63,5% m/m) em meio contendo xilose em condigdes
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otimizadas: razdo C/N = 100:1, valor de pH = 7,0, DOgoonm inicial = 0,8 e agitacdo = 300 rpm
(Vieira et al.,, 2020). Em outro trabalho, Vieira (2018) observou que o crescimento desta
levedura foi inibido na presenca de 2-deoxiglicose, andlogo da glicose, e xilose, indicando a
sua susceptibilidade a repressao por glicose, o que € indesejavel para aumentar a produtividade
volumétrica de lipidios. Portanto, faz-se necessario compreender como a glicose influencia o
metabolismo de xilose nessa levedura, o que € importante para a sua aplicacdo em biorrefinarias
lignoceluldsicas. Sendo assim, o presente trabalho objetivou analisar o perfil de consumo de
glicose e xilose em P. laurentii UFV-1 e selecionar linhagens mutantes de P. laurentii UFV-1

capazes de assimilar glicose e xilose simultaneamente.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Producio de 6leo microbiano em biorrefinarias
Nas udltimas décadas, atencdo especial tem sido dada a producdo de 6leo por leveduras
em biorrefinarias, que sao unidades de processamento de biomassas vegetais abundantes, como

as lignoceluldsicas (Parsons et al., 2020).

A estrutura lignoceluldsica é organizada em um complexo estrutural composto por trés
polimeros: lignina, celulose e hemicelulose (Chen er al., 2021). A lignina é formada por
compostos fendlicos e confere resisténcia as biomassas lignoceluldsicas contra degradacao
quimica ou bioldgica. As fracdes de celulose e hemicelulose sdo polissacarideos, sendo o
primeiro composto por longas cadeias de moléculas de glicose e o segundo por pentoses (xilose
e arabinose) e hexoses (manose, glicose e galactose) (Fatehi et al., 2013). Esses polissacarideos
podem ser hidrolisados e os actcares liberados sdo utilizados como fonte de carbono e energia

por micro-organismos em bioprocessos (Parsons et al., 2020).

Devido a sua estrutura recalcitrante, biomassas lignoceluldsicas sdo submetidas a uma
etapa de pré-tratamento que visa tornar os seus constituintes mais acessiveis a acao de enzimas
hidroliticas (Chen er al., 2021). Na etapa de sacarificacdo ocorre a hidrdlise enzimatica da
celulose e/ou hemicelulose, liberando agicares fermentdveis que sdo metabolizados por micro-
organismos e convertidos em bioprodutos na etapa de fermentacao (Fatehi et al., 2013).

O processo de sacarificagdo e co-fermentagdo simultaneas de hexoses e pentoses (SSCF),
acucares provenientes da hidrdlise da celulose e hemicelulose, é considerado promissor para o
aproveitamento integral da biomassa lignoceluldsica (Costa et al., 2014). Neste processo, as
etapas de sacarificacdo desses polissacarideos e formacdo de bioprodutos ocorre
simultaneamente. Os estudos envolvendo o processo SSCF para a producao de lipidios ainda

sdo limitados quando comparados com a producao de etanol (Yu et al., 2014).

Em geral, leveduras assimiladoras de xilose apresentam o fendmeno de repressdao
catabdlica. Sendo assim, no cultivo dessas leveduras em meios contendo glicose e xilose, a
xilose é consumida apds o esgotamento da glicose, o que resulta em um processo longo e,
portanto, com baixa taxa de produgdo de bioprodutos (Li et al., 2016). Dessa forma, a obtengao
de linhagens capazes de utilizar simultaneamente hexoses e pentoses € crucial para o

desenvolvimento do processo SSCF em biorrefinarias (Costa et al., 2014).
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2.2. Caracteristicas fisiologicas de leveduras oleaginosas e metabolismo de lipidios

Sado conhecidas mais de 1600 espécies de leveduras, das quais cerca de 5% apresentam o
fenétipo oleaginoso (Kamineni & Shaw, 2020). Leveduras oleaginosas sdo micro-organismos
capazes de acumular valores acima de 20% da sua massa seca na forma de lipidios (Klug &
Daum, 2014). Estas leveduras pertencem ao filo Ascomycota: géneros Candida, Cyberlindnera,
Geotrichum, Kodamaea, Lipomyces, Magnusiomyces, Metschnikowia, Trigonopsis,
Wickerhamomyces e Yarrowia; e Basidiomycota: géneros Cryptococcus, Guehomyces,
Leucosporidiella, Pseudozyma, Rhodosporidium, Rhodotorula e Trichosporon (Sitepu et al.,

2013).

O acimulo de lipidios em leveduras ¢é desencadeado pela elevada razao
carbono:nitrogénio (Kamineni & Shaw, 2020), e se inicia nas fases de desaceleracdo ou
estaciondria de crescimento (Qiao ef al., 2015). Além da limitacao de nitrogénio, a limitacao de
outros nutrientes tais como enxofre, oxigénio e fosforo favorecem o acimulo de lipidios

(Kamineni & Shaw, 2020).

A limita¢do por nitrogénio leva a diminuicao de adenosina monofosfato (AMP) na célula,
sendo convertida em inosina monofosfato (IMP) e amoénio (NHs4*). A diminuicdo da
concentracdo de AMP inibe a a¢do da enzima isocitrato desidrogenase, levando ao acimulo de
citrato (Adrio, 2017), o qual é transportado da mitocondria para o citosol, onde é clivado em
oxaloacetato e acetil-CoA, na reacdo catalisada pela enzima ATP citrato-liase. Acetil-CoA € o
composto precursor para a sintese de acidos graxos. Por meio da enzima acetil-CoA
carboxilase, acetil-CoA entra na via de sintese de acidos graxos (Papanikolaou & Aggelis,
2011). Por acao da enzima mélica, o oxaloacetato € reduzido a malato, o qual pode ser utilizado
para produzir NADPH, poder redutor necessdrio para a sintese de dcidos graxos (Tiukova et
al., 2019). Em leveduras, a producdo de acidos graxos exige um fornecimento continuo de
acetil-CoA e NADPH, como doador de carbonos e agente redutor, respectivamente. Assim,
acetil-CoA € convertido em malonil-CoA, em uma reacdo catalisada pela enzima acetil-CoA
carboxilase. A partir do complexo dcido graxo sintase, malonil-CoA é convertido a acil-CoA,
sendo transferido para um esqueleto de glicerol-3-fosfato e, posteriormente armazenado no

interior dos corpos lipidicos como triacilglicerol (Beopoulos et al., 2011).

As leveduras sdo capazes de assimilar diferentes fontes de carbono para a produgdo de
lipidios tais como glicose, xilose, celobiose, acetato, melaco, glicerol, hidrolisado de amido de

mandioca, residuos organicos e hidrolisados lignocelulésicos (Poontawee et al., 2017).
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Algumas leveduras oleaginosas alcancaram teores de lipidios superiores a 20% do seu peso
seco: correspondendo a 22% para Rhodotorula glutinis (Easterling et al., 2009), 33% para
Cryptococcus albidus (Hansson & Dostédlek 1986), 37% para Cryptococcus curvatus, 42% para
Rhodotorula toruloides (Wiebe et al., 2012), 58% para Trichosporon fermentans (Zhu et al.,
2008) e 63,5% para Papiliotrema laurentii (Vieira et al., 2020). O cultivo em meio contendo
xilose em combina¢do com glicose também foi investigado em Lipomyces starkeyi. Esta
levedura apresentou um teor de lipidios de 61% (p/p) (Zhao et al., 2008). Estratégias de
engenharia metabdlica em Yarrowia lipolytica possibilitaram a assimilacdo de xilose, a partir
da introducio de uma via heteréloga seguida de ativacao e adaptacao por limita¢io de nutriente.
Essa levedura atingiu 29% de teor de lipidios a partir de xilose como tunica fonte de carbono
(Li et al., 2016). Além disso, o uso de fontes de carbono mistas derivadas de biomassa
lignoceluldésica para a producdo de lipidios microbianos por Rhodotorula graminis,
Rhodotorula  kratochvilovae, Rhodosporidium  fluviale, Trichosporon coremiiforme,
Trichosporon cutaneum e Trichosporon dermatis também foram relatados (Poontawee et al.,

2017).

2.3. Transportes de glicose e xilose em leveduras
Os transportadores de agucares sao proteinas transmembranas ancoradas na membrana
celular que possuem 12 segmentos transmembrana em a-hélices hidrofébicos, conectados entre
si por loops hidrofilicos atravessando a membrana em ziguezague, com sequéncias amino e
carboxi-terminal longas e voltadas para o citoplasma da célula. Os transportadores podem
apresentar diferentes especificidades pelo substrato devido a varia¢do no conjunto de residuos
de aminoécidos presentes nos dominios de translocacdo e de ligagdo do substrato (Leandro et

al., 2009).

