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RESUMO

LANA, Marina Garofalo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2022.
Identificacdo e anilise de vias de repressao por glicose em Spathaspora passalidarum.
Orientador: Luciano Gomes Fietto.

A levedura Spathaspora passalidarum apresenta os melhores rendimentos em producdo de
etanol utilizando xilose como substrato, quando comparada a outras leveduras fermentadoras.
Entretanto, a presenca de glicose no meio impede o transporte e utilizacdo desta pentose,
aumentando o tempo de fermentacdo. Esse fendmeno de inibicao da utilizacao de outras fontes
de carbono € conhecido como repressdo por glicose, € em Saccharomyces cerevisiae, € 0
resultado da acdo de duas vias cldssicas de sinalizagdao: Snf3/Rgt2 e Snf1/Migl. O objetivo do
presente trabalho foi caracterizar tais vias em S. passalidarum e avaliar a influéncia destas no
controle de genes do metabolismo de xilose. Andlises in silico mostraram que S. passalidarum
possui a maioria dos componentes das vias classicas; no entanto, ha baixa conservagdo das
sequéncias em relacdo a S. cerevisiae. As andlises de cis-elementos das regides promotoras dos
genes de enzimas envolvidas no metabolismo de xilose revelaram a presenca de motivos de
ligacdo para trés fatores de transcri¢do pertencentes as vias cldssicas — Rgtl, Adrl e Migl.
Analises de expressao do gene XYL1.1 e do consumo de xilose na presenca de glicose e/ou do
andlogo 2-deoxi-glicose sugerem a ocorréncia de dois mecanismos de inibicao do metabolismo
de xilose em S. passalidarum: um a nivel do transporte e outro a nivel de repressao da expressao
génica. Em conjunto, nossos resultados apontam, em S. passalidarum, os elementos que
provavelmente inibem o metabolismo de xilose na presenca de glicose, o que serd
imprescindivel para os futuros trabalhos de melhoramento da capacidade fermentativa desta

levedura.

Palavras-chave: Expressao génica — Andlise. Fermentacdo. Spathaspora passalidarum



ABSTRACT

LANA, Marina Garofalo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2022.
Identification and analysis of glucose repressed pathways in Spathaspora passalidarum.
Adviser: Luciano Gomes Fietto.

The yeast Spathaspora passalidarum shows the best yields regarding etanol production
utilizing xylose as substrate, when compared to other fermenting yeasts. However, the presence
of glucose in the medium prevents the transport and utilization of this pentose, increasing the
time of fermentation. This phenomenon of inhibition of the utilization of other carbon sources
is known as glucose repression, and in Saccharomyces cerevisiae, is the result of the action of
two classic signaling pathways: Snf3/Rgt2 and Snf1/Migl. The aim of the present work was to
characterize these pathways in S. passalidarum and evaluate their influence in the control of
xylose metabolism genes. In silico analyses showed that S. passalidarum has most of the
components of the classic pathways; nevertheless, there is low sequence conservation in
comparison to S. cerevisiae. The analyses of cis-elements of promoting regions of the genes of
enzymes involved in the metabolism of xylose showed the presence of binding motifs for three
transcription factors belonging to the classic pathways — Rgtl, Adrl and Migl. The analysis
of the XYLI.1 gene expression and of xylose consumption in the presence of glucose and/or the
analogue 2-deoxyglucose suggest the occurrence of two inhibition mechanisms of xylose
metabolism in S. passalidarum: one at the level of transport and the other at the level of gene
expression. Together, our results point out, in S. passalidarum, the elements that probably
inhibit xylose metabolism in the presence of glucose, which will be essential for future

improvement of this yeast fermentative capacity

Keywords: Genetic expression — Analysis. Fermentation. Spathaspora passalidarum
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1. Revisao bibliografica
1.1. Bioetanol: aspectos economicos e ambientais

Combustiveis fosseis, além de serem recursos nao renovaveis, sio um dos maiores
contribuintes para a emissao de gases de efeito estufa, e seu uso € considerado a principal razao
para a crise energética mundial e deterioragdo do clima (CHEN et al., 2021). Apenas no ano de
2019, 33.621,5 toneladas métricas de carbono foram langadas a atmosfera (IEA, 2021). Em
2021, algumas metas foram estabelecidas pela COP26 a fim de mitigar os impactos das
mudancas climéticas; dentre elas encontram-se manter o aumento da temperatura global em
1,5°C em relacdo a niveis pré-industrais. Para que essa meta seja possivel, as emissdes de
carbono mundiais devem ser reduzidas, até 2030, em 45% em relacdo aos niveis de 2010

(ARORA; MISHRA, 2021).

Os biocombustiveis, especialmente o bioetanol, sdo substitutos promissores dos
combustiveis fOsseis para aliviar a crise climatica e energética (CHEN et al., 2021). Segundo
dados a IEA (International Energy Agency), a demanda mundial por biocombustiveis subiu
cerca de 33,3% apenas de 2020 para 2021. Juntos, Brasil e Estados Unidos contribuem com
84% de toda a produ¢do mundial de bioetanol, e no ano de 2019, a contribuicao brasileira para

essa porcentagem foi de 36 bilhdes de litros de etanol (EPE, 2021).

Em 2017, o Ministério de Minas e Energia lancou o programa RenovaBio, cujo objetivo
¢ atingir, em 2030, participacdo de 45% de energias renovaveis na matriz energética do pais.
Dentre as medidas propostas, estd o aumento da produgdo de etanol de primeira e segunda
geracdo, atingindo a marca de 52,5 bilhdes de litros produzidos a partir de 2023 (SOUSA et al.,
2019). O bioetanol é, portanto, ndo apenas crucial para o avanco da economia brasileira, mas

um importante recurso para o desenvolvimento de uma economia mundial sustentavel.
1.2. Etanol de primeira e segunda geracao

O etanol de primeira geracdo é produzido, atualmente, a partir da fermentacdo de
matérias-primas comestiveis hidrolisadas, como amido e agucares simples, provenientes da
cana de acucar (matéria-prima majoritaria no Brasil) ou milho (Estados Unidos) (SARRIS;
PAPANIKOLAQU, 2016). O etanol de segunda geracdo é produzido a partir de biomassa
lignocelul6sica, podendo ser proveniente de residuos agroindustriais, como bagaco de cana, ou
outras fontes de material vegetal bruto, como grama, palha e madeira (HOU, 2012; ROBAK;
BALCEREK, 2018).



Apesar dos beneficios ambientais, a producdo de bioetanol de primeira geracdo, bem
como de outros combustiveis, compete com a producdo de alimentos por dgua e terras vidveis,
além de contribuir para o esgotamento de recursos, como dgua, e degradacao do solo (ROBAK;
BALCEREK, 2018). A utilizacdo da biomassa lignoceluldsica possui diversas vantagens: as
fontes estdo geograficamente melhores distribuidas em relacido aos combustiveis fésseis, o que
aumentaria a seguranca e diversidade energética; os materiais lignocelul6sicos minimizam o
conflito entre o uso da terra para producao de alimentos e para produgao de biocombustivel; a
emissdo liquida de gases estufa é baixa, o que reduz impactos ambientais (HAHN-HAGERDAL
et al.,, 2006a; ROBAK; BALCEREK, 2018). No entanto, o aspecto mais significativo em
aprimorar a economia geral da producao de bioetanol € maximizar o rendimento de etanol por
unidade de biomassa: estima-se que o aproveitamento do bagaco e parte das palhas e pontas da
cana-de acucar eleve a producdo de dlcool em 30 a 40%, para uma mesma drea plantada
(HIMMEL et al., 1997; PACHECO, 2011).

As pentoses compreendem cerca de 25% dos agucares presentes na biomassa
lignoceluldsica, sendo a xilose a principal pentose presente nos hidrolisados (MARIANO et al.,
2013). A fermentacdo de D-xilose é um fator essencial no uso eficiente de material vegetal para
a producdo de biocombustivel (CADETE; ROSA, 2018). Atualmente, a levedura
Saccharomyces cerevisiae é utilizada no processo de fermentacdo para producdo de etanol; no
entanto, ndo pode ser utilizada para fermentacdo de biomassa sem modificacdes genéticas, uma
vez que ndo € capaz de fermentar xilose, devido a auséncia de transportadores especificos e
baixa expressdo de genes envolvidos no metabolismo desta pentose (KIM et al., 2013).

A espécie de levedura Spathaspora passalidarum, isolada do intestino do besouro
Phrenapates bennetti no Panama, foi descrita por Nguyen et al., 2006. Sp. passalidarum, até o
momento, ¢ o melhor microrganismo fermentador de D-xilose: apresenta altos rendimentos de
producdo de etanol e rdpido consumo de acucar em meios ricos em Xxilose em condi¢des
anaerdbias ou com limitacdo de oxigénio (CADETE; ROSA, 2018). Em um trabalho realizado
por Su et al (2014), o rendimento especifico de etanol encontrado a partir da fermentacdo de
xilose por S. passalidarum foi cerca de 0,48 gg+ - proximo ao méaximo teérico de 0,51 gg' -, e

a fermentacao de xilose rendeu maiores concentragdes de etanol que a fermentagdo de glicose.

1.3. Repressao e co-fermentacao

Quando hexoses facilmente fermentdveis como glicose e frutose sdo abundantes, seu

consumo € favorecido e as células ndo expressam a capacidade de transporte e utilizagdao de
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outras fontes de carbono disponiveis, como maltose, galactose e sacarose. Esse padrdo
hierarquico é estabelecido por uma rede regulatéria complexa de mecanismos que opera aos
niveis de expressdo génica e pés-traducional (HORAK, 2013). Tal incapacidade é denominada
repressdo por glicose, que impede a captacdo e/ou catabolismo de outros acticares quando a
glicose esta presente (RODKAR; FERGEMAN, 2014).

