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RESUMO

Kluyveromyces lactis € uma levedura capaz de fermentar a lactose e por isso é
considerada como modelo alternativo para estudos bioquimicos, fisiolégicos e
genéticos de leveduras ndo Saccharomyces. Compreender os mecanismos de
captacdo de lactose e a regulacdo envolvida no transporte € um passo importante
para melhores aplicacdes biotecnolégicas destas células. O transporte de lactose,
em K. lactis € mediado por uma permease da membrana, codificada pelo gene
LAC12. Nesse estudo as estirpes utilizadas foram a K. lactis JA6 e a K. lactis JA6
LAC12-GFP. As células foram cultivadas em meio YNB completo, suplementado
com diferentes fontes de carbono (lactose, galactose, glicose e glicerol (3% w/w)) a
uma concentracdo de 2% (w / v), em uma incubadora orbital a 30 ° C. As células
foram colhidas no meio de fase exponencial, lavadas por trés vezes com agua fria,
resuspensas em 100 mM Tris / tampédo de citrato, pH 5.0 para medicbes de
transporte de [D-glucose-1-'*C] lactose. A cinética da taxa inicial de captacdo de [D-
glucose-1-14] lactose foi investigada numa gama de concentracdes de 0,025 a 10
mM de lactose. Galactose foi testada como inibidor competitivo do transporte de
lactose, uma vez que em K. lactis Lac12p também foi descrito como transportador
de galactose. Para estudar o efeito da glicose no transporte de lactose, as células
foram cultivadas em lactose e divididas em duas aliquotas (controlo e 100 mM de
glicose adicionada). As células foram colhidas, lavadas e a captacgdo inicial de
lactose foi medida. A taxa de captacéo inicial de [D-glucose-1-**C] lactose também
foi investigada em células cultivadas em glicose e transferidas para lactose na
presenca / auséncia de cicloheximida ou Higromicina B. A localizagdo do
transportador Lacl12-GFP foi investigada em células crescidas em glicose e em
células transferidas para lactose, ou galactose, ou glicerol. O perfil de consumo de
acucares por células de K.lactis foi analisado através de HPLC. Os resultados
mostraram que o transporte de lactose em células cultivadas em 2% de lactose
obedece a uma cinética de saturagédo. A constante de afinidade (Kg) foi de 1,49 £
0,38 mM e a velocidade maxima (Vmax) foi 953,47 + 116,24 pmoles.h™*.g*. O mesmo
sistema de transporte estava presente em células cultivadas em galactose e glicerol.
As células cultivadas em 2% (w/v) de glicose transportaram a lactose em taxas muito
baixas. No entanto, quando as células crescidas em glicose foram transferidas para

2% (w/v) de lactose, o transporte exibe recuperacao parcial. Esta recuperacao nao



parece requerer a sintese de proteinas uma vez que cicloheximida e higromicina B
ndo impediram a desrepresséo parcial. Além disso, o transporte de lactose ndo é
inativado pela glicose. A localizacdo sub celular do transportador Lacl2 é
dependente da fonte de carbono e da sua concentracdo. O consumo de glicose e
lactose é simultdneo apesar da glicose retardar o consumo da lactose. O consumo
de lactose é preferencial ao de galactose quando os dois agUcares estdo presentes
simultaneamente. Estes dados nos permitem inferir que o sistema de transporte de
lactose em K. lactis JA6 é constitutivo e que a glicose exerce um controle ndo muito
claro no transporte lactose. Provavelmente, este controle envolve mecanismos

transcricionais e postranscricional.
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ABSTRACT