O sistema de captag@o de acucares ocorre por dois sistemas distintos: difusdo facilitada
ou transporte ativo. No sistema de difusao facilitada, o transporte de substrato ocorre sem gasto
de energia e a favor do gradiente de concentracdo. Por outro lado, no transporte dependente de
energia o agucar € transportado, acoplado a0 movimento simultaneo de préton(s), contra um

gradiente de concentragdo (Leandro et al., 2009).

Em Saccharomyces cerevisiae o transporte de hexoses ocorre apenas por difusdo
facilitada. Esta levedura utiliza preferencialmente a glicose como fonte de energia, e em fungao

disso, as funcdes celulares sdo reguladas pela glicose (Sharma et al., 2018). Em altas
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concentracoes, geralmente esse aguicar € fermentado mesmo na presenca de oxigénio. Porém,
como a producdo de ATP por fermentacdo € ineficiente, ocorre um aumento na absor¢do de
glicose através de transportadores de hexoses (HXTs) visando atender as demandas energéticas
(Kayikei & Nielsen, 2015). S. cerevisiae ndo possui um sistema de transporte especifico para
xilose. Essa levedura possui 17 transportadores de hexose (Hxtl-Hxt17) e uma galactose
permease (Gal2) os quais transportam hexoses para o interior da célula. Eles sdo classificados
em trés tipos de transportadores de glicose de acordo com suas afinidades por este acucar:

transportadores de baixa, média e alta afinidade (Leandro et al., 2009).

Em geral, sob condicdes de cultivo na presenca de hexoses, somente 7 transportadores de
hexoses (Hxtl-Hxt7) em S. cerevisiae sdo necessdrios para a captacdo de glicose. Os
transportadores Hxtl e Hxt3 sdo considerados de baixa afinidade. Embora a expressao de ambos
seja induzida por glicose, Hxt3 € expresso constitutivamente. Por outro lado, o transportador
Hxtl somente € expresso em altas concentragdes de glicose. Os transportadores Hxt2, Hxt4 e
Hxt5 apresentam média afinidade por glicose. Os transportadores Hxt2 e Hxt4 sdo induzidos e
reprimidos em baixas e altas concentragOes de glicose, respectivamente. Diferentemente, o
transportador Hxt5 tem a sua expressdo induzida apenas quando a concentracdo de glicose no
meio é limitante. Visto que os transportadores Hxt6 e Hxt7 possuem alta afinidade por glicose,

a expressao de ambos € alta em baixas concentragdes de glicose (Rolland et al., 2002).

Como mencionado anteriormente, a expressao dos transportadores apropriados depende
da concentracdo de glicose presente no meio (Figura 1). Assim, na auséncia de glicose, os
transportadores de média e baixa afinidade sdo reprimidos por Rgtl, uma proteina de ligacdo
ao DNA que recruta o repressor Ssn6 para os promotores de genes especificos. Em baixas
concentracoes de glicose, a fungdo repressora de Rgtl € inibida, resultando na expressao de
HXT de média e baixa afinidade. Os genes HXT2 e HXT4, que codificam transportadores de
média afinidade por glicose, sdo reprimidos pelo repressor Migl, o qual participa da via de
repressdo por glicose. A repressdo do transportador de alta afinidade também € mediada pela
via de repressdo por glicose. No entanto, a manutencdo da repressdo de HX76 € estritamente
dependente de Snf3, um sensor de glicose transmembrana. A expressdo do gene HXT1 que
codifica um transportador de baixa afinidade, envolve a via dependente de Grrl-Rgtl, a qual
compartilha alguns componentes envolvidos com a via principal de repressdo de glicose. Esta
inducdo requer um ativador transcricional ou um mecanismo de repressdo dependente da
proteina repressora Ssn6 que € inativada por altos niveis de glicose. No entanto, em altas

concentracdes de glicose, a indugdo completa de HX7] requer ativacdo da proteina Rgtl. Além
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da inducdo e repressao dependentes da concentragdo de glicose, o transporte de glicose também

estd sujeito a regulacdo pos-traducional (Rolland et al., 2002).

2. E Baixa Alta
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Figura 1 - Regulacao de genes transportadores de hexoses em resposta a concentracio de
glicose no meio. Na auséncia de glicose, Rgtl reprime a transcricio de HXTI-4. Baixas
concentracoes de glicose no meio inibem a atividade repressora de Rgtl, processo
desencadeado por Snf3 via ubiquitinacdo mediada por Grrl. Em altas concentracdes de glicose,
Rgt2 desencadeia a expressdao de HXT'1. Por outro lado, os genes HX72, HXT4, SNF3, HXT6 e
HXT7 sao reprimidos por Migl através da via principal de repressao de glicose. Além disso,
Snf3 estd envolvido em uma segunda via, induzida por altas concentracdes de glicose, que leva
a repressao de HX76 (Fonte: Rolland et al., 2002).

Em leveduras que assimilam xilose, o transporte de xilose geralmente ocorre por dois
mecanismos principais: um mecanismo de difusdo facilitada, mediado por um transportador de
baixa afinidade que também & capaz de transportar glicose (Hu er al, 2011); ou, pelo
mecanismo de simporte de prétons, mediado por um transportador de alta afinidade, permitindo
o acumulo intracelular do acicar. A regulacdo deste mecanismo ocorre em funcido da

concentracao extracelular de xilose (Hahn-Hégerdal et al., 2007).

A produtividade de processos fermentativos a partir de biomassas lignoceluldsicas,
depende que a assimilacdo de pentoses ocorra eficientemente (Parsons et al., 2020). Algumas

leveduras oleaginosas como 7. cutaneum, L. starkeyi e R toruloides, assimilam
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simultaneamente diversos agucares, principalmente glicose/celobiose e xilose. No entanto, o
efeito repressor exercido pela glicose no transporte de pentoses dificulta a co-fermentacdo de
acucares lignoceluldsicos (Chattopadhyay et al., 2020). Assim, diversas estratégias de
engenharia tém sido feitas na tentativa de minimizar o efeito repressor da glicose nessas
leveduras, como mutacdes em proteinas transportadoras de hexoses para induzir a
especificidade de substrato para a xilose, e assim reduzir o efeito de repressdo catabdlica.
Chattopadhyay et al. (2020) identificaram dois transportadores - CtStpl e CtStp2 - capazes de
transportar xilose de forma eficiente em Candida tropicalis, resultando no consumo simultineo
de hexose e pentose. CtStpl foi identificado como melhor transportador de xilose do que
CtStp2, visto que exibiu menos efeito de repressao por glicose em cultivos de agiicares mistos
(Chattopadhyay et al., 2020). A identificacdo de transportadores capazes de co-transportar
acucares também foi relatada por Kuanyshev et al. (2021). Estudos de modelagem do
transportador LST1_205437 de L. starkeyi revelaram que o residuo Ala335 no sitio de ligacao
do acucar pode acomodar glicose e xilose, resultando em seu co-consumo (Kuanyshev et al.,

2021).

Portanto, a compreensdo sobre o mecanismo de transporte de acticares em leveduras
oleaginosas pode auxiliar no melhoramento dessas ou outras espécies de leveduras
industrialmente relevantes visando o consumo simultaneo de acgucares (Chattopadhyay et al.,

2020).

2.4. Repressao catabélica em leveduras

Como mencionado anteriormente, o desenvolvimento de bioprocessos visa a conversao
eficaz dos principais acticares que constituem a biomassa lignoceluldsica - glicose e xilose - em
combustiveis ¢ metabdlitos de interesse industrial (Martins et al., 2018). Entretanto, o
metabolismo de xilose € geralmente suscetivel a repressdo catabolica, isto €, a presenca de
glicose leva a repressio de genes que codificam proteinas do metabolismo de xilose,
prolongando o tempo e reduzindo a produtividade de processos fermentativos em meios de
cultivo contendo uma mistura desses dois agucares. Apds o consumo de glicose, a taxa de

consumo de xilose pelos micro-organismos aumenta (Lane et al., 2018).

A repressdo catabdlica € controlada principalmente pela atividade da proteina quinase
Snfl. Essa proteina, inicialmente identificada em S. cerevisiae, uma levedura nao oleaginosa, é

responsavel pela adaptacdo celular a diferentes condicdes de estresse ambiental e



24

disponibilidade de fontes de carbono (Hedbacker & Carlson, 2008). Essa enzima ¢ uma
serina/treonina-quinase amplamente conservada em eucariotos, necessdria para a homeostase
da energia celular. Em S. cerevisiae, esta quinase é uma molécula heterotrimérica composta
pela subunidade catalitica Snfl (o), subunidade reguladora Snf4 (y) e uma das trés subunidades

B (Sipl, Sip2 ou Gal83) (Kim et al., 2013).