O parametro mais significativo em aprimorar a economia geral da producdo de bioetanol
¢ maximizar o rendimento de etanol por unidade de biomassa (HIMMEL et al., 1997). Para que
a producdo de etanol a partir de biomassa lignoceluldsica seja economicamente vidvel, é
necessirio que existam microrganismos capazes de metabolizar uma ampla variedade de
acucares em um mesmo meio (RODRUSSAMEE; SATTAYAWAT; YAMADA, 2018). Um
dos maiores desafios na fermentacdo de agucares individuais € a co-fermentacdo, ou seja, a
fermentagdo simultanea de glicose e outros agucares (KIM et al., 2013). O uso preferencial de
glicose em relacdo a outros actcares causa fermentacdo sequencial; isso aumenta o tempo
necessdrio a fermentacdo e diminui a produgdo de etanol, uma vez que este inibe o crescimento
e a viabilidade celular, sendo um dos principais fatores de estresse para leveduras durante o
processo (KIM et al., 2013).

Assim, faz-se necessdrio o entendimento dos processos biolégicos envolvidos na
sinalizacdo, captagdo e utilizagdo de diferentes nutrientes. Nesse contexto, duas vias, descritas
em S. cerevisiae, se destacam quanto a natureza do consumo preferencial e repressdo por
glicose: a via Snf3/Rgt2, que envolve a regulagdo da expressao de transportadores de glicose e,
consequentemente, sua captacdo, € a via Snfl/Migl, vinculada a utilizagdo de fontes
alternativas de carbono (STASYK; STASYK, 2019). Na presenga de glicose, a primeira
permite a expressdo de genes que codificam transportadores de glicose; a segunda via reprime
genes envolvidos com metabolismo de outras fontes de carbono, como a galactose (RODKAR;

FARGEMAN, 2014).

1.4. Via Snf3/Rgt2

1.4.1. Snf3p/Rgt2p

A via Snf3/Rgt2 (figura 1) representa uma cascata sensorial para deteccao de niveis
extracelulares de glicose e regulacao da expressdo de transportadores de glicose, codificados
pelos genes HXT (STASYK; STASYK, 2019b). Ambas as proteinas sdo pardlogas e possuem
alta similaridade de sequéncia com transportadores de glicose; no entanto, no decorrer da

evolugdo, perderam a capacidade de transportar qualquer substrato, tornando-se sensores de
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membrana especializados em detectar niveis de glicose extracelular (CONRAD et al., 2014;
HORAK, 2013; STASYK; STASYK, 2019). Snf3p detecta baixos niveis de glicose, e é
necessdria para expressao de genes HXT codificantes de transportadores de afinidade alta e
moderada, como Hxt7; Rgt2p detecta altos niveis do agiicar no ambiente extracelular, sendo
requerida para expressdo de genes HXT codificantes de transportadores de baixa afinidade,

como Hxtlp (HORAK, 2013; RODKAR; FERGEMAN, 2014; STASYK; STASYK, 2019).

1.4.2. Rgtlp

Rgtlp € uma proteina localizada no nicleo que possui um dominio de ligagdo ao DNA
do tipo “dedo de zinco” em sua por¢do N-terminal, ligando-se as sequéncia-consenso 5’-
CGGANNA-3’ presente em promotores da maioria dos genes HXT (HORAK, 2013). Funciona
principalmente como repressor de genes HXT na auséncia de glicose, e o faz recrutando o
complexo repressor geral Ssn6p-Tuplp e os fatores de transcri¢ao responsivo a glicose Mthlp
e Std1p (KIM et al., 2013). Na presenca de glicose, € hiperfosforilada pela subunidade o da
proteina cinase A (PKA), dissociando-se do DNA (KIM et al., 2013; STASYK; STASYK,
2019).

1.4.3. Mthlp e Stdlp

Mthlp e Std1lp sdo proteinas paralogas residentes no nucleo na auséncia de glicose,
interagindo com Rgt1p e mascarando os sitios de hiperfosforilagio (RODKAER; FERGEMAN,
2014) Mth1p estabiliza a ligacdo de Rgtlp com o complexo repressor Ssn6p-Tuplp; uma vez
que Mthlp € degradada, a ligacdo Ssn6p-Tuplp-Rgtlp é prontamente desfeita (ROY et al.,
2013). Stdlp parece ndo regular a atividade de ligacdo ao DNA de Rgtlp (SABINA;
JOHNSTON, 2009).

1.4.4. Mecanismo de sinalizacdo

A presenca de glicose extracelular causa mudanca conformacional nos receptores,
convertendo-os da forma inativa para a ativa. O sinal € transmitido de Snf3p/Rgt2p para
caseina-cinases do tipo I associadas a membrana, Ycklp e Yck2p (CONRAD et al., 2014;
HORAK, 2013; KIM et al., 2013; RODKAR; FERGEMAN, 2014; STASYK; STASYK,
2019) Embora acredite-se que essas proteinas ajam downstream ao sinal gerado pelos
receptores de glicose, em um trabalho realizado por Snowdon e Johnston (2016) foi constatado
que, em mutantes RGT2SNF 3, a superexpressdo de YCK2 ndo induz a expressao de HXT1 nem

restaura a degradacdo de Mthlp, sugerindo que Ycks podem funcionar upstream aos sensores
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de glicose. Além disso, a sinalizagdo em um mutante YCK pode ser reprimida pela
superexpressao do sensor Rgt2p (STASYK; STASYK, 2019). Mthlp e Std1p sdo recrutadas a
membrana plasmatica pelos sensores de glicose, fosforiladas pelas caseina-cinases Yck1/2p e
posteriormente ubiquitinadas pelo complexo SCFe, seguindo para degradacdo pelo

proteassoma 26S (HORAK, 2013). O processo geral estd ilustrado na figura 1.

Sem glicose Glicose

" @
R 0L et ASLL AN -..\.'
i W b
f

Proteassoma

Figura 1. Via Snf3/Rgt2. A glicose extracelular é detectada pelos sensores de membrana Snf3p/Rgt2p (a direita),
que ativam as caseina-cinases Yckl/2p, levando a fosforilacdo dos fatores de transcricio Mthlp/Stdlp. A
fosforilacdo é reconhecida pelo complexo ubiquitina ligase SCFe, e tais proteinas sdo marcadas para degradagao.
Na auséncia de glicose (a esquerda), Mth1p/Std1p ndo sdo degradadas, permanecendo no niucleo e ligando-se a
Rgtlp, participando assim do complexo de repressdo dos genes HXT. Com os sitios de hiperfosforilacdo por PKA
mascarados por Mth1p/Std1p, Rgtlp é monofosforilada por Snflp, o que permite a sua ligacdo ao DNA. A seta
verde indica ativagfo, a caixa e linha vermelhas indica inibi¢@o e as setas pretas indicam eventos de realocacio.
Adaptado de Rgdker e Fergeman, 2014.

No entanto, ha controvérsias sobre o local de degradacdo de Mthlp. Em um estudo
realizado por Pasula et al. (2010), foram encontradas evidéncias de que a degradagdo de Mthlp
ocorreria no nuicleo e nao exigiria interacao direta dos sensores com Yck1/2p.

A dissociacao de Mth1p e Std1p expde os sitios de fosforilacao, alvos da proteina-cinase
A dependente de AMP (PKA); a hiperfosforilagao leva a dissocia¢do de Rgt1p dos promotores
dos genes HXT, permitindo sua expressao (KIM et al., 2013; RODKAR; FERGEMAN, 2014).

Na auséncia de glicose, Rgtlp € fosforilada por uma cinase ativada por AMP (AMPK)
denominada Snflp; tal fosforilacdo permite a ligacdo ao DNA, o que acarreta repressao de
genes HXT (PALOMINO; HERRERO; MORENO, 2006). Mthlp e Std1p ndo sdo recrutadas a

membrana plasmdtica e degradadas, permanecendo no nucleo e participando do complexo de
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repressdo aos genes (CONRAD et al., 2014). Como explicitado mais adiante, a AMPK Snflp

¢ um componente chave para a via Snfl/Migl.

1.5. Via Snf1/Migl
1.5.1. Snflp

Snflp é uma proteina serina/treonina cinase heterotrimérica altamente conservada em
todos os eucariotos, necessdria para homeostase energética em mamiferos, plantas e fungos; faz
parte da familia das proteina-cinases AMPK, centrais na detec¢cdo e resposta a condicdes em
que reservas energéticas sdo escassas, promovendo geracdo e preservacdo de energia
(CONRAD et al., 2014; HORAK, 2013). E composta por uma subunidade catalitica o (Snflp),
uma subunidade y (Snf4p) e subunidade regulatéria B (Gal83p, Siplp ou Sip2p), sendo essa
ultima responsdvel pela localizagdo subcelular na auséncia de glicose - Siplp € realocada a
membrana vacuolar, Gal 83p é realocada ao nucleo e Sip2p permanece citoplasmadtica
(COCCETTI; NICASTRO; TRIPODI, 2018). Além de estar envolvida na resposta conhecida
como repressdo por glicose, Snflp estd envolvida em processo como gliconeogénese,
respiracdo, autofagia, ciclo do glioxalato, biogénese de peroxissomos, homeostase de acetil-
CoA, acetilac@o de histonas, inibi¢do de sintese de dcidos graxos e proteinas € na propria via

Snf2/Rgt2 explicitada acima (CONRAD et al., 2014; HORAK, 2013).