Kluyveromyces lactis is able to ferment lactose and it is considered as an alternative
model for biochemical, physiological and genetic studies in non-Saccharomyces
yeasts. Understanding the mechanisms of lactose uptake and the regulation involved
in the transport is an important step towards better biotechnological applications. The
transport of lactose in K. lactis is mediated by a membrane permease encoded by
the LAC12 gene. In this study we used the strains K. lactis JA6 and K. lactis JA6
LAC12-GFP. Cells were harvested in mid-exponential growth phase, washed with
cold distilled water, resuspended in 100 mM Tris/citrate buffer, pH 5.0 for [D-glucose-
1-1C] lactose transport measurements. The kinetics of the initial rate of uptake [D-
glucose-1-*C] lactose was investigated in the range of concentration of 0.025 to 10
mM. Galactose was tested as competitive inhibitor of lactose transport since this
system also transport galactose. To study the effect of glucose on lactose transport,
cells were grown on lactose and divided in two aliquots (control and 100 mM glucose
added). Cells were harvested, washed and the uptake was measured. The initial
uptake rate of [D-glucose-1-*C] lactose was also investigated in cells grown on
glucose and transferred to lactose in the presence/absence of cycloheximide or
Hygromycin B. The sub-cellular localization of the carrier Lacl2-GFP was
investigated in glucose grown cells and after the transference to lactose or galactose
or glycerol. The sugar consumption profile of K.lactis was analyzed by HPLC
chromatography. The results indicate that the transport of lactose into cells grown on
2% lactose follows the kinetics of saturation.The half-saturation constant (Ks) was
1.49 + 0.38 mM and the maximum velocity (Vmax) was 953.47 + 116.24 ymoles.h-
1.9 -1. The same transport system was present in cells grown on galactose and
glycerol. Cells grown on 2% (w/v) glucose transport lactose at very low rates.
However, when the cells grown on glucose were transferred to 2% (w/v) lactose, the
transport exhibited a partial recovery. In addition, the lactose transport is not
inactivated by glucose. This recovery does not appear to require protein synthesis
since cycloheximide and hygromycin B did not inhibit the partial derepression. The
sub-cellular localization of Lac12p is dependent of carbon source and concentration.
Consumption of glucose and lactose is simultaneous although glucose retard
consumption of lactose. The consumption of lactose is preferred to galactose when

both sugars are present. These data allow us to infer that the lactose transport



system in K. lactis JA6 is constitutive, and that glucose exerts a control not so clear in
the lactose transport. From experiments with Lac12-GFPp, we conclude that glucose

control involves transcriptional and posttranscriptional steps.

Keywords: Kluyveromyces, lactose, transport
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1 INTRODUCAO

1.1 Leveduras e suaimportancia biotecnoldgica

As leveduras sao fungos de grande relevancia industrial, agricola e cientifica.
Suas propriedades fermentativas proporcionam a producdo de muitos alimentos e
bebidas ressaltando assim sua importancia econdmica. As leveduras também
desempenham importante papel ambiental como biorremediadores. As leveduras
tém sido empregadas na producdo de biocombustiveis, como o etanol, como
indicadoras de qualidade ambiental, na producédo de proteinas, de enzimas e de
metabdlitos de interesse biotecnoldgico. As suas aplicagbes biotecnologicas sao,
com frequéncia, associadas com engenharia genética; no entanto, a area da
microbiologia industrial constitui uma area de grande sucesso e crescente destaque

na biotecnologia.

Entre as principais leveduras de importancia de cunho cientifico e
biotecnolégico temos as linhagens de leveduras pertencentes a espécie
Saccharomyces cerevisiae que tém dominado o cenario cientifico, tornando-se
sinbnimo de leveduras em geral. No entanto, a descoberta e o estudo sobre
leveduras de outros géneros e espécies tém se mostrado atraentes do ponto de
vista cientifico e aplicavel. Essas sdo denominadas leveduras ndo convencionais ou
nao-Saccharomyces. Entre as leveduras ndo convencionais, 0 género
Kluyveromyces tem atraido & atencdo de cientistas nos ultimos anos devido a sua
capacidade de utilizar o soro residual da industria de laticinios, a sua capacidade de
usar metanol como fonte de carbono e consequente aumento da eficacia na
producdo de proteinas heterdlogas e, ainda, por suas caracteristicas especiais do
ponto de vista fisioldgico, tornando-a um modelo interessante para o estudo da
biogénese do peroxissomo, por exemplo, (Flores, et al.,, 2000). A levedura
Kluyveromyces lactis ja possui seu genoma sequenciado e disponivel no banco de

dados Génolevures (http://cbi.labri.fr/Genolevures/elt). A capacidade de fermentar o

soro do leite destaca a importancia econbmica, uma vez que 0O Soro nao é
reaproveitado, e ambiental da utilizacdo da K. lactis, ja que o despejo irregular desse

residuo, sem tratamento prévio, em corpos d’agua representa grande fonte de
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contaminacao e eutrofizacdo devido a alta demanda de oxigénio para a oxidacdo de
componentes organicos do soro (Silveira, et al., 2007).

A selecdo de microrganismos para qualquer processo de producdo de
biomassa microbiana requer alguns requisitos como altas taxas de crescimento no
substrato alvo, alto teor proteico da biomassa, auséncia de patogenicidade, n&o
produzir toxinas, entre outros. Conhecimentos da genética e da fisiologia do
microrganismo auxiliam no entendimento de como os componentes do meio Ssao
assimilados e processados em produtos e subprodutos da fermentacdo. As
leveduras apresentam-se, em grande parte, como forte candidato por atender
grande parte desses requisitos.