Em meios de cultivo contendo alta concentragdo de glicose, Snfl e todas as trés
subunidades P sdo citoplasmaticas. Quando a glicose se torna limitante, a localizagao subcelular
das subunidades P ¢ alterada, conforme sua sequéncia N-terminal. Assim, Sip2 permanece
citoplasmatica, Sip1 € transportada para a membrana vacuolar e Gal83 se desloca para o nicleo

(Hedbacker & Carlson, 2008).

Em §. cerevisiae, a proteina Snfl desempenha um papel primordial na via de sinalizagdo
que regula a expressdao de genes de fontes de carbono alternativas a glicose. Além da Snfl, a
proteina repressora Migl também se destaca nesta via (Shashkova et al., 2015). Na auséncia de
glicose, a Snfl € ativada por fosforilagdo. Além disso, Snfl interagindo com Gal83 (Snfl-
Gal83) se acumula no nicleo e fosforila a proteina Migl, a qual € translocada do nucleo para o
citoplasma. Visto que a repressora Migl atua reprimindo a transcricdo de genes, a sua
translocacao resulta na expressao de genes que codificam proteinas do metabolismo de fontes
de carbono alternativas a glicose (Fakas, 2017). Por outro lado, a quinase Snfl € inativada em
alta concentracdo de glicose, porque ocorre a sua desfosforilacdo (Kayikeci & Nielsen, 2015).
Assim, a repressora Migl permanece no nucleo reprimindo a expressdo de genes do

metabolismo de fontes alternativas de carbono (Shashkova, et al., 2015).

Genes homologos da proteina Snfl foram identificados nas leveduras Kluyveromyces
lactis (Goffrini et al.,1996), Candida spp. (Petter & Kwon-Chung 1996; Kanai et al., 1999) e
Torulaspora delbruecki (Hernandez-L6pez et al., 2010), os quais tém sido alvo de estudos para
identificar o papel de Snf1l na utilizagcdo de carbono e na repressao da glicose. Contudo, pouco
se sabe sobre vias de sinalizagdo responsaveis pela repressdo catabdlica em leveduras

oleaginosas (Seip et al., 2013).

O fenétipo de repressdo catabdlica também é observado na levedura oleaginosa R.
toruloides (Bommareddy et al., 2017). Crescimento diduxico € observado quando essa levedura
€ cultivada em mistura contendo glicose e glicerol. Como descrito anteriormente, 0 repressor
Migl € importante na repressao catabdlica em S. cerevisiae. No entanto, em R. foruloides, a

expressao de Migl ndo altera entre as diferentes fases: crescimento diduxico e limitagdo por
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glicose, sugerindo que a repressdo catabdlica ocorre por meio de um mecanismo desconhecido
nessa levedura (Bommareddy et al., 2017). Embora os mecanismos de repressao permanegam
desconhecidos, sabe-se que a intensidade da repressdo difere de acordo com a linhagem em R.

toruloides (Yamada et al., 2017).

O 2-deoxiglicose (2DG) € um composto andlogo a glicose, ndo metabolizado pelas
células, capaz de induzir os mecanismos de repressdo catabolica (Schmidt & O’Donnell 2021)
e, por esse motivo, tem sido comumente empregado em estudos relacionados a repressdao

catabodlica (Kahar et al., 2011).

Estudos desenvolvidos por Mikumo et al. (2009) com a levedura S. cerevisiae, resultaram
na selecdo de um mutante resistente ao 2DG. Sendo observada uma maior assimilagdo de
maltose na presenca de glicose, indicando o alivio da repressdo nesse mutante (Mikumo et al.,
2009). Oda & Nakamura (2009) também empregaram com sucesso o0 2DG como estratégia de
selecdo de mutantes resistentes a repressdo catabdlica em Kluyveromyces marxianus,
possibilitando melhoria na producio de etanol a partir da mistura de melaco de beterraba e soro

de queijo.

Recentemente Spathaspora passalidarum, uma levedura ndo oleaginosa, foi avaliada
quanto aos efeitos de repressdo por glicose no metabolismo de xilose. Ribeiro et al. (2021)
relataram que os genes que codificam as principais enzimas do metabolismo da xilose foram
menos expressos em cultivos na presenca de glicose. Assim, foi observada reducgdo da atividade
especifica de xilose redutase, xilitol desidrogenase e xiluloquinase, o que pode ter influenciado
no balango redox do metabolismo desta pentose. Contudo, na presenca de 2DG, esse perfil de
inibicao nao foi observado. O que, segundo os autores, sugere que a interferéncia da glicose no
metabolismo da xilose pode ocorrer em nivel de repressao transcricional ou pela inativacao de

transportadores nessa levedura (Ribeiro et al., 2021).

Rodrussamee et al. (2018) demonstraram em seus estudos com S. passalidarum, que o
consumo de xilose apresentou um crescimento atrasado em cultivos contendo glicose e xilose,
em comparagao aos cultivos contendo apenas xilose. Enquanto que, quando cultivada em meio
s6lido contendo xilose e 2DG, o crescimento ndo foi comprometido. Assim, 0 consumo
preferencial de glicose pode ndo ser devido a repressdo por glicose no uso de xilose, mas sim

devido as diferencas em relacdo a afinidade de transportadores. Segundo os autores,
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provavelmente o transporte desses agicares ocorre pelo mesmo transportador, que teria uma

afinidade maior para a glicose e assim seu transporte ocorre antes da xilose.

2.5. Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii ¢ uma levedura oleaginosa pertencente ao filo Basiodiomycota,
anteriormente descrita como Cryptococcus laurentii (Liu et al., 2015), e tem sido isolada a
partir de fragmentos de madeira em decomposicao, excrementos avidrios, rizosfera de tomate e
amostras de solo. Frequentemente obtida a partir de solos, sendo capaz de assimilar pentoses,

hexoses e acidos organicos presentes em secregdes radiculares (Sarkar ef al., 2019).

Suas aplicacdes podem incluir: degradacao de biofilmes em revestimentos de polimero
(Barlow et al., 2020); biorremediacdo de metais pesados (Sarkar et al., 2019); funcdes
ecoldgicas em culturas agricolas (Leguina et al., 2019); e fonte de 6leo microbiano para a
producdo de biodiesel a partir de subprodutos da industria de laticinios (Carota et al., 2017) e

subprodutos agricolas, como a xilose (Vieira et al., 2020).

A levedura P. laurentii UFV-1 foi isolada a partir de amostras de solo coletadas da
rizosfera, cerca de 20 cm de profundidade, no Parque Nacional da Serra dos Orggos, localizado
no estado do Rio de Janeiro. Essa linhagem apresenta suscetibilidade a repressdo catabdlica. O
acumulo de lipidios intracelulares se inicia na fase de desaceleracdo do crescimento em meios

de cultivo contendo glicose ou xilose como fontes de carbono e energia (Vieira et al., 2020).

Recentemente foi publicada a primeira versao da reconstru¢ao do modelo metabdlico em
escala genomica de P. laurentii UFV-1 (Ventorim et al., 2022). Esse modelo contribuird para
o entendimento de suas caracteristicas fisioldgicas, uma vez que permite a integracdo de
informacdes genéticas e fisioldgicas e fornece uma visdo sist€mica do metabolismo, que auxilia
na identificacdo de alvos que podem ser explorados por engenharia metabdlica visando

melhorar suas propriedades biotecnoldgicas e explorar sua aplicagdo industrial.

P. laurentii UFV-1 é uma levedura oleaginosa capaz de assimilar glicose e xilose, como
fontes de carbono e energia; contudo, ndo os assimila simultaneamente. Em cultivos realizados
com essa levedura, Vieira et al. (2020) obteve o teor lipidico médximo de 43% (p/p) em meio
contendo glicose como tnica fonte de carbono. Em cultivos contendo xilose e uma mistura de
glicose e xilose, o contetddo lipidico correspondeu a 30 e 37,4% (p/p), respectivamente. Em

meio de cultivo contendo apenas xilose como fonte de carbono e energia, essa levedura atingiu
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um alto teor de lipidios de 63,5% (m/m) sob condi¢des otimizadas de cultivo (Vieira et al.,

2020). No entanto, os mecanismos de regulacdo ainda sdo pouco conhecidos em P. laurentii.

Apesar do potencial de acimulo de lipidios a partir de uma mistura de xilose e glicose
por P. laurentii UFV-1, o consumo preferencial de glicose torna a utilizagcdo do processo SSCF

um gargalo que precisa ser contornado.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Analisar a assimilagdo de glicose e xilose em P. laurentii UFV-1 e selecionar  linhagens

mutantes desta levedura com capacidade de assimilar simultaneamente glicose e xilose.