1.5.2. Miglp

Miglp ¢ uma proteina de ligagdo ao DNA do tipo “dedo de zinco”, e € o principal
componente envolvido na repressdo de genes induzida por glicose, incluindo GALS3, SUC2,
MALG62,LAC4e LACI2 (ALIPOURFARD etal., 2019; NURCHOLIS et al., 2019). Na auséncia
de glicose, Miglp € fosforilada em Ser311 por Snflp, dissociando-se do DNA e sendo
translocada para o citoplasma. Na presenca de glicose, Miglp € desfosforilada pela fosfatase
Glc7-Reglp e se localiza no nicleo, onde se liga aos promotores, recrutando o complexo de
repressao Tuplp-Cyc8p (AHUATZI et al., 2004; PAPAMICHOS-CHRONAKIS; GLIGORIS;
TZAMARIAS, 2004).

1.5.3. Hexocinase 2

Hexocinase 2 (Hxk2p) é uma proteina bifuncional, e localiza-se no nicleo e no
citoplasma. No ntcleo, na presenga de glicose, age como um repressor transcricional de genes

reprimidos por glicose em um complexo com Miglp e outras proteinas (NURCHOLIS et al.,
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2019). No citoplasma, faz parte da via glicolitica, catalisando a conversao ATP-dependente de
hexoses para hexoses-6-fosfato (CHO et al., 2006). Na auséncia de glicose, Hxk2p € fosforilada
no residuo serina 14 pela Snflp, e posteriormente exportada do nicleo; quando os niveis de
glicose aumentam, a proteina é desfosforilada pela fosfatase Glc7-Reglp, retornando ao nticleo

(FERNANDEZ-GARCIA et al., 2012).

1.5.4. Adrl

Em Saccharomyces cerevisiae, Adrlp € um ativador transcricional necessério para a
expressao de genes envolvidos na conversdao de substratos C, em acetil-CoA, como o ADH?2,
que codifica a enzima dlcool desidrogenase (CHIANG et al., 1996; SCHULLER, 2003). Adrlp
contém dois dedos de zinco adjacentes a regido amino-terminal, ambas essenciais para a ligacao

ao DNA (CHENG et al., 1994).

1.5.5. Mecanismo de sinalizacdo

A via Snfl1/Migl, também conhecida como Migl/Hxk2, € a principal via responsdvel
pela resposta conhecida como repressdo por glicose, na qual hd inibicdo de genes relacionados
tanto a utilizacdo de fontes alternativas de carbono como gliconeogénese e atividade
mitocondrial (RODKAR; FARGEMAN, 2014; STASYK; STASYK, 2019).

Na presenca de glicose, Miglp encontra-se no ntcleo, associada ao complexo de
repressao Tuplp-Cyc8p e a Hxk2p, que mascara o sitio de fosforilacio Ser311 de Miglp,
evitando sua exportacdo do nicleo RODKAR; FERGEMAN, 2014). Hxk2p, ainda, interage e
regula negativamente o complexo mediador Med8p, uma subunidade da RNA polimerase 11
que possui efeito repressor no gene HXK?2 e ativador no gene SUC2, um dos genes reprimidos
na presenca de glicose (CHAVES et al., 1999; DE LA CERA et al., 2002). O processo geral
estd ilustrado na figura 2.

Na auséncia de glicose, Snflp € ativada pela fosforilagdo de Thr210 realizada por trés
cinases de fungdo reduntante- Paklp, Elmlp e Tos3p; acredita-se que o sinal esteja
correlacionado com uma alta razdio AMP/ATP(HONG et al., 2003; WILSON; HAWLEY;
GRAHAME, 1996). Snflp, entdo, fosforila Hxk2p em Ser14 e Miglp em Ser311, causando a
dissociacdo do complexo de repressdo Tup1p-Cyc8p e exportagdo do nicleo de Hxk2p e Miglp,
consequentemente permitindo a expressdo dos genes reprimidos (FERNANDEZ-GARCIA et
al., 2012; PAPAMICHOS-CHRONAKIS; GLIGORIS; TZAMARIAS, 2004; RODKZAR;
FARGEMAN, 2014).
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Figura 2. Via Snf1/Migl. Na auséncia de glicose (a esquerda), Snf1 é fosforilada em Thr210, subsequentemente
fosforilando Hxk2 em Ser14 e Migl em Ser311, acarretando dissociacdo do complexo repressor Tup1-Cyc8. Hxk2
e Migl fosforiladas sdo exportadas do nicleo, e ha a expressdo dos genes anteriormente reprimidos. Na presenca
de glicose (a direita), Snfl, Hxk2 e Mig1 sdo desfosforiladas pela fosfatase Glc7-Regl, e as duas tdltimas retornam
ao nucleo, onde restituem sua atividade repressora. A seta verde indica ativag@o, a caixa e linha vermelhas indicam
inibigdo, a seta cinza indica reagdo metabdlica e as setas pretas indicam eventos de realocacdo. Adaptado de
Rgdker e Fergeman, 2014.

Quando ha aumento dos niveis de glicose, a fosfatase Glc7-Reglp desfosforila Snflp,
Hxk2p e Miglp, e as duas ultimas retornam ao nucleo, onde restituem sua atividade repressora
(AHUATZI et al., 2004; FERNANDEZ-GARCIA et al., 2012; RODKZAR; F/ERGEMAN,
2014).

1.6. Intersecéo das vias Snf3/Rgt2 e Snfl/Migl

Para que as respostas as variacdes na concentracdo extracelular de glicose sejam
eficientes e rapidas, as células de levedura integram e coordenam as vias de sinalizagdo em uma
rede regulatéria complexa de mecanismos que opera aos niveis de expressdao génica e pos-
traducional (HORAK, 2013; STASYK; STASYK, 2019).

Em altas concentracdes de glicose, os genes MTH1 - codificante do repressor de genes
HXT -, SNF3 - codificante do sensor que induz a expressao de transportadores de alta afinidade
-, HXT2 e HXT4 - codificantes de transportadores de hexoses - sdo reprimidos pelos fatores de

transcricdo Miglp e Mig2p, um pardlogo de Miglp que ndo é regulado por Snflp (KANIAK et
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al.,, 2004; WESTHOLM et al., 2008). Mig2p € controlado transcricionalmente pela via
Snf3/Rgt2, e € um repressor transcricional de Miglp (KANIAK et al., 2004).

A presenga de glicose estimula a degradag¢do de Std1p, ao mesmo tempo que induz a
expressdo do gene STD1, de forma a permitir um rapido reestabelecimento da repressdo quando
a glicose estiver esgotada (KANIAK et al., 2004; KIM et al., 2013). Além disso, a atividade de
Snflp € aumentada por Std1p (KUCHIN et al., 2002).

Pode-se citar, ainda, que Glc7-Reglp, a fosfatase que desfosforila Snflp e,
consequentemente, desativa a via Snfl/Migl, é uma ativadora upstream das caseina-cinases
Yck1/2p, agindo indiretamente nos repressores Mthlp e Stdlp (GADURA; ROBINSON;
MICHELS, 2006).

Hxk2p € a isoenzima hexocinase mais ativa no citoplasma durante o crescimento da
célula em glicose, a0 mesmo tempo interagindo com componentes repressores de muitos genes
no nucleo (BUSTI et al., 2010). Além disso, como ja citado anteriormente, Hxk2p inibe Meds8,
uma subunidade da RNA polimerase II que reprime o gene HXK?2 e ativa o gene SUC2, um dos

genes reprimidos na presenca de glicose (CHAVES et al., 1999; DE LA CERA et al., 2002).

1.7. Aspectos da regulacao génica

A transcri¢do génica é um dos muitos mecanismos essenciais que as células usam para
regular as funcdes celulares e responder a mudancas ambientais para sustentar a vida
(HEBDON et al., 2021). Os mecanismos de regulacio da transcri¢do génica envolvem, em seu
cerne, fatores de transcri¢do e regides regulatdrias nao codificantes, normalmente upstream ao
codon de iniciagdo. Adrlp, Miglp, Cyc8p, Tuplp, Hxk2p, Rgtlp e Mth1/Std1p sdo fatores de
transcricdo das vias supracitadas, sendo a ponte o sinal entre o ambiente extracelular e
modulacdo da expressdao (CHIANG et al., 1996; HORAK, 2013; NURCHOLIS et al., 2019;
RODKZAR; FEARGEMAN, 2014)

Essas regides regulatdrias nao codificantes possuem motivos de ligacao para os fatores
de transcri¢do, ou cis-elementos, e contribuem para a montagem dos complexos que governam

a transcricao do gene (RAIJMAN; SHAMIR; TANAY, 2008; WITTKOPP; KALAY, 2012)

O fato de que diferencas nos padroes de expressdo génica podem explicar diferentes
fenétipos e respostas celulares torna o estudo dos cis-elementos crucial para o entendimento da
variabilidade dos seres vivos. E de fato, considera-se que mutacdes em cis-elementos — € nao
em sequéncias proteicas - s3o a causa mais importante de divergéncia fenotipica (WITTKOPP;

KALAY, 2012).
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1.8. Transporte e utilizacdo de D-glicose e D-xilose

Diversos trabalhos sugerem que o metabolismo de xilose da levedura S. passalidarum
seja regulado pela repressdo por glicose (DU et al., 2019; HOU, 2012b; LONG et al., 2012).
Recentemente, Ribeiro et al (2021) analisaram a co-fermentacdo de xilose e glicose e produgdo
de etanol, bem como a expressao de quatro genes relacionados ao metabolismo de xilose - xilose
redutase 1/2 (XYLI.1, XYL1.2), xilitol desidrogenase (XYL2.1) e xilulose cinase (XKSI) - em
meios de cultura distintos. Adicionalmente, foi demonstradoo perfil de crescimento de S.
passalidarum em meio contendo 2-deoxiglicose.