1.2 O género Kluyveromyces e a linhagem Kluyveromyces lactis

Os fungos do género Kluyveromyces sdo ascomycetos unicelulares. S.
cerevisiae e K. lactis possuem muitas similaridades filogenéticas o que fez com que
inicialmente Kluyveromyces lactis fosse denominada Saccharomyces lactis.
Posteriormente essa espécie foi agrupada no género Kluyveromyces e em 1984 foi
classificada como membro da familia Saccharomycetaceae e subfamilia
Saccharomycetoideae (Bonekamp, et al., 1994). Assim como S. cerevisae a
levedura K. lactis possue seu genoma sequenciado disponivel na rede
(http://cbi.labri.fr/Genolevures/elt). Apesar das similaridades K. lactis possui
caracteristicas fisiologicas distintas de S. cerevisae, tal como um metabolismo
respiro-fermentativo e mais dependente de oxigénio — Crabtree negativo (De
Deken,et al., 1966). As diferencas fisiologicas entre S. cereviesae e K. lactis refletem
adptacdes fisiologicas e evolucdes das redes regulatérias aos nichos ecolégicos

especificos em que vivem (Bussereau, et al., 2006; Naumova, et al., 2012).

As leveduras do género Kluyveromyces, assim como outros microrganismos
presentes no leite, sdo adaptadas para a utilizacdo eficiente do principal agucar
presente neste ambiente, o dissacarideo lactose (Rubio-Texeira, 2006). A
capacidade da K. lactis de assimilar a lactose depende da presenca de dois genes,
LAC12 e LAC4, que, respectivamente, permitem a internalizagéo e a hidrolise de

lactose (Dickson & Robert, 1985). Cepas de Kluyveromyces apresentam graus
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variaveis de sensibilidade a represséo por glicose que dependem do genotipo de
cada estirpe (Breunig, et al., 1989).

Com a alta produgcdo mundial de queijo, tomar medidas de contengédo da
poluicdo originada pela eliminacdo do soro do leite no meio ambiente e sem
comprometer os rendimentos industriais, tornou-se uma necessidade. Sendo a
lactose a principal fonte de carbono presente no soro do leite, 0 seu consumo
através da fermentacéo realizada pelas leveduras K. lactis esta no topo da lista de
medidas de biorremediagdo, uma vez que a fermentacdo permite taxas de
conversdo rapidas deste contaminante em produtos com valor comercial (Rubio-
Texeira, 2006).

K. lactis e S. cerevisiae compartilham muitos aspectos da rede regulatéria que
controla o uso da lactose. A regulacdo do metabolismo de carbono em K. lactis
difere do de S. cerevisiae e reafirma a predominancia da respiracdo em K. lactis
durante o crescimento. A auséncia de formacédo de etanol em condi¢cdes aerdbicas
constitui uma grande vantagem para a producdo de proteinas heterdlogas em larga
escala em células de K. lactis. A auséncia de repressao por glicose em algumas
estirpes e uma elevada atividade das enzimas respiratorias em K. lactis sdo os
principais fatores que determinam as diferencas fisiolégicas de S. cerevisiae
(Breunig, et al., 2000).

1.3 Transporte de acUcares através da membrana

A utilizacdo de nutientes através de microrganismos envolve uma etapa de
captacdo e um processo metabdlico. As membranas biolégicas tem a propriedade
de combinar duas funcdes opostas, das quais depende a integralidade do
funcionamento das células. Por um lado, a membrana funciona como uma barreira
de separacdo entre o citoplasma e o ambiente externo permitindo a célula manter
uma composicado relativamente constante e reter os constituintes que lhe sao
propios. Por outro lado, essa membrana deve permitir a passagem de nutrientes
presentes no meio externo e de produtos residuais do metabolismo que tem de ser

libertados, isto €, a membrana é permeavel de forma seletiva.
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Os constituintes fundamentais das membranas séo fosfolipidios e proteinas
que se dispdem estruturalmente de forma que os fosfolipideos formam uma
bicamada lipidica fluida, onde proteinas atravessam essa bicamada e formam um
sistema de transportadores variados para a ceélula. A membrana celular, constitui
uma barreira ao fluxo de fons e solutos polares, incluindo H* e OH . Algumas
substancias dufundem-se passivamente através da membrana como por exemplo
0., CO,; e H0O, mas em geral, a passagem de matabdlitos e ions através da
membrana, ndo € uma questdo de permeabilidade passiva, mas sim regulada, de
modo preciso, por sistemas de transporte envolvendo a participacdo de proteinas

especificas de membrana.

A organizacgdo de uma célula viva inclui uma distribuicdo desigual de ions em
solucéo entre os dois lados da membrana e esses ions atravessam a membrana de
diferentes formas. Os mecanismos de transporte de nutrientes através