3.2. Objetivos especificos

° Analisar o perfil de consumo de glicose e xilose em diferentes concentracdes
destes agucares;

° Determinar a concentragdo do composto 2-deoxiglicose (andlogo da glicose)
que serd utilizada no meio de selecdo de linhagens mutantes de P. laurentii
UFV-1;

° Submeter suspensoes de células de P. laurentii UFV-1 a radiacao ultravioleta
visando a obtenc¢do de linhagens mutantes;

° Selecionar, dentre as linhagens mutantes, aquelas insensiveis a repressao
catabdlica, ou seja, capazes de assimilar glicose e xilose simultaneamente e
manter a capacidade de produzir altos teores de lipidios;

° Avaliar o consumo de xilose e a producao de lipidios em linhagens mutantes
de P. laurentii UFV-1 cultivadas em meio contendo xilose.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Micro-organismo e manutencao
A linhagem Papiliotrema laurentii UFV-1 utilizada neste trabalho pertence a colecao de
culturas do Laboratério de Fisiologia de Micro-organismos do Departamento de Microbiologia
da Universidade Federal de Vicosa (UFV), localizado no Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria (BIOAGRO).
As células da levedura foram mantidas em meio Yeast Peptone (YP) contendo: 10 g.L”!

de extrato de levedura e 20 g.L"! de peptona, com glicerol 40% (v/v) a -80 °C.
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4.2. Meios de cultura e preparo de in6culo

Os cultivos para obtencdo de pré-indculos foram realizados em frascos Erlenmeyer de
250 mL contendo 50 mL do meio minimo liquido Yeast Nitrogen Base (YNB sem aminodcidos
e com sulfato de amdnio, Sigma Chemical Co., MO, EUA) 6,7 g.L'1 sob agitacdo de 200 rpm a
30 °C. As culturas de leveduras foram incubadas em incubador rotatério (New Brunswick
Scientific 25D, NJ, EUA) por aproximadamente 18 h. Posteriormente, as células foram
centrifugadas a 5.000 x g por 5 min a 4 °C, lavadas 2 vezes em dgua peptonada 0,1% (m/v) e o
in6culo foi ajustado para densidade 6tica inicial a 600 nm (DOgoonm) de aproximadamente 0,1.
As células foram inoculadas em novo meio de cultura para o preparo das suspensdes de células
para as etapas de determinagdo da concentracdo minima inibitéria de 2-deoxiglicose (2DG,
Sigma), construcdo da curva de sobrevivéncia, mutagénese e cultivos para determinagdo do

consumo de agucares e acimulo lipidico.

A concentracdo minima inibitéria de 2DG foi determinada por meio da avaliagdo do
crescimento da levedura em meio dgar YNB contendo 133 mM de xilose (YNBX), acrescido
de diferentes concentragdes de 2DG (1,2 — 4,6 mM). O meio dgar YNBX contendo a

concentracao inibitéria minima 4 mM de 2DG foi referido como YNBX2DG.

Para a constru¢cdo da curva de sobrevivéncia, P. laurentii UFV-1 foi exposta a luz
ultravioleta (UV) conforme descrito no item 4.4. Aliquotas de 50 puL da suspensdo de células

da levedura foram inoculadas em meio dgar YNBX.

A selecao de mutantes foi realizada a partir do espalhamento em superficie em meio
YNBX2DG, como descrito no tépico 4.5. Os mutantes resistentes a concentragdo minima
inibitdria foram cultivados em meio dgar YNBX acrescidos de 4,3 mM de 2DG. Em seguida,

os mutantes selecionados em placa foram transferidos para meio liquido YNBX2DG.

Para estimar os parametros cinéticos do modelo de Monod, P. laurentii UFV-1 foi
cultivada em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio YNB acrescido de glicose

ou xilose. Para ambos agtucares, a concentracdo variou de 1 a 15 mM.

Para estimar os parametros cinéticos de crescimento e analisar o consumo de agucares, P.
laurentii UFV-1 foi cultivada em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio YNB
acrescido de 100 mM de xilose (YNBXT1); 102 mM de glicose (YNBG1); 27 mM de glicose
(YNBG?2); 78 mM de glicose e 88 mM de xilose (YNBGX1) e 13 mM de glicose e 91 mM de
xilose (YNBGX2), conforme descrito no tépico 4.7.
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Na etapa de caracterizacdo das linhagens selecionadas apds o procedimento de
mutagénese, P. laurentii UFV-1 e a linhagem mutante foram inicialmente cultivadas em frascos
Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio YNB acrescido de glicose e/ou xilose a 56
mM e 67 mM, respectivamente, para determinar a velocidade especifica de crescimento e o

consumo de agucares.

Para avaliar o efeito de 2DG no metabolismo de xilose, P. laurentii UFV-1 e o mutante
selecionado foram cultivados em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio

YNBX2DG, conforme descrito no topico 4.10.

O cultivo para avaliar o acumulo de lipidios foi realizado em meio liquido SS2 acrescido
de xilose 30 g.L'!, sulfato de amdnio 0,1 g.L'!, sulfato de magnésio 0,5 g.L"!, cloreto de sédio
0,1 g.L'!, cloreto de célcio 0,1 g.L'! (Tanimura et al., 2014) e extrato de levedura 1 g.L'! (Vieira
et al., 2020) (Difco, Detroit, MI, USA).

Para avaliar o efeito da temperatura sobre o crescimento celular, P. laurentii UFV-1 e a
linhagem mutante selecionada foram cultivadas em meio dgar YNB contendo 111 mM de

glicose (YNBG), e em meio contendo 133 mM de xilose (YNBX).

4.3. Determinacao da concentra¢cio minima inibitéria de 2DG

Para a determinacdo da concentragdo minima inibitoria de 2DG, aliquotas de 100 uL do
pré-indculo da linhagem selvagem de P. laurentii UFV-1 foram lavadas 2 vezes com agua
peptonada 0,1% (m/v) e coradas com 100 puL de azul de metileno. As células vidveis foram
contadas em cAmara de Neubauer, ajustadas para 10® células mL™! e diluidas serialmente para
atingir entre 30 a 300 colonias. Em seguida, um volume de cinquenta microlitros de cada
diluicdo foi inoculado pela técnica de espalhamento em superficie em meio dgar YNBX,
acrescido de diferentes concentra¢des de 2DG conforme descrito no tépico 4.2, e incubadas a

30 °C por 72 h.

4.4. Mutagénese
A curva de sobrevivéncia da linhagem selvagem de P. laurentii UFV-1 foi construida por
meio de sua exposi¢do a luz UV. A concentragao celular foi padronizada conforme descrito no
topico 4.3. Aliquotas de 50 pL de cada diluigdo foram inoculadas pela técnica de espalhamento

em superficie em meio dgar YNBX e irradiadas utilizando lampada UV a 4 W Mineralight®
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modelo UVS-11 em condicdo asséptica em fluxo laminar. As placas de Petri contendo a
suspensao celular foram irradiadas em intervalos de 1 a 10 minutos, a uma distancia de 13 e 10
cm entre a lampada UV e a superficie da placa, para determinar o tempo e a distancia que
corresponde a uma taxa de mortalidade de aproximadamente 99% da populacio de células de
acordo com o método proposto por Winston (2008). O procedimento de mutagénese foi
realizado no escuro para se evitar o mecanismo de fotorreativacdo enzimética. As placas foram
incubadas a 30 °C por 72 h. Posteriormente, foi realizada a contagem das unidades formadoras
de colonias (UFC) para a determinac¢do da sobrevivéncia celular. As linhagens mutantes obtidas
foram armazenadas em tubos de microcentrifuga contendo meio YP acrescido 40% (v/v) de

glicerol a -80 °C.

4.5. Selecao de linhagens mutantes
A selecao de mutantes foi realizada conforme o método utilizado por Mikumo (2009),
com modificagdes. Aliquotas de 50 pL do pré-indculo de cada linhagem foram lavadas 2 vezes
com 4gua peptonada 0,1% (m/v) e inoculadas pela técnica de espalhamento em superficie em

meio YNBX2DG, seguido por incubagdo em estufa a 30 °C por 4 dias.

Para reduzir a quantidade de isolados e obter aqueles mais resistentes ao andlogo de
glicose 2DG, as colonias formadas foram cultivadas em meio liquido YNBX para obtencao de
pré-indculos, sendo posteriormente lavados 2 vezes com &agua peptonada 0,1% (m/v),
padronizados para uma DOgoonm inicial de aproximadamente 0,5 e diluidas serialmente. Em
seguida, um volume de 4 pL de cada diluigao foi inoculado em meio d4gar YNBX contendo 4,3

mM de 2DG e incubados a 30 °C por 4 dias.

Os isolados que apresentaram crescimento foram, em seguida, cultivados em meio liquido
YNBX2DG. Os cultivos foram conduzidos a partir do inéculo de uma colonia isolada em
frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de meio e mantidos sob agitacdao de 200 rpm a
30 °C por 5 dias ou turvacao do meio de cultivo. O mutante que apresentou crescimento mais
pronunciado em meio liquido pela andlise da DOgoonm utilizando o espectrofotdometro (Beckman

Série DU 600, Indianapolis, USA) foi selecionado.