No ensaio de co-fermentacdo, observou-se que o consumo de xilose iniciou apenas
quando houve o esgotamento de glicose no meio, cerca de 12h apds o in6culo. Além disso,
verificou-se que, no meio contendo ambos os agucares, quando ainda ha glicose no meio, trés
dos quatro genes analisados - XYLI.I, XYLI1.2 e XKSI - encontram-se down regulados em
relacdo a andlise realizada no meio contendo apenas xilose. J4 quando a glicose se esgota e
inicia-se o consumo de xilose, notou-se que trés dos quatro genes - XYLI1.1, XYL1.2 e XYL2.1 -
tém niveis de expressao similares aqueles observados em meio contendo apenas xilose. Esses
resultados mostram que a glicose de alguma maneira interfere na expressdo de genes
relacionados ao metabolismo de xilose, 0 que estd em consonancia com a repressiao de genes
relacionados a utilizacdo de fontes alternativas de carbono quando hd glicose disponivel
discutida anteriormente (RIBEIRO et al., 2021).

Além do fenomeno de regulag@o génica apresentado acima, a manuten¢do dos niveis de
xilose no meio de cultura contendo glicose e xilose pode ser explicada pela captacdo
preferencial de glicose, o que pode ser ocasionado devido a maior afinidade dos transportadores
de agucares por hexoses. Um outro mecanismo que leva ao consumo preferencial de glicose €
a competicio desta e de xilose pelo mesmo transportador de acticar (HORAK, 2013). Esses
ultimos possuem maior afinidade por hexoses em relacdo a pentoses, o que implica em inibi¢ao
competitiva (SUBTIL; BOLES, 2012). No entanto, na levedura S.passalidarum esse fendbmeno
precisa ser melhor investigado, uma vez que seu sistema de transporte de actcares ndo €
caracterizado.

Para maiores esclarecimentos, Ribeiro et al (2021) estudaram o efeito da adi¢ao de 2-
deoxiglicose (2DG) no crescimento de Spathaspora passalidarum, com concentracdes de 2DG
variando de 0.01% a 0.5%. Para controle positivo, utilizou-se a levedura Kluyveromyces
marxianus, para a qual a repressdo por glicose no metabolismo de xilose ja foi demonstrada

(SUPRAYOGTI et al., 2015).



18

A 2DG € um andlogo sintético da glicose no qual o grupo -OH de C2 ¢ substituido por
um hidrogénio. A molécula € captada pela célula através dos transportadores de hexoses,
fosforilada em C6 pela hexocinase formando 2-deoxi-D-glicose-6-fosfato mas, pela falta do
grupamento hidroxila em C2, ndo sofre isomerizacdo a frutose-6-fosfato, de forma que se
acumula no citoplasma e a via glicolitica € impedida de prosseguir (PAJAK et al., 2020). Assim,
leveduras que possuem repressdo por glicose ndo sdo capazes de crescer em meio contendo
2DG e outra fonte de carbono, uma vez que a 2DG ativa a via de repressdo por glicose,
impedindo a utilizag¢do da dltima (SUPRAYOGI et al., 2015).

No trabalho de Suprayogi et al, verificou-se que a 2DG ndo foi letal para S.
passalidarum e ndo inibiu seu crescimento em nenhuma concentracdo. Ao contrdrio, a levedura
K. marxianus, em meio contendo glicose, tem seu crescimento inibido a partir de 0,05% de
2DG, e em meio contendo xilose, a partir da primeira adi¢do de 2DG, 0,01%. Os resultados
obtidos para K. marxianus seriam os esperados para uma levedura que apresentasse perfil de
repressdo cldssica por glicose; os resultados observados para S. passalidarum, portanto,
sugerem que essa levedura ndo possui um perfil cldssico de repressdo, apesar de possuir
consumo preferencial de glicose e genes do metabolismo de xilose down regulados na presenca
de glicose, como demonstrado anteriormente.

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo principal investigar se a levedura
S. passalidarum possui os componentes da sinalizacdo molecular de glicose, a fim de

caracteriza-lo nesta levedura.

2. Objetivos
2.1. Objetivo geral

Identificar e analisar vias de repressdo por glicose e sua influéncia no gene da xilose redutase

XYLI.1 de Spathaspora passalidarum.

2.2. Objetivos especificos
2.2.1. Reconstruir in silico as vias classicas de repressdo por glicose em Spathaspora

passalidarum.

2.2.2. Identificar cis-elementos referentes aos fatores de transcricdo das vias Snf3/Rgt2 e

Mig1/Snfl nos promotores de genes relacionados ao metabolismo de xilose.

2.2.3. Avaliar a regulagdo da transcricdo do gene XYLI.I de S. passalidarum através da

clonagem do seu promotor em vetor contendo o gene reporter que codifica a -galactosidase e
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transforma¢do em mutantes de Saccharomyces cerevisiae. da via cldssica de repressao por

glicose.

2.2.4. Avaliar a influéncia da 2-deoxiglicose na expressao do gene que codifica a enzima xilose

redutase de S. passalidarum NRRLY 27907.

3. Metodologia
3.1. Reconstrucao das vias classicas in silico

3.1.1. Recuperacdo das sequéncias referéncias de Saccharomyces cerevisiae

As proteinas componentes das vias Snfl/Migl e Rgt2/Snf3 em Saccharomyces
cerevisiae, descritas em Rgdker e Fergeman (2014), tiveram suas sequéncias proteicas
recuperadas do Saccharomyces Genome Database (https://www.yeastgenome.org/). Estas
foram utilizadas como referéncia para busca de homoélogos em bancos de dados através da

ferramenta tBlastn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
3.1.2. Busca por sequéncias homologas

Nesta etapa, a sequéncia proteica de S. cerevisiae recuperada na plataforma SGD foi
utilizada como protétipo para a busca de sequéncias similares no genoma de Spathaspora
passalidarum (taxid: 340170) utilizando-se a ferramenta tBlastn (pardmetros default). Essa
etapa teve de ser realizada devido a falta de dados de transcritos e proteinas de S. passalidarum,
de forma que a busca de uma correspondéncia direta entre proteinas acarretaria muitos erros.
As sequéncias preditas encontradas no banco de dados que possuiam identidade acima de 30%,
cobertura acima de 70% e E-value abaixo de 107, foram consideradas sequéncias homélogas
putativas as sequéncias de referéncia de S. cerevisiae.

Para sequéncias cujos resultados foram mRNA parcial, a janela de busca foi expandida
manualmente, na propria plataforma, em cerca de 1000 nucleotideos a montante e a jusante. J&
para sequéncias que ndo foram encontradas pela busca no tBlastn, foi realizada uma busca
adicional através da ferramenta blastp. Nesse caso, utilizou-se a sequéncia proteica recuperada
na plataforma SGD para realizar uma busca pelo arquivo de proteoma de S. passalidarum
NRRLY 27907, disponibilizado na plataforma NCBI.

Posteriormente, realizou-se a traducdo e comparacdo de parametros proteicos da(s)

sequéncia(s) correspondente(s).

3.1.3. Tradugdo da sequéncia e verificacdo de pardmetros
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A sequéncia de nucleotideos de S. passalidarum obtida na etapa anterior foi traduzida
em sua sequéncia de aminodcidos pela ferramenta Translate na plataforma ExPASy,
pardmetros default (https://www.expasy.org/); selecionou-se a sequéncia que apresentou a
maior ORF (Open Reading Frame).

Pressupde-se que, em proteinas homoélogas, caracteristicas como tamanho, peso
molecular e ponto isoelétrico sejam relativamente conservados. Para verificar isso, analisou-se
a sequéncia traduzida na ferramenta Protparam (parametros default), na mesma plataforma,
que fornece informagdes que podem ser comparadas as da proteina de referéncia de S.
cerevisiae.

Uma vez estimados os parametros, a sequéncia seguiu para anélise de dominios.
3.1.4. Anadlises de dominios

Realizou-se predicdo de dominios proteicos na plataforma Pfam (parametros default),

para verificar se ha conservagdo de funcdo pela proteina de S. passalidarum.
3.1.5. Avaliacdo da identidade global

A identidade global entre a sequéncia de referéncia de Saccharomyces cerevisiae € a
sequéncia obtida de Spathaspora passalidarum foi determinada utilizando-se a plataforma de

alinhamento global ClustalW (parametros defautl).
3.1.6. Reconstrugao das vias

A reconstrucao das vias foi realizada adaptando-se as figuras de Rgdkar e Fergeman
(2014) das vias Snfl/Migl e Rgt2/Snf3 em Saccharomyces cerevisiae. Para proteinas muito
similares em sequéncia, atribuiu-se a cor verde; para proteinas que possuiam dominios faltando
ou baixa identidade, atribuiu-se a cor laranja; para proteinas sem similaridade encontrada,

atribuiu-se a cor vermelha.

3.2. Busca por cis-elementos de fatores de transcricao das vias classicas nos promotores
dos genes do metabolismo de xilose

Os motivos de ligacdo dos fatores de transcricdo presentes das vias cldssicas foram
buscados nas sequéncias upstream dos genes relacionados ao metabolismo de xilose - xilose
redutase 1/2 (XYLI.1, XYL1.2), xilitol desidrogenase (XYL2.1) e xilulose cinase (XKS/) - de S.

passalidarum. Através das sequéncias génicas depositadas no NCBI, recuperou-se a sequéncia
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dos promotores selecionando 1000 nucleotideos upstream ao cédon de iniciacdo (ATG) de cada
gene. Tais  sequéncias  seguiram para andlise na  plataforma  Yeastract

(http://www.yeastract.com/) pela ferramenta “Find TF Binding Sites) para predi¢ao dos cis-

elementos correspondentes a esses trés fatores de transcri¢ao.

3.3. Ensaios de fermentacao e co-fermentacao de xilose, xilose e 2-deoxiglicose (2DG)

e xilose e glicose

Para os ensaios de co-fermentagcdo, células de S. passalidarum NRRLY 27907,
provenientes de trés colonias distintas, foram inoculadas overnight em trés frascos Erlenmeyer
de 125 ml contendo 20 mL de meio YPD (1% m/v de extrato de levedura, 2% m/v de peptona
e 2% m/v de glicose), a 30°C sob agitacao de 150 rpm. A partir do pré-indculo, a D.O6oonm) foi
ajustada (~1,0) em seis frascos Erlenmeyer de 25ml com 5 mL de meio de cultura — trés
contendo YP + xilose (2% m/v), trés contendo YP + xilose (2% m/v) + 2DG (0,5% m/v) e trés
contendo YP + xilose (2% m/v) + glicose (0,5% m/v). Os frascos foram mantidos a 30°C sob
agitacdo de 150 rpm por 8 horas, com aliquotas retiradas nos tempos 0 e 8 horas para a
fermentacdo de xilose e a co-fermentacdo de xilose e 2DG e nos tempos de 0, 2 e 8 horas para
a co-fermentacgdo de xilose e glicose. Tais amostras foram destinadas a medi¢dao da D.Os00nm),

andlise em HPLC e extracdo de RNA.

34. Anadlise da expressao génica

A analise transcricional do gene XYLI.1 foi realizada por RT-qPCR. As aliquotas retiradas
nos ensaios de co-fermentacdo foram tratadas com enzima liticase de Arthrobacter luteus
(Sigma) por 1h a 30°C a 60 rpm. Posteriormente, a extracdo de RNA total foi realizada com
reagente Trizol seguindo as recomendacOes do fabricante e tratado com DNAse 1 (Sigma). O
DNA complementar (cDNA) foi sintetizado utilizando-se o Platus Transcriber RNase H- cDNA
First Strand Kit (Sinapse Inc), com a seguinte programacao: 42°C por 60 min e 70°C por 5 min.
As reacdes de qPCR foram realizadas usando o StepOne™ Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) € o SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), de acordo com as
instrugdes do fabricante e sob as seguintes condi¢des de amplificagcdo: 95 °C por 10 min, 40
ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 min. A especificidade das amplifica¢cdes foi
analisada a partir da determinacdo da curva de dissociacdo (melting). Construiu-se uma curva
padrao relacionando o Ct médio da duplicata técnica com o logio da concentrag@o de diluigdes

seriadas do cDNA da amostra controle. As concentragdes utilizadas foram 50, 25, 12,5, 6,25,
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3,12,1,56 € 0,78 ng/uL. Utilizou-se o coeficiente angular da regressao linear obtida (slope) para
calcular a eficiéncia de amplifica¢do de cada gene de acordo com a seguinte equacgdo: E = (10-
1/slope — 1). Utilizou-se concentracdo final 1 uM para os primers, e 20ng de cDNA para a
montagem de todas as placas.

Empregou-se o método de quantifica¢do absoluta por curva-padrdo para analisar os niveis
de expressdao de mRNA. Inicialmente, fez-se a média dos valores de Ct das duplicatas técnicas;
em seguida, substitui-se tais valores nas respectivas equagdes de regressao linear obtidas para
cada gene. A normalizacdo das quantifica¢des obtidas para cada gene deu-se pela divisdo dessas
pela quantificagdo do enddégeno (ACTI) em cada réplica biologica. O resultado final das
andlises corresponde a média dos valores obtidos da divisdo pelo endégeno. As andlises
estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 5, utilizando teste T bicaudal nao
pareado para a comparacdo dos niveis de expressdo do gene em meio contendo apenas xilose e

em meio contendo xilose e 2-deoxiglicose.

3.5. Clonagem do promotor da xilose redutase (XYL 1.1.) de S. passalidarum no

sistema pLacZi

Através das sequéncias génicas depositadas no NCBI, recuperou-se a sequéncia do
promotor de XYL .1 selecionando-se 1000 nucleotideos upstream ao cédon de iniciagao (ATG)
do gene, da posicao -1 a -1000. A sequéncia obtida fo1 utilizada para desenho de primers, sendo
a especificidade de alinhamento destes verificada na plataforma online Primer-BLAST

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). ~As enzimas de restricdo possiveis de

serem utilizadas foram determinadas através da plataforma online Nebcutter

(http://nc2.neb.com/NEBcutter2/), submetendo a selecdo de “0O cutters”. Foram escolhidas as

enzimas de restricdo HindIIl e Xhol. Posteriormente, adicionou-se os sitios de restricao das
enzimas escolhidas com o auxilio da ferramenta Promega Restriction Enzyme Tool

(https://www.promega.com.br/resources/tools/retool/).

As bases extras foram determinadas através da ferramenta Cleavage Close to the End of

DNA Fragments (https://international.neb.com/tools-and-resources/usage-

guidelines/cleavage-close-to-the-end-of-dna-fragments).

Tabela 1. Oligonucleotideos especificos para a regiao promotora do gene de XYL 1.1 de

S. passalidarum

Primer foward 5°-3° Primer reverse 5°-3°



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
http://nc2.neb.com/NEBcutter2/
https://www.promega.com.br/resources/tools/retool/
https://international.neb.com/tools-and-resources/usage-guidelines/cleavage-close-to-the-end-of-dna-fragments
https://international.neb.com/tools-and-resources/usage-guidelines/cleavage-close-to-the-end-of-dna-fragments
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TTAAAGCTTATCGGAACGGCGAAATTGATAC GAGACTCGAGGAAAGAGAATTGAAAAAAATTG

Os nucleotideos em negrito indicam os sitios de restricdo para as enzimas de restricdo HindIIl e Xhol,

respectivamente.

A regido promotora foi amplificada a partir do DNA de S. passalidarum com o seguinte
ciclo de temperatura: 95°C por 45s, 52,5°C por 45s e 72°C por 2min. Posteriormente, utilizou-
se o amplicon para clonagem no sistema pGEM®-T Easy Vector (Promega) segundo as
recomendacdes do fabricante, que foi propagado em E. coli DH5a. Para confirmacdo da
clonagem, realizou-se dupla digestdao com as enzimas HindIIl (Promega) e Xhol (Thermo
Fisher) a 37°C por 1 hora, utilizando-se 1ug de vetor. Os resultados foram avaliados em gel de

agarose 1% com 1kb ladder (Sinapse) como referéncia.

4. Resultados

4.3.  Spathaspora passalidarum possui as vias classicas de sinalizacao por glicose

Snf3/Rgt2 e Migl1/Snfl

As vias cléssicas de resposta a glicose Snf3/Rgt2 e Mig1/Snf1 foram reconstruidas in silico
para S. passalidarum com base em sequéncias proteicas de Saccharomyces cerevisiae
disponiveis no bando de dados SGD (https://www.yeastgenome.org/). A tabela 2 apresenta
informacdes sobre as sequéncias de referéncia de S. cerevisiae e sobre os alvos encontrados em

S. passalidarum — tamanho da proteina, dominios e identidade global.

A figura 3 mostra a reconstru¢do das vias em S. passalidarum, com a cor dos
componentes representando o nivel de similaridade em relacdo as sequéncias de referéncia de
S. cerevisiae. Sequéncias que possuiam identidade acima de 30%, cobertura acima de 70% e e-
value abaixo de 10 foram consideradas homdlogas, e tiveram a cor verde atribuida a elas; as
sequéncias que ndo preencheram todos esses requisitos, mas que conservaram semelhancas,
atribuiu-se a cor amarela. Sequéncias para as quais nao foram encontradas similaridades

encontram-se em vermelho.

A partir da tabela 1 e da figura 3 € possivel perceber que ambas as vias mapeadas
possuem componentes em S. passalidarum. As enzimas Hexocinase (Hxk2) — converte hexoses
em hexoses-6-fosfato — Glc7 — fosfatase responsavel por desfosforilar Mig1 —e Snf1 — proteina-
cinase com multiplas fun¢des — tiveram as sequéncias mais conservadas em relacdo aos demais

componentes de ambas as vias, e foram consideradas proteinas homologas as de S. cerevisiae
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(verde). Esse resultado era esperado, uma vez que tais enzimas desempenham papeis centrais

em diversos outros processos fisioldgicos.

A maioria dos componentes apresentaram similaridades com as sequéncias de S.
cerevisiae utilizadas como referéncia (amarelo). O asterisco em Mig1 na tabela 2 indica que a
andlise dessa proteina foi realizada em trabalho anterior por Castro, 2019. Apesar de nao
cumprirem todos os requisitos para serem consideradas proteinas homdlogas (identidade acima
de 30%, cobertura acima de 70% e e-value abaixo de 10), todas possuiam os mesmos dominios

funcionais, segundo andlises no Pfam (http://pfam.xfam.org/). A preservaciao de dominios pode

indicar preservacdo de funcdo, o que sugere que esses elementos estdo presentes em S.

passalidarum de maneira similar a S. cerevisiae.

No entanto, ha duas exce¢des, marcadas de vermelho na tabela e na figura: os fatores de
transcricdo Rgtlp — integrante da via Snf3/Rgt2 — e Adrlp — integrante da via Mig1/Snfl. Para
esses alvos, as andlises das sequéncias de referéncia de S. cerevisiae na ferramenta online
tBlastn ndo retornaram nenhuma sequéncia correspondente no genoma de S. passalidarum.
Uma busca adicional foi realizada cruzando-se a sequéncia proteica de referéncia com o
proteoma de S. passalidarum  depositado no banco de dados NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) através da ferramenta blastp. Nao foram encontradas

sequéncias proteicas correspondentes para Rgtl e Adrl no arquivo de proteinas de S.

passalidarum.


http://pfam.xfam.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Tabela 2: Lista de componentes das vias Snf3/Rgt2 e Mig1/Snf1 identificadas em S. passalidarum.