O isolado mais promissor foi cultivado em meio YNB contendo uma mistura de glicose
e xilose, com 56 e 67 mM, respectivamente, para a avaliacdo do perfil de consumo destes

acucares e do acimulo de lipidios.



31

O acumulo de lipidios foi avaliado em meio SS2 sob limitacdo de nitrogénio, na razao
C/N de 100:1. P. laurentii UFV-1 e a linhagem mutante selecionada foram cultivadas em
frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio SS2, sob agitacdo de 200 rpm a 30 °C
por 48 h. O indculo foi ajustado para uma DOeoonm inicial de aproximadamente 0,1. A
determina¢do da concentracdo de lipidios foi avaliada pelo método gravimétrico, conforme

descrito no topico 4.12.

4.6. Estimacao de parametros cinéticos do Modelo de Monod

Para avaliar a afinidade de P. laurentii UFV-1 por glicose e xilose. O indculo foi
padronizado para uma DOgoonm inicial proxima de 0,1. As concentragdes dos agucares (1 a 15
mM) foram preparadas em baldes volumétricos de 50 mL, seguidas por filtragdo em membrana
de 25 mm e 0,22 pm (Millipore). Os cultivos foram realizados sob agitagdo de 200 rpm a 30 °C
por 48 h. O crescimento das células foi monitorado de 30 em 30 minutos por 12 h e nos tempos
de 24 e 54 h, pela andlise da DOgoonm utilizando o espectrofotdometro (Beckman Série DU 600,
Indianapolis, USA).

4.7. Determinacao dos parametros cinéticos de crescimento da linhagem selvagem

Para estimar os parametros cinéticos de crescimento, P. laurentii UFV-1 foi cultivada em
meio YNBX1; YNBGI; YNBG2; YNBGX1 e YNBGX2. O in6culo foi padronizado para uma
DOegoonm inicial proxima de 0,1. O crescimento das células foi monitorado de 1 em 1 hora nas
primeiras 12 h e nos tempos de 24, 48, 72 e 96 h, pela andlise da DOgponm como mencionado no
tépico 4.6. A velocidade especifica de crescimento foi determinada pelo coeficiente angular da
regressdo linear do grifico de In da DOgoonm (In DOsoonm) versus tempo (h) na fase de

crescimento exponencial.

4.8. Determinacdo dos parametros cinéticos de crescimento das linhagens
selvagem e mutante

Para determinar os paradmetros cinéticos de crescimento, P. laurentii UFV-1 e a linhagem

mutante selecionada foram cultivadas em meio YNB acrescido de glicose 56 mM e/ou xilose

67 mM, sob agitacdo de 200 rpm a 30 °C por 48 h. O indculo foi padronizado para uma DOgoonm

inicial de aproximadamente 0,1. O crescimento das células foi monitorado de 4 em 4 horas nas
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primeiras 24 h e nos tempos de 30 e 48 h, pela anélise da DOgoonm conforme descrito no tépico
4.6. O rendimento de biomassa celular (Yx/s) foi determinado pela inclinacdo de regressdao
linear do gréfico de biomassa (g.L') versus concentracio de glicose ou xilose (g.L!). Os
valores de biomassa total produzida ao final dos cultivos foram determinados pela diferenca

entre biomassa seca final e inicial, expressos em g.L!.

4.9. Analise do consumo de actiicares

O consumo de acucares de P. laurentii UFV-1 e do mutante selecionado foram avaliados
a partir dos cultivos descritos nos topicos 4.7, 4.8 € 4.10. O sobrenadante da cultura foi coletado
por centrifugacao a 4 °C, 10.000 x g por 10 min, seguido por filtracio em membrana de 13 mm
e 0,22 um (Allcrom, Brasil). As concentragdes de glicose e xilose foram determinadas por
cromatografia liquida de alta performance HPLC (LCTO-20AT, Shimadzu, Japao), equipado
com detector por indice de refracdo (RID-20A) e coluna de troca i6nica Aminex HPX-87H (300
x 7,8 mm), temperatura da coluna a 45 °C. Acido sulfdrico 5 mM foi utilizado como fase mével
com fluxo de 0,7 mL/min. As concentracdes de 2DG e xilose foram determinadas em coluna
de monossacarideos Phenomenex Rezex (Bio-rad), mantida a 80 °C. Agua ultrapura foi
utilizada como fase movel com fluxo de 0,5 mL/min. A quantificacdo dos agucares foi obtida

por curvas de calibracao usando padrdes externos de glicose, xilose e 2DG (Sigma).

4.10. Efeito de 2DG sobre o metabolismo de xilose
Para avaliar o efeito de 2DG sobre o metabolismo de xilose, P. laurentii UFV-1 e o
mutante selecionado foram cultivados em meio YNBX2DG, sob agitacao de 200 rpm a 30 °C
por 76 h. O in6culo foi padronizado para uma DOgoonm inicial de aproximadamente 0,5. O
crescimento celular foi monitorado pela analise da DOgoonm. O consumo de 2DG e xilose foram

determinados conforme descrito no topico 4.9.

4.11. Influéncia da temperatura
Para a determinagdo do efeito da temperatura sobre o crescimento celular, os indculos de
P. laurentii UFV-1 e da linhagem mutante foram lavados 2 vezes com 4gua peptonada 0,1%
(m/v), padronizados para uma DOgoonm inicial de aproximadamente 0,5 e diluidas serialmente.
Em seguida, um volume de 4 pL de cada diluicao foi inoculado em meio 4gar YNBG e YNBX

a30e 37 °C por 48 h.
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4.12. Determinacao do teor de lipidios

A quantificacdo de lipidios foi realizada por gravimetria baseada no método descrito por
Bligh e Dyer (1959) com modificacdes. A extrag¢do de lipidios foi realizada utilizando 50 mg
de biomassa liofilizada e adicionando 1 mL de solucdo composta por solu¢do de metanol e
cloroférmio na propor¢do de 2:1 (v/v). A suspensdo foi homogeneizada por 5 min usando o
equipamento TissueLyser II (Qiagen) a uma frequéncia de 30 batidas por segundo. Em seguida,
a suspensao foi centrifugada por 3 vezes a 12.000 x g por 5 min para garantir a extragdo total
dos lipidios. Os sobrenadantes foram coletados e armazenados em tubos de centrifuga de vidro
com volume de 15 mL, aos quais foram adicionados 3 mL de cloroférmio, sendo posteriormente
homogeneizados. Para gerar um sistema liquido bifésico, foram adicionados 2 mL de solugdo
salina a 1% (p/v) a mistura, seguido por homogeneizagdo da solucdo. A fase liquida foi separada
por centrifugacdo a 3000 x g por 20 min em centrifuga (Sorval RC5C). Os sobrenadantes foram
coletados para a separacdo da fase aquosa. A fase organica foi transferida para microtubos
previamente pesados. As amostras foram evaporadas em incubadora de banho seco (Fisher
Scientific) a 60 °C por 24 h. A concentragdo de lipidios foi calculada multiplicando-se os
valores de teor de lipidios (%) por sua biomassa (g.L') no tempo em que houve a maior

producdo de lipidios (48 h), dividido por 100.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Andlise da repressao por glicose sobre o metabolismo de xilose em
Papiliotrema laurentii UFV-1

P. laurentii UFV-1 € capaz de assimilar glicose e xilose como fontes de carbono e energia

e acumular lipidios quando cultivada sob estresse por nitrogénio (Vieira et al., 2020), o que é
fundamental para a sua utilizacdo em biorrefinarias lignocelulésicas. A assimilacdo simultanea
desses dois aguicares € desejdvel, pois permite reduzir o tempo requerido para alcancar o
maximo de actimulo de lipidios, isto €, a produtividade volumétrica. Para avaliar a afinidade de
P. laurentii UFV-1 por glicose e xilose, a levedura foi cultivada em diferentes concentragcdes
desses agucares e a velocidade méxima de crescimento (Umax) € a constante de saturagdo (Ks)

foram estimadas (Figura 2).

Os valores de pmsx de P. laurentii UFV-1 em glicose e xilose foram similares, isto €, 0,38
e 0,34 h'!, respectivamente. A Ks refere-se a concentracdo de substrato que atinge metade da
velocidade maxima de crescimento da levedura. Em glicose, o valor da Ks foi de 0,171 (g.L!),
enquanto em xilose foi de 0,167 (g.L!). Os valores similares de Ks indicam que a levedura

apresenta afinidades similares pelas duas fontes de carbono e energia.
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Figura 2 - Parametros cinéticos de crescimento de P. laurentii UFV-1 cultivada em meio
minimo YNB: contendo glicose (A) ou xilose (B) com concentragdes variando de 1 a 15 mM.