Saccharomyces cerevisiae Spathaspora passalidarum
Identidade
Via Nome Tamanho (a.a) Dominios Identificador Tamanho (a.a) Dominios
global (%)
Sugar (and other)
Rgt2 763 46.93
transporter Sugar (and other)
XM_007376130.1 700
Sugar (and other) transporter
Snf3 884 45.72
transporter
Tetratricopeptide
Cyc8 966 XM_007376526.1 837 TPR1, TPR17 48.54
Snf3/Rgt2 repeat (TPR1)
TupN, WD40 G- TupN, WD40 G-
Tupl 713 XM_007371968.1 621 57,97
beta repeat (3x) beta repeat (5x)
Mthl 433 STD1 30,41
XM_007376593.1 347 STDI1
Std1 444 STD1 29,33
Yckl1 538 Pkinase 63,01
XM_007376408.1 514 Pkinase
Yck2 546 Pkinase 64,44
Pkinase, Pkinase,
Snf1 633 AdenylateSensor, | XM_007375245.1 601 AdenylateSensor, 67.23
UBA2 UBA2
Hexokinase 1, Hexokinase 1,
Mig1/Snfl Hxk2 486 XM_007373744.1 483 68.26
Hexokinase 2 Hexokinase 2
Calci.-like Calci.-like
Glc7 312 phospho., XM_007373744.1 328 phospho., 89.10
STPPase N STPPase N
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Fungal trans, Zn

Fungal trans, Zn

Cat8 1433 XM_007376911.1 1006 25.38
cluster cluster
XM_007374141.1 543 Zf C2H2 26.63
Migl* 504 Zf C2H2
XM_007375475.1 457 Zf C2H2 30.75
1323 Zf C2H2 - - - -
Med8 223 Med8 XM_007374490.1 237 Med8 33.17
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Figura 3: Reconstrucio in silico das vias Snf3/Rgt2 (A) e Mig1/Snfl (B). As cores refletem o nivel de similaridade
da sequéncia de S. passalidarum em relagdo a sequéncia de referéncia de S. cerevisiae. As sequéncias muito
similares e cumpriram os requisitos explicitados no texto foram marcadas de verde; as que possuiam alguma
similaridade foram marcadas de amarelo; as que ndo possuiram semelhangas foram marcadas de vermelho.
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44. Cis-elementos de fatores de transcricio das vias classicas estao presentes nos

promotores de genes envolvidos no metabolismo de xilose

Para analisar se os genes codificadores das enzimas envolvidas no metabolismo de
xilose podem estar sob controle de fatores de transcri¢do das vias cldssicas, realizou-se uma
busca por cis-elementos nas sequéncias promotoras dos genes XYLI.1 e XYLI1.2 (xilose
redutase), XYL2.1 e XYL2.2 (xilitol desidrogenase) e XKS1 (xilulose cinase). A partir das
sequéncias depositadas no banco de dados NCBI, recuperou-se 1000 nucleotideos upstream ao

cédon de iniciacdo, e seguiu-se para andlises na plataforma online Yeastract.

Foram encontrados motivos de ligacdo para os fatores de transcri¢cdo Rgtl — presente na
via Snf3/Rgt2 — Adrl e Migl — presentes na via Snfl/Migl. A figura 4 apresenta, na forma de
um diagrama de Venn, os resultados obtidos nas andlises das regides promotoras dos genes
alvos. E possivel perceber que, para as sequéncias de XYL1.1, XYL2.1 ¢ XKS1.1, foram
encontrados cis-elementos para os trés fatores de transcricdo; para XYL1.2, verificou-se
motivos de ligacao de Adrl e Migl; por dltimo, para XYL2.2, foram encontrados cis-elementos

para Adrl e Rgtl.

A tabela 3 reune os fatores de transcri¢do encontrados, suas sequéncias consenso, em
quais regides promotoras estdo e o nimero de motivos de ligacdo presentes. Os promotores dos
genes SUC2 E ADH?2 de S. cerevisiae foram utilizados para mostrar que as sequéncias consenso
s@o iguais para todos os fatores. Os cis-elementos de Migl sdo os mais abundantes, seguido por
Adrl e Rgtl. Os motivos de Migl encontram-se ausentes apenas na regido de XYL2.2. As

posicdes dos cis-elementos ao longo da sequéncia promotora estdo ilustradas no Anexo 1.
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Figura 4. Diagrama de Venn contendo os fatores de transcricdo Adrl, Migl e Rgtl e, nas intersecdes, os genes
envolvidos no metabolismo de xilose que os contém.

Tabela 3. Lista dos fatores de transcri¢ao, sequéncias consenso € nimero de motivos de ligacdao

encontrados nos promotores dos genes relacionados ao metabolismo de xilose

Fator de Sequéncia Nas
Gene N° motivos de ligacao
transcricao consenso
XYLI1.1, XYL1.2, XYL2.1, XYL2.2,
Adrl TTGGRG 1,1,2,2,3,2
XKS.1, ADH2 (Sc)
XYL1.1, XYL1.2, XYL2.1, XKS.1,
Migl SYGGRG 8,5,6,5,4,2
SUC2 (Sc), ADH2 (Sc)
XYL1.1, XYL2.1, XYL2.2, XKS.1,
Rgtl CGGANNA 2,1,1,1,1,6
SUC2 (Sc), ADH2 (Sc)

sequéncias consenso, “R” significa purina; “S”, guanina/citosina; Y, pirimidina; N, adenina, guanina, citosina ou
timina.

4.5. Clonagem da regiao promotora do gene de XYL1.1 de S. passalidarum em sistema

pGEM®-T Easy Vector

A partir da figura 5, é possivel observar que a regido promotora do gene da xilose
redutase (XYLI.1) foi clonado com sucesso no sistema pGEM®-T Easy Vector. As bandas
inferiores em 1000pb representam a regidao promotora, recuperada do banco de dados NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) a partir de 1000 nucleotideos upstream ao cédon de iniciagao

(ATG) do gene. As bandas superiores representam o vetor clivado pGEM®-T Easy (Promega),
que possui 3000pb.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figura 5. Eletroforese da digestdo da constru¢io pGEM®-T Easy e regido promotora de XYLI.1. Esta tltima é
representada pela banda em 1000pb, ao passo que o vetor clivado é representado pela banda em 3000pb.

Em trabalhos futuros, as bandas referentes a regido promotora de XYLI.I serdo
recuperadas e purificadas, com o objetivo de avaliar se esse promotor estd sujeito ao controle
das vias classicas. Serd utilizado uma construcao com o vetor pLacZi (mapa no Anexo 2), com
o gene repérter LacZ sob o controle do promotor de XYLI.I. Esse vetor serd utilizado para

transformar células selvagens e mutantes de S. cerevisiae.

4.6. 2-deoxiglicose impede a captacio de xilose em S. passalidarum e nao influencia no

perfil de expressao de XYL1.1

A fim de investigar os mecanismos pelos quais a glicose interfere no metabolismo de
xilose em Spathaspora passalidarum, foram realizados experimentos de fermentacao aerdbica
com culturas contendo apenas xilose, xilose e glicose e xilose e 2-deoxiglicose (2DG). A 2DG
¢ um andlogo ndao metabolizdvel da glicose, no qual o grupo hidroxila de C2 é substituido por
um hidrogénio. Na co-fermentacdo de xilose e glicose, foram retiradas aliquotas nos tempos de
2 e 8 horas; nas demais fermentagdes, retirou-se aliquotas apenas no tempo de 8 horas.

As figuras 6 a, b e ¢ representam as cinéticas de fermentacdo de culturas apenas com
xilose, com xilose e glicose e xilose e 2DG@G, respectivamente. A partir dos graficos, € possivel
notar que, na co-fermentacdo de xilose e glicose (fig. 6b), a internalizagdo € o consumo de
xilose s0 se iniciam apds o esgotamento de glicose no meio, apds o tempo de 4 horas. De modo
contrario, quando o cultivo € feito com apenas xilose como fonte de carbono, a taxa de consumo
desta € mais alta. Esses dados mostram que hd consumo preferencial de glicose em relacdo a
xilose.

Ja na co-fermentacao de xilose e 2DG, representada na figura 9c, observa-se que nao hé
variacdo da concentracdo de nenhum dos agtcares com o passar do tempo; ou seja, nem Xxilose
e nem 2DG sdo internalizadas até as 8 horas de cultivo.

A expressao do gene XYLLI.1, que codifica a enzima xilose redutase, foi avaliada em
2 e 8 horas de cultivo para a co-fermentacdo de xilose e glicose e em 8 horas para as culturas
contendo apenas xilose e xilose e 2DG. A xilose redutase catalisa a conversao de xilose a xilitol,

a primeira etapa da via do catabolismo de xilose.

A vpartir da figura 6 d, é possivel notar que, no tempo de 2 horas (cinza) na co-
fermentagdo de xilose e glicose, quando ainda havia glicose no meio (fig. 6b), o gene foi menos
expresso quando comparado ao nivel de expressdao de 8 horas de cultivo (preto), quando a

glicose jd havia se esgotado e s6 havia xilose no meio.
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Figura 6. A. Cinética de consumo de xilose sob condi¢des aerbicas em meio contendo xilose (azul) 20g.L!. B.
Cinética de fermentacéo sob condi¢des aerébicas em meio contendo xilose (azul) 20g.L! e glicose (vermelho) 5g.
L1, C. Cinética de fermentagdo sob condig¢des aerébicas em meio contendo xilose (azul) 20g L' e 2-deoxiglicose
(amarelo) 5g. L'!. D. Analise de expressdo do gene XYL1.1 em meios contendo 20g.L-! de xilose, 20 g.L-'de
xilose e 5 g.L-! de xilose € 20 g.L-! de xilose e 5 g.L-! de 2-deoxiglicose nos tempos de 2 horas (cinza) € 8 horas
(preto). Os asteriscos indicam os valores das médias que so estatisticamente diferentes de acordo com teste t de
Student ( ***p<0.001).

O nivel de expressdao de XYL1.1 também foi menor na presenga de glicose quando
comparado as culturas de apenas xilose (fig. 6a) e xilose e 2DG (fig 6¢) no tempo de 8 horas.
Nao houve diferenca estatistica entre os niveis de expressdo génica nos cultivos de xilose e

xilose e 2DG.

5. Discussao

A produgdo de etanol a partir da biomassa lignocelulésica possui diversas vantagens
econOmicas, ambientais e sociais; contudo, para que o processo se torne viavel, é preciso
maximizar o rendimento de etanol por unidade de biomassa (HAHN-HAGERDAL et al., 2006;
HIMMEL et al., 1997; ROBAK; BALCEREK, 2018). Nesse contexto, destaca-se a importancia
do consumo de D-xilose como matéria prima para o processo de fermentacdo, visto que
representa de 25% a um ter¢o da composicao da lignocelulose, sendo o segundo actcar mais
importante presente na natureza. (LIMAYEM; RICKE, 2012; MARIANO et al., 2013). Para

que o potencial desse contetido de carbono seja aproveitado ao méximo, faz-se necessario o uso
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de microrganismos que possam consumir, simultaneamente, hexoses e pentoses (OSIRO et al.,
2018).

Atualmente, a espécie de levedura Spathaspora passalidarum € o microrganismo que
possui os melhores rendimentos em producao de etanol e consumo de xilose (CADETE; ROSA,
2018). Entretanto, assim como para outras leveduras, a presenca de glicose no meio impede o
transporte e utilizacdo de outras fontes de carbono, como a xilose, até que a glicose se esgote
(RODKAR; FERGEMAN, 2014). Esse fendmeno é conhecido como repressdo por glicose, e
€ o resultado da acdo de duas vias cldssicas, descritas em S. cerevisiae: Snf3/Rgt2, que controla
e expressao génica de transportadores de hexoses, e Snfl/Migl, que controla a expressdo génica
de genes relacionados a utilizacdo de outras fontes de carbono (RODKAR; FARGEMAN,
2014). Um dos objetivos do presente trabalho foi estudar tais vias em S. passalidarum, bem
como a influéncia destas em genes relacionados ao metabolismo de xilose.

Os resultados das andlises in silico das vias cldssicas Snf3/Rgt2 e Snfl/Migl em
Spathaspora passalidarum mostraram que a maioria dos genes codificantes das proteinas de
ambas as vias existem nessa levedura. Rgt2/Snf3, Yck1/2, Mth1/Std1, Cyc8 e Tupl foram
destacados em amarelo, indicando que, apesar de as sequéncias encontradas ndo cumprirem
todos os pré-requisitos para serem consideradas proteinas homoélogas, ainda mantinham os
mesmos dominios funcionais. Para vérias das sequéncias encontradas, € possivel notar que
duas sequéncias distintas em S. cerevisiae correspondem a apenas uma sequéncia em S.
passalidarum. Isso se deve ao fato de a linhagem de S. cerevisiae ter sofrido no passado um
evento de duplicacdo global do genoma (whole genome duplication — WGD), o que permitiu a
aquisi¢ao de um metabolismo predominantemente fermentativo (ESCALERA-FANJUL et al.,
2019). De maneira geral, os tamanhos das proteinas de S. passalidarum se mostraram menores
do que as proteinas de S. cerevisiae, sendo mais discrepante entre os componentes da via
Snf3/Rgt2. Uma vez que todos os elementos presentes apresentaram conservacao em seus
dominios, € provdvel que a perda de aminoacidos tenha ocorrido em outras partes da proteina.

Nao foi encontrado nenhum alvo em S. passalidarum que fosse ortélogo similar a
Rgtlp; por esse motivo, a marcacao foi feita na cor vermelha. Rgtlp € a proteina responsdvel
por recrutar o complexo repressor geral Ssn6p-Tuplp e os fatores de transcricdo Mth1p/Std1p
aos promotores dos genes HXT, acarretando sua repressido (KIM et al., 2013). Dessa forma,
Rgtl é um componente chave para que haja a repressio de genes codificadores de
transportadores de glicose na auséncia desse acticar. Além disso, em altas concentragdes de

glicose, Rgtl tem fun¢do adicional de ativador de HXT'1, uma vez que a expressao de HXT1 em
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altos niveis de glicose ¢ reduzida em um mutante Argt/ (SABIRE; LEONG; JOHNSTON,
1996).

Rgtl possui fungdo neutra em baixos niveis de glicose, ndo agindo como repressor ou
ativador; dessa forma, tendo evoluido no intestino de um besouro, um ambiente com baixas
concentracdes relativas de aguicar, sugere-se que, em S passalidarum, a pressao seletiva para
manter a fungdo de repressor e ativador tenha sido pequena (JEFFRIES; VAN VLEET, 2009;
SABIRE; LEONG; JOHNSTON, 1996). A auséncia de Rgtl também foi observada na levedura
nao convencional Scheffersomyces stipitis, também encontrada associada ao intestino de
besouros habitantes de madeira (JEFFRIES; VAN VLEET, 2009).

Em seu trabalho, Osiro et al mostrou que as vias Snf1/Migl e Snf3/Rgt2 em cepas de S.
cerevisiae engenheiradas para a utilizacdo de xilose respondem a presenca de xilose. A resposta
de Snf3/Rgt2 acontece através dos transportadores HXT2/4p, normalmente ativados em baixas
concentracdes de glicose. Adicionalmente, Wu et al demonstrou que, em uma cepa de S
ccerevisiae contendo genes do metabolismo de xilose e de parte da via das pentoses-fosfato, o
mutante Argtl de S. cerevisiae teve o consumo especifico de xilose aumentado em 24% em
meio contendo apenas xilose, e 23% em co-fermentacdo de xilose e glicose. Esses resultados
podem oferecer possiveis explicacdes sobre a maior eficiéncia de consumo de xilose por
leveduras nao convencionais como S. passalidarum e S. stipitis.

Para a via Snf1/Migl, foram destacadas em verde as proteinas Snfl, Hxk2 e GIc7,
indicando que as sequéncias encontradas em S. passalidarum sao muito conservadas em relagao
as sequéncias de referéncia de S. cerevisiae - identidade acima de 30%, cobertura acima de 70%
e e-value abaixo de 107. O alto nivel de conservagio era esperado, uma vez que as trés proteinas
exercem diferentes funcdes na célula. Snfl participa do controle de diversas vias em todos os
eucariotos. Em leveduras, essa proteina faz parte da sinalizacdo de processos como meiose,
formacdo de esporos, envelhecimento, autofagia, crescimento filamentoso, estresse oxidativo,
pH alcalino, entre outros (SHASHKOVA; WELKENHUYSEN; HOHMANN, 2015). E
importante ressaltar que, apesar de a proteina Snfl ter sido enquadrada como integrante da via
Snf1/Mig, ela também faz parte da via Snf3/Rgt2, e € responsavel por integrar as respostas
fisiolégicas na presenca e auséncia de glicose. Hxk2 faz parte tanto da via glicolitica,
catalisando a conversio de hexoses a hexoses-6-fosfato, quanto age como repressor
transcricional de genes relacionados ao metabolismo de fontes alternativas de carbono (CHO
et al., 2006; NURCHOLIS et al., 2019). Por fim, Glc7 é uma fosfatase que, além de restaurar

as formas repressoras de Snflp, Hxk2p e Miglp, tem papel central no metabolismo de
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glicogénio, inicia¢do da traducgdo, transcri¢do, mitose e esporulacio (AHUATZI et al., 2004;
FERNANDEZ-GARCIA et al., 2012; LIN et al., 2015; RODKZER; FERGEMAN, 2014).

As proteinas Migl, Cyc8, Tupl, Med8 e Cat8 foram destacadas em amarelo, indicando
que, apesar da baixa similaridade com sequéncias de S. cerevisiae, os dominios funcionais
foram conservados. Divergéncias maiores em fatores de transcri¢do sio esperadas, uma vez que
se considera que a diversidade fenotipica e especiacdo ocorre primariamente pela alteracao da
regulacdo génica do que alteragc@o na funcdo de proteinas individuais (HAHN; YOUNG, 2011).

Nio foi encontrado nenhum alvo em S. passalidarum que fosse ort6logo similar a Adrl;
portanto, a marcacdo foi feita na cor vermelha. Adrlé um fator de transcricio que atua na
ativacdo da expressdo de genes reprimidos por glicose, como genes envolvidos na
gliconeogénese e conversao de substratos Cz em acetil-CoA (CHIANG et al., 1996; RODK AR;
FZERGEMAN, 2014; SCHULLER, 2003). Adrl é necessario, por exemplo, para a expressio
de ADH?2, gene que codifica um tipo de dlcool desidrogenase, responsdvel por catalisar a
primeira etapa de oxidacdo do etanol. Outros genes importantes para a utilizagdo de etanol e
glicerol e codificadores de componentes da via de oxidacdo de acidos graxos também t€m sua
expressao ativada por Adrl, como a glicerol-cinase (GLUTI) e a catalase A (TAYLOR et al.,
1995; YOUNG et al., 2003). Em um trabalho realizado por Dzanaeva et al, mutantes Aadrl/ em
cepas de S. cerevisiae fermentadoras de xilose apresentaram leve reducdo no actimulo de
biomassa em culturas com xilose, maior produ¢do de acetato, menor crescimento em glicerol,
além de ndo apresentar alteracdes no metabolismo de glicose ou na producao de etanol a partir
desta. Por outro lado, a superexpressdao de ADRI acarretou maior produgdo de xilitol, menor
producdo de etanol a partir de glicose e ndo afetou o crescimento em meios contendo
xilose ou glicerol. Ambos os mutantes ADR1 e Aadrl apresentaram queda na producdo de
etanol a partir de xilose. Esses resultados evidenciam o amplo espectro de acdo desse fator de
transcricao, tornando dificil a formulacdo de hipdteses sobre as consequéncias de sua possivel
auséncia.