Visto que a levedura apresenta afinidades similares por glicose e xilose, os parametros de
crescimento (Tabela 1) e o consumo destes acticares (Figura 3) foram determinados a partir de
cultivos conduzidos em meio minimo YNB acrescido de diferentes concentragdes de glicose,

xilose e uma mistura de ambos agucares.
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As velocidades especificas de crescimento determinadas nas diferentes condi¢des de
cultivo nao foram estatisticamente diferentes (Tabela 1). Contudo, o rendimento de biomassa
foi maior quando a levedura foi cultivada em meio contendo 13 mM de glicose e 91 mM de
xilose. Nesta condic¢ao, a biomassa formada e o rendimento de biomassa foram 6,036 g.L'1 e
0,341 g.g!, respectivamente. A formagio de biomassa (6,337 g.L'') em meio contendo 102 mM
de glicose e 88 mM de xilose ndo foi estatisticamente diferente da obtida na condicdo
mencionada acima, porém o rendimento de biomassa (0,223 g. g'l) foi mais baixo. Portanto, os
maiores valores de biomassa foram obtidos em cultivos contendo os dois agucares. De forma
geral, esses resultados reforcam a importancia do aproveitamento integral da biomassa
lignoceluldsica para aumentar a formagdo de biomassa microbiana e, no caso de leveduras
oleaginosas, de producdo de lipidios. Nos cultivos contendo apenas uma das fontes de carbono
(glicose ou xilose), nas concentragdes de 102 e 91 mM, respectivamente, observou-se o
consumo completo de ambos no periodo de 48 h (Figura 3A e B). Nestas condi¢des, a glicose
foi consumida mais rapidamente do que a xilose. No cultivo contendo ambos 0s agicares nas
concentracoes de 102 mM de glicose e 100 mM de xilose, a levedura consumiu
preferencialmente a glicose. Contudo, ao final de 98 h de cultivo ainda havia ambos acucares
presentes no meio. Em relacdo ao consumo de xilose e glicose, verificou-se que nos cultivos
realizados com 13 mM de glicose e pela mistura de xilose 100 mM e glicose 13 mM, a glicose
foi totalmente consumida em 25 h de cultivo. A xilose foi completamente consumida apds 48
h, indicando que o consumo de agucar foi mais rapido no cultivo contendo apenas 13 mM de
glicose. Assim, observa-se que, independente da concentracio da fonte de carbono utilizada, a
glicose € o agucar preferencialmente consumido. Esta preferéncia pode estar relacionada a
repressao exercida por glicose sobre o metabolismo de xilose ou ao transporte preferencial de

glicose.

N3ao h4 relatos na literatura acerca da repressao por glicose em P. laurentii. Em outras
leveduras que assimilam xilose, a compreensdo da repressdo catabdlica também € limitada.
Recentemente, a delecdo do gene MIGI em K. marxianus nio resultou no alivio da repressao
por glicose sobre o metabolismo de xilose. Portanto, ha nesta levedura outra via de sinalizagdao
por glicose relacionada a repressdo catabolica (Hua et al, 2019). Ribeiro et al. (2021)
observaram o efeito de repressao catabdlica no cultivo de S. passalidarum em meio de cultivo
contendo glicose e xilose, contudo, este efeito ndo foi observado no cultivo em 2-deoxiglicose
(andlogo de glicose) e xilose. Esses autores hipotetizaram que essa levedura tem uma via de

sinalizacdo por glicose diferente daquela descrita para S. cerevisiae.
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Para o nosso conhecimento, ndo hé informacgdes disponiveis acerca de transportadores de
acucares em P. laurentii. Considerando outras leveduras que assimilam xilose, sabe-se que a
xilose pode ser transportada tanto através de transportadores especificos como por
transportadores de hexose. Essas leveduras apresentam sistemas de transporte de alta e baixa
afinidade por glicose (Leandro et al., 2009). Sistemas de transporte de xilose de alta afinidade
foram relatados nas leveduras S. stipitis e C. intermedia (Runquist et al., 2009). Em S. stipitis,
o sistema de baixa afinidade transporta os dois agtcares, enquanto o sistema de alta afinidade
transporta apenas xilose e € inibido na presenca de glicose (Kilian & Uden 1998). Nessa
levedura, o transporte de glicose ocorre de forma mais eficiente do que o de xilose (Hahn-

Higerdal et al., 1994).

Tabela 1. Parimetros de crescimento de P. laurentii UFV-1 cultivada em meio minimo YNB

contendo diferentes concentracdes de glicose, xilose € uma mistura destes dois agucares.

Fonte de . Rendimento
carbono e Concentragao h‘hl ‘o Blorlr}isga de biomassa
energia (mM) ) (&L (gg")’

Glicose 27 0,334+0,027 1,628+0,083 d 0,096+0,006
Glicose 102 0,327+0,035 5,302+0,062 ¢ 0,303+0,005
Xilose 100 0,318+0,005 4,834+0,489 bc 0,271+0,003
Glicose e Xilose 13e91 0,296+0,033 6,036+£0,571 ab 0,341+0,017 a
Glicose e Xilose 78 e 88 0,330+0,002 6,337+£0,220 a 0,223+0,015 d

* A velocidade especifica de crescimento foi determinada na fase exponencial.

' Os valores de p ndo sdo significativamente diferentes de acordo com o teste F em nivel de 5
% de probabilidade.

2 Os valores de biomassa e rendimento de biomassa diferem entre si pelo teste de Tukey em
nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 3 - Perfil de crescimento e consumo de aciicares de P. laurentii UFV-1 cultivada em meio minimo YNB acrescido de glicose e/ou
xilose: (A) xilose 100 mM; (B) glicose 102 mM; (C) glicose 27 mM; (D) glicose 78 mM e xilose 88 mM e (E) glicose 13 mM e xilose 91 mM.o-
Crescimento (In DO600nm); e- Concentracdo de xilose (mM); e A - Concentracdo de glicose (mM). Os dados apresentados sdo médias e os

respectivos desvios-padrao dos cultivos realizados em triplicatas.
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5.2. Obtencao de linhagens mutantes capazes de crescer em meios de cultivo
contendo xilose e 2-deoxiglicose

Como mencionado anteriormente, ndo ha informagdes acerca da via de repressdo
catabdlica em P. laurentii. Portanto, a selecdo e caracterizagcdo de mutantes insensiveis a
repressao catabdlica podem ajudar a compreender melhor este fendmeno em P. laurentii. Além
disso, a obtencdo desses mutantes € de interesse biotecnoldgico, pois apresentam potencial de
aplicagdo em biorrefinarias lignoceluldsicas.

O composto 2DG, andlogo da glicose, tem sido comumente empregado em estudos
relacionados a repressdo catabdlica em S. cerevisiae (Kahar et al., 2011). Isto ocorre porque
esse andlogo ndo é metabolizado pela levedura, fato que inviabiliza o crescimento. Inicialmente,
o 2DG ¢ fosforilado a 2-deoxiglicose-6-fosfato (2DG-6P) na reacdo catalisada pela
hexoquinase. Entretanto, a auséncia do grupo hidroxila (OH) no carbono 2 da 2DG, impede a
utilizagdo de 2DG-6P como substrato, pela fosfoglicose isomerase. Isso gera um acimulo de
2DG-6P no meio intracelular, ativando as vias de sinalizacdo de repressdo por glicose, que por
sua vez, reprimem a expressao de genes envolvidos na assimilagdo de outras fontes de carbono
(Schmidt & O’Donnell 2021). De fato, linhagens mutantes de S. cerevisiae insensiveis a
repressdo catabodlica foram selecionadas em meios de cultivo contendo o andlogo 2DG e uma
fonte de carbono alternativa a glicose. Visando a obtencdo de linhagens de P. laurentii UFV-1
insensiveis ao efeito de repressao catabdlica, a concentragcdo minima de 2DG capaz de inibir o
crescimento de P. laurentii UFV-1 foi determinada (Figuras Al e A2). Em seguida, a linhagem
selvagem foi submetida a mutagénese por irradiacdo ultravioleta em diferentes tempos e
distancias entre a lampada UV e a superficie da placa (Figuras A3 e A4). O tempo de 9 minutos
e 15 segundos, a uma distancia de 10 cm, resultou em uma taxa de mortalidade de
aproximadamente 99 % da populagdo de células (Figura AS, Tabela Al). A partir desse
procedimento, 30 linhagens possivelmente mutantes foram isoladas da placa irradiada. Os

isolados foram identificados pela letra M seguido por nimeros de 1 a 30.

Na etapa de selecdo, um total de 24 isolados foi capaz de crescer em meio contendo a
concentracdo minima inibitéria de 2DG, isto €, 4 mM (Figura A6). Uma segunda triagem foi
realizada por meio do cultivo das 24 linhagens previamente selecionadas em meio contendo 4,3
mM de 2DG, resultando na selecdo de 14 isolados (Figura A7). Estes foram cultivados em meio
liquido contendo 4 mM de 2DG no intuito de selecionar os mais promissores em funcio do
maior crescimento na presenga do andlogo de glicose (Figura A8). Apenas a linhagem M17 foi

selecionada por apresentar o maior valor de densidade Optica (Tabela 2).
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Tabela 2. Valores de densidade 6ptica das 14 linhagens selecionadas em 4,3 mM de 2DG. As

linhagens mutantes e selvagem foram cultivadas em meio YNB suplementado por 133 mM de

xilose e 4 mM de 2DG e incubadas a 30 °C e 200 rpm por 5 dias.

Linhagens

DO (600nm)

P. laurentii UFV-1

Nao houve crescimento

M1 Nao houve crescimento
M2 Nao houve crescimento
M4 Nao houve crescimento
M5 N3ao houve crescimento
M6 N3ao houve crescimento
M9 0,2120

MI15 0,2000

M16 N3ao houve crescimento
M17 1,1915

M20 N3ao houve crescimento
M23 N3ao houve crescimento
M26 Nao houve crescimento
M27 Nao houve crescimento
M30 N3ao houve crescimento

5.3. Caracterizacao fisiolégica do isolado M17 obtido ap6s mutagénese

5.3.1 Determinacio da velocidade especifica de crescimento e analise do consumo

de actcares

O isolado selecionado, M17, assim como a linhagem selvagem, foram caracterizados

fisiologicamente. Para a determinacdo da velocidade especifica de crescimento, P. laurentii

UFV-1 e M17 foram cultivadas em meio contendo 56 mM de glicose ou 67 mM de xilose como

fontes de carbono.

P. laurentii UFV-1 e a linhagem M17 ndo apresentaram diferengas significativas quanto

as velocidades especificas de crescimento nos cultivos contendo glicose (Tabela 3). Porém, no
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cultivo com xilose, M17 se destacou quanto a velocidade de crescimento (0,289 h'!) comparado

a linhagem selvagem, com 0,249 hl.
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Figura 4 - Perfil de crescimento e consumo de acdcares de cada linhagem cultivada em
meio minimo YNB acrescido de 56 mM de glicose: (A) P. laurentii UFV-1; (B) M17. o-
Crescimento (In DOgoonm) € A - Concentracdo de glicose (mM). Os dados apresentados sdo

médias e os respectivos desvio-padrao dos cultivos realizados em triplicatas.
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Figura 5 - Perfil de crescimento e consumo de acticares de cada linhagem cultivada em
meio minimo YNB acrescido de 67 mM de xilose: (A) P. laurentii UFV-1; (B) M17. o-
Crescimento (In DOgoonm) € ®- Concentracdo de xilose (mM). Os dados apresentados sdo

médias e os respectivos desvio-padriao dos cultivos realizados em triplicatas.

Com relacdo ao perfil de consumo de actcares, verificou-se que o perfil de consumo de

glicose e xilose foram similares entre as linhagens selvagem e M17. Nas duas linhagens, a

glicose foi totalmente consumida em torno de 20 h de cultivo (Figura 4), enquanto a xilose foi

consumida completamente apds 24 h de cultivo (Figura 5).
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Figura 6 - Perfil de crescimento e consumo de acticares das linhagens selvagem e mutante
cultivadas em meio minimo YNB acrescido de 56 mM de glicose e 67 mM de xilose: (A) P.
laurentii UFV-1; (B) M17. o- Crescimento (In DOeoonm); ®- Concentracao de xilose (mM); e
A - Concentracao de glicose (mM). Os dados apresentados sdo médias e os respectivos desvio-
padrdo dos cultivos realizados em triplicatas.

Tabela 3. Taxa especifica de crescimento de cada linhagem de levedura em fungdo de cultivo

em meio YNB suplementado com 56 mM de glicose e/ou 67 mM de xilose, incubado a 30 °C

a 200 rpm.
Glicose Xilose Glicose e Xilose
Levedura (56 mM) (67 mM) (56 e 67 mM)
u T T
(h™h) (h™) (h™)
P. laurentii UFV-1 0,324+0,018 0,249+0,003 b 0,262+0,001
M-17 0,319+0,004 0,289+0,010 a 0,262+0,003

* A velocidade especifica de crescimento foi determinada na fase exponencial do
crescimento.

!'Valores de p diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5 % de probabilidade.

2 Os valores de p ndo sdo significativamente diferentes de acordo com o teste F em nivel de
5 % de probabilidade.

As velocidades especificas de crescimento das linhagens selvagem e mutante nao diferem
estatisticamente em cultivos contendo uma mistura de glicose e xilose (Tabela 3). Além disso,
as duas linhagens apresentaram o mesmo perfil de consumo de xilose e glicose, no qual a glicose
¢ consumida antes da xilose (Figura 6). Verificou-se ainda que a taxa de consumo de xilose

aumenta a medida que a glicose é consumida. Portanto, o isolado obtido e selecionado apds a
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mutagénese manteve o fenétipo de repressdo catabdlica. Estes resultados indicam que a
estratégia de selecdo baseada na utilizacdo do acicar 2DG, andlogo de glicose, ndo foi eficiente

para a selecdo de mutantes capazes de assimilar simultaneamente glicose e xilose.

5.3.2 Avaliacao do efeito de 2DG no metabolismo de xilose

Apesar da linhagem M17 crescer na concentragdo de 2DG de 4 mM que inibe a linhagem
selvagem, ndo houve diferenca em relacdo a preferéncia por glicose, ou seja, este agucar é
consumido primeiro do que a xilose. N6s hipotetizamos que isto pode ter ocorrido em fungdo
do andlogo 2DG nao induzir a repressao por glicose na linhagem M17 ou, por ter adquirido a
capacidade de ndo assimilar este analogo, evitando dessa forma a sinalizag¢do intracelular
requerida para a ocorréncia da repressao catabdlica. Sendo assim, as linhagens selvagem e M 17
foram cultivadas em meio contendo xilose e 2DG no intuito de avaliar se 2DG é consumido ao

longo do tempo (Figura 7).
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Figura 7 - Perfil de crescimento e consumo de acicares das linhagens selvagem e mutante
cultivadas em meio minimo YNB acrescido de 133 mM de xilose e 4 mM de 2DG: (A) P.
laurentii UFV-1; (B) M17. o- Crescimento (In DOgoonm); ®- Concentracdo de xilose (mM); e
A - Concentracdo de 2-DG (mM). Os dados apresentados sdo médias e os respectivos desvio-
padrdo dos cultivos realizados em triplicatas.

Na presenca de xilose e 2DG, o crescimento celular e o consumo de xilose por P. laurentii
UFV-1 ndo ocorreram até 24 h de cultivo, indicando que esse composto induziu as vias que
sinalizam a repressdo catabdlica na linhagem selvagem (Figura 7A). Contudo, apds 24 h de

cultivo ocorreu o consumo de xilose o qual foi acompanhado pelo aumento da concentracio de

In DOsoonm
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2DG no meio, indicando que P. laurentii UFV-1 apresentou um mecanismo capaz de aliviar a
repressao exercida por 2DG sobre o metabolismo de xilose. Aparentemente, todo o composto
deve ter sido liberado do meio intracelular, visto que a concentracao de 2DG € similar a presente
no meio de cultura, antes do inicio do cultivo. Diferente da linhagem selvagem, a linhagem
M17 cresceu desde o inicio do cultivo e consumiu simultaneamente a xilose e 2DG (Figura 7B).
Portanto, 2DG ndo induziu a repressdo catabdlica nessa linhagem. Sendo assim, a hipétese de
que o crescimento da M17 pudesse ter ocorrido em funcdo da ndo assimilagao de 2DG pela
levedura e, consequentemente, a nao sinalizacdo intracelular da repressdo catabdlica foi
refutada. Esses resultados indicam que ocorreram alteracdes genotipicas na linhagem M17 que
levaram a uma resposta especifica para o composto 2DG, ou seja, que ndo foram capazes de
aliviar a repressao do metabolismo de xilose causada por glicose. A levedura S. passalidarum
apresenta uma resposta ao andlogo 2DG semelhante a da linhagem mutante M17 e diferente da
linhagem selvagem de P. laurentii UFV-1. Nos estudos de Ribeiro et al. (2021), a repressdo do
metabolismo de xilose por glicose € observada, mas ndo foi observada em cultivos com 2DG e
xilose. Além disso, o uso de 2DG ndo inibiu o crescimento desta levedura. Esses autores

sugeriram que a S. passalidarum ndo estd sob o controle da via classica de repressao por glicose.