Fatores de transcri¢do se ligam em regides promotoras ou regulatdrias — cis-elementos
- dos genes alvos, modulando a expressdo destes — ativando ou reprimindo — através do
recrutamento de maquinarias de transcri¢do ou repressao (HAHN; YOUNG, 2011). Assim,
mutacdes que afetam a atividade de sequéncias cis-regulatdrias — substituicoes, inser¢des ou
delecdes — alteram os sitios de ligacdo de fatores de transcricao através da perda/ganho de
sequéncias ou mudangas de afinidade do sitio. Tais muta¢des sdo consideradas a causa mais

importante de divergéncia fenotipica (WITTKOPP; KALAY, 2012). A andlise das regides
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promotoras dos genes das enzimas envolvidas no metabolismo de xilose de S. passalidarum
mostrou que XYLI1.1/2, XYL2.1/2 e XKS possuem motivos de ligacdo para trés fatores de
transcri¢cdo integrantes das vias cldssicas: Rgtl, Adrl e Migl. Esse resultado levanta a hip6tese
de que esses genes podem estar sob regulacdo dessas vias, uma vez que seus promotores
possuem cis-elementos para tais fatores de transcricio. No entanto, as andlises in silico
realizadas ndo encontraram as sequéncias proteicas de Rgtl e Adrl em S.passalidarum, o que,
em teoria, deixaria XYLI.1/2, XYL2.1/2 e XKS sob regulacdo apenas de Migl. Hid uma escassez,
porém, de trabalhos que abordem estudos sobre os promotores dos genes de enzimas envolvidas
no metabolismo de xilose; dessa forma, sdo necessdrios mais experimentos para elucidar tal
regulacdo. Uma forma de investigar se esses genes estdo sob a regulacdo dos fatores de
transcricdo pertencentes as vias classicas € fazer uma constru¢do de seus promotores € um
plasmideo que contenha um gene reporter. Assim, serd possivel concluir se os promotores de
XYL1.1/2, XYL2.1/2 e XKS estdo sob o controle das vias Snf3/Rgt2 e Snfl1/Migl.

Os resultados obtidos a partir das fermentacdes e da andlise de expressao génica da
xilose redutase — XYL1.1 — sugerem que ha repressao pela via clédssica e controle de inibicao
do transporte de xilose por glicose. Na figura 6b, € possivel notar que sé ha consumo de xilose
quando a glicose se esgota no meio, apos 4 horas de cultivo. Adicionalmente, na figura 6d,
observa-se que, na andlise de expressdao de XYL1.1 em co-fermentacdo com xilose e glicose,
os niveis de expressdo génica em 2 horas, quando ainda ha glicose no meio, sio muito mais
baixos do que os niveis de expressdo em 8 horas, quando toda a glicose ja foi consumida. Esses
dados condizem com o perfil de repressao cldssica por glicose; além disso, as andlises in silico
mostram que os componentes das vias de repressdo sao conservados em S. passalidarum, o que
sustenta essa hipdtese. No entanto, em seu trabalho, Ribeiro et al observou que S. passalidarum
€ capaz de crescer na presenca de 2DG, ao passo que outras leveduras, como Kluyveromyces
marxianus, t€m seu crescimento inibido mesmo em baixas concentragdes de 2DG. Esse
resultado sugere que as vias cldssicas de repressao por glicose podem ter mecanismos distintos
em S. passalidarum, o que poderia ser explicado pelas divergéncias encontradas entre os fatores
de transcri¢ao estudados in silico.

A partir da figura 6¢, € possivel notar que, na co-fermentacio com xilose e 2DG, a xilose
ndo entra na célula — e tampouco a 2DG. Esses resultados sdo condizentes com os observados
por Ribeiro et al e Hou et al, e indicam que 2DG age a nivel de transporte, impedindo que xilose

entre na célula (HOU, 2012; RIBEIRO et al., 2021). A figura 6d mostra que os niveis de
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expressao de XYL1.1 em culturas contendo apenas xilose e xilose e 2DG ap6s 8 horas de cultivo
foram estatisticamente iguais; isso sugere que nao hd inducdo de XYL1.1 na presenca de xilose.

A 2DG, quando € transportada para dentro da célula, é convertida em 2DG-6-fosfato
(2DG-6P) pela hexocinase; essa molécula, contudo, ndo serve de substrato para a préxima
enzima da via glicolitica. Dessa forma, 2DG-6P acumula na célula, o que leva a inibi¢do da
hexocinase e diminui¢do da producdo de ATP (SCHMIDT; O’DONNELL, 2021). O
crescimento incomum de S. passalidarum na presenca de 2DG pode estar relacionado ao fato
de esta molécula ndo entrar na célula. Entretanto, Ribeiro et al observou que, apds 12 horas de
cultivo em meio contendo xilose e 2DG, os niveis dessa ultima decaem, por internaliza¢do ou
por degradacgdo da 2DG por algum mecanismo extracelular. No caso de a 2DG ser internalizada,
€ possivel que S. passalidarum tenha mecanismos de resisténcia a sua presenga na célula, como
ativacdo mais prolongada de Snfl, mutacdes deletérias no gene de Glc7 (que desfosforila Snfl)

ou maior expressao das fosfatases DOG1/2 (SCHMIDT; O’ DONNELL, 2021).

6. Conclusao

O presente trabalho se prop0s a analisar as vias cldssicas de repressdo por glicose em
Spathasora passalidarum NRRLY 27907, bem como sua influéncia na captagdo de
metabolismo de xilose. As andlises in silico das vias Snf3/Rgt2 e Snf1/Migl revelaram que,
apesar de a maioria dos componentes das vias estarem presentes em S. passalidarum, muitos
possuem baixa similaridade em relacdo as sequéncias de referéncia de S. cerevisiae. Além disso,
o alvo final da via Snf3/Rgt2, a proteina repressora Rgtl, e um componente da via Snf1/Migl,
Adrl, ndo foram encontrados em S. passalidarum. Juntos, esses resultados indicam que podem
existir mecanismos de controle distintos dessas vias em comparacdo com S. cerevisiae.

Andlises in silico dos promotores dos genes de enzimas envolvidas no metabolismo de
xilose indicaram a presenca de cis-elementos para os fatores de transcricdo Adrl, Migl e Rgtl,
que compdem as vias cldssicas de repressao por glicose. Isso sugere que esses genes podem
estar sob regulacdo dessas vias; no entanto, sdo necessdrias andlises experimentais para
validacdo desses resultados.

Observou-se um perfil de repressdo cldssica em XYL1.1 em meio contendo xilose e
glicose. A andlise conjunta do gréfico de co-fermentagdo e de expressao génica revelam que,
quando h4 glicose no meio, os niveis de expressdo de XYL1.1 s@o cerca de seis vezes menores
em relacdo aos niveis de expressdo de quando a glicose jd se esgotou. Adicionalmente,
observou-se que os niveis de expressao desse gene em meio contendo apenas xilose e xilose e

2DG sdo estatisticamente iguais. Considerando que, no intervalo de tempo analisado, a 2DG
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ndo ¢ internalizada pela célula, isso sugere que a influéncia desse andlogo no metabolismo de
xilose ocorre a nivel de transporte, e ndo de alteracdo da expressdo gé€nica. Esse resultando
indica, ainda, que nao hd indu¢do de XYLI1.1 pela presenca de xilose.

Estudos anteriores mostraram que, apés 12h de co-fermentacdo em meio contendo
xilose e 2DG, os niveis de 2DG comeg¢am a cair. Duas hipéteses podem explicar esse fendmeno:
ou a 2DG ¢ internalizada pela célula ou hda algum mecanismo extracelular que leva a sua
degradacdo. Caso a 2DG seja internalizada, pode haver algum mecanismo de resisténcia que
faz com que S. passalidarum consiga crescer em meio contendo 2DG, uma caracteristica nao
observada em outras leveduras.

Considerando todos os resultados, foi proposto um modelo putativo de vias de deteccao
de glicose e captacdo e metabolismo de xilose em S. passalidarum, representado na figura 7.
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Figura 7. Modelo putativo de vias de detec¢do de glicose e metabolismo de xilose em Spathaspora passalidarum.
Xilose extracelular € internalizada pela célula, ndo se sabe ao certo se através de transportadores putativos de xilose
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ou através de transportadores de hexoses, e € metabolizada (a). A glicose extracelular é, provavelmente, detectada
por sensores intermembrana, que ativam a via Snf3/Rgt2, que por sua vez inibe a captagc@o de xilose através da
repressdo de genes de transportadores de xilose. Assim, a glicose € internalizada primeiro e ativa a via Snfl/Migl,
que por sua vez reprime XYL1.1 (b). Na presenca de 2DG, a inibi¢do da captacdo de xilose pode estar ocorrendo
por um mecanismo semelhante ao que acontece com glicose. Os sensores de glicose detectam a 2DG extracelular
e ativam a via Snf3/Rgt2, impedindo a entrada de xilose na célula. A 2DG, posteriormente, pode estar sendo
degradada no meio extracelular, o que permitiria, mais tardiamente, que a xilose fosse internalizada pela célula

(©).
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Anexo 1

Posicao dos cis-elementos nas regides promotoras de XYL1.1/2, XYL2.1/2 e XKS
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Anexo 2

Vetor pLaczl (Clonetech). Promotor: cycl. Resisténcia: ampicilina. Marca de sele¢do: Ura3
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