5.3.3 Comparacio do teor de lipidios entre as linhagens selvagem e M17 de P.
laurentii UFV-1

Visto que o procedimento de mutagénese por irradiacdo ultravioleta pode levar a

alteracOes fenotipicas ndo necessariamente relacionadas a alteracdo alvo, foi avaliada a

producdo e o teor de lipidios da M17 em comparacao a linhagem selvagem. Os cultivos foram

realizados em meio SS2 com razdo carbono: nitrogénio (C/N = 100:1), pois o actimulo de

lipidios em leveduras oleaginosas € favorecido em condi¢des de limitacao de nitrogénio e pelo

excesso de carbono.

Apesar de ndo haver diferenca estatistica no que diz respeito a formacdo de biomassa e
rendimento de biomassa entre as linhagens selvagem e M17, a velocidade especifica de

crescimento no meio SS2 foi mais baixa na linhagem M17 do que na selvagem (Tabela 4).
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Tabela 4. Parametros de crescimento e de producdo de lipidios da linhagem selvagem e mutante
cultivadas em meio SS2 com alta razdo carbono: nitrogénio (C/N = 100:1). A concentracdo de

lipidios e o teor de lipidios foram quantificados no periodo de 48 h de cultivo.

T Biomassa Teor de lipidios*>  Lipidio> Rendimento

(h'h (g.Lh (%) (gL' de biomassa
(g.g")

2
Linhagem

P. laurentii UFV-1 0,227 £ 0,003 a | 5,085+ 0,317 40,72 + 3,01 2,14+ 0,15 | 0,23+ 0,02

M17 0,210 £ 0,002 5 | 4,603+ 1,394 38,59 + 0,86 1,77+ 0,51 | 0,30+ 0,04

* A velocidade especifica de crescimento foi determinada na fase exponencial.

'Os valores de pu diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

2 Os valores de biomassa, teor de lipidios, concentracdo de lipidio e rendimento de biomassa
ndo sdo significativamente diferentes de acordo com o teste F em nivel de 5 % de probabilidade.

Observou-se também que ndo houve diferencas significativas em relacdo ao teor e
concentracdo de lipidios entre as linhagens selvagem e M17. Portanto, observa-se que a

linhagem selecionada ndo apresentou diferenca em relagdo ao fenotipo oleaginoso.

5.34 Avaliacdo do efeito da temperatura sobre o crescimento das linhagens

selvagem e M17 de P. laurentii UFV-1

O fenétipo de termotolerancia de leveduras € desejavel em processos de sacarificacdo e
fermentacdo simultaneas empregados em biorrefinarias lignocelulésicas. Isto ocorre porque as
enzimas hidroliticas que atuam na sacarificagdo dos polimeros de biomassas lignocelulésicas
apresentam temperaturas Otimas em torno de 50 °C. P. laurentii ndo € uma levedura
termotolerante. Como mencionado anteriormente, as mutagOes geradas por irradiagdo
ultravioleta s@o aleatdrias e podem alterar diferentes fendtipos. No intuito de avaliar possiveis
mudancas em relacdo ao crescimento em temperaturas mais elevadas, as linhagens selvagem e
M17 foram cultivadas em meio dgar YNB acrescido de 111 mM de glicose ou 133 mM de

xilose. As temperaturas de 30 e 37 °C foram avaliadas.
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Figura 8- Avaliacao do crescimento de P. laurentii UFV-1 e a linhagem M17 sob diferentes
temperaturas: (A) cultivo em meio minimo, acrescido de 111 mM de glicose e (B) 133 mM
de xilose, a linhagem selvagem foi inoculada na parte superior das placas, seguida pela M17 na
parte inferior de cada placa.

O crescimento das linhagens € favorecido a 30 °C independente da fonte de carbono
avaliada. Observou-se também que a 37 °C o crescimento em glicose foi maior do que em xilose
(Figura 8). Portanto, a linhagem M17 selecionada neste trabalho ndo aparenta ter adquirido
fendtipo de termotolerancia apds o procedimento de mutagénese, uma vez que a 37°C o

crescimento foi prejudicado.
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6 CONCLUSOES

Apesar de P. laurentii UFV-1 apresentar afinidades similares por glicose e xilose, a
glicose € consumida primeiro do que a xilose em cultivos conduzidos em meios contendo os
dois agucares.

Linhagens mutantes capazes de crescer na presenca de 2DG e xilose foram selecionadas
neste estudo. A linhagem M17, selecionada em funcdo do maior crescimento na presenca de
2DG, apresenta o fendmeno de repressdo catabdlica induzido por glicose. Contudo, o mutante
M17 foi insensivel ao composto 2DG, isto €, a repressao catabdlica ndo foi induzida por este
composto. Estudos futuros devem ser realizados para sequenciar o genoma da linhagem M17
para identificar as alteragdes que conferiram uma resposta especifica ao andlogo 2DG.

A linhagem selvagem de P. laurentii UFV-1 foi capaz de secretar o andlogo 2DG no
meio de cultivo apds 24 horas de cultivo, o que a permitiu crescer em funcdo do consumo de
xilose.

O acimulo de lipidios e o crescimento nas temperaturas de 30 °C e 37 °C foram similares

entre as linhagens selvagem e M17.
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APENDICE

Controle

Concentragdes
de 2DG

Figura A1 — Analise do crescimento de P. laurentii UFV-1 em diferentes concentracoes de
2-DG. A levedura foi cultivada em meio sélido YNB contendo 133 mM de xilose e 2DG (1,2
a 1,8 mM) e incubada a 30 °C por 72 h.

Controle

4.3 mM 4.6 mM

Figura A2 - Determinacio da concentracdo minima inibitéria de 2DG em P. laurentii
UFV-1. A levedura foi cultivada em meio sélido YNB contendo 133 mM de xilose e 2DG (3,0
a 4,6 mM) e incubada a 30 °C por 72 h.
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Controle

Figura A3 — Irradiacao ultravioleta de P. laurentii UFV-1 a 13 cm de distancia nos tempos de 1 a 10 min. A levedura foi plaqueada em meio
s6lido YNB contendo 133 mM de xilose e irradiada por luz ultravioleta, seguida por incubagdo a 30 °C por 72 h.
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Figura A4 - Irradiacio ultravioleta de P. laurentii UFV-1 a 10 cm de distancia nos tempos
de 1 a 10 min A levedura foi plaqueada em meio s6lido YNB contendo 133 mM de xilose e
irradiada em diferentes tempos por luz ultravioleta, seguida por incubagao a 30 °C por 72 h.
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Controle

9:45 min

Figura AS — Irradiacdo ultravioleta em P. laurentii UFV-1 a 10 cm de distancia no
intervalo entre 9 a 10 min. A levedura foi plaqueada em meio sélido YNB contendo 133 mM
de xilose, irradiada em diferentes tempos e incubada a 30 °C por 72 h. O tempo de 9 min e 15
seg correspondeu a uma taxa de mortalidade de aproximadamente 99% da populacdo de células.
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Tabela Al. Determinacao da taxa de sobreviventes de P. laurentii UFV-1 ap6s irradiacao
ultravioleta em diferentes distancias e tempos de exposicao. A taxa de sobreviventes foi
determinada a partir da contagem das unidades formadoras de colonias.

Tempo Taxa de sobrevivéncia
celular (%)
(min)
13 cm 10 cm
1 82,35 246,15
2 76,47 184,62
3 88,24 115,38
4 111,76 84,62
5 42,35 73,08
6 21,18 46,16
7 85,71 36,15
8 78,57 20,77
9 62,86 3,77
9:15 - 0,72
9:30 - 0,23
9:45 - 0,02
10 0,01 0,20
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P. lawrentii

M3

YNB + Xilose

YNB + Xilose

Figura A6 — Determinacao dos isolados tolerantes a concentracio minima inibitéria de 2DG. Os 30 isolados foram plaqueados em meio
s6lido YNB contendo 133 mM de xilose e 4 mM de 2DG. Foram observadas formacao de colonias em 24 isolados apds incubagdo a 30 °C por 72
h. Os isolados M10, M18, M19, M22, M24 e M28 ndo cresceram nas condi¢des mencionadas.
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foram plaqueados em meio s6lido YNB contendo 133 mM de xilose e 4,3 mM de 2DG. Apds

incubagdo a 30 °C por 72 h, 14 isolados apresentaram crescimento. Nao foram observadas
formacdo de colOnias para os isolados M3, M7, M8, M11, M12, M13, M14, M21, M25 e M29.
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Figura A8 — Cultivo dos 14 possiveis mutantes em meio liquido contendo 2DG. Uma
coldnia isolada de cada um dos possiveis mutantes foi inoculada em meio YNB contendo 133
mM de xilose e 4 mM de 2DG a 30 °C e 200 rpm por até 5 dias ou turvacao do meio de cultivo.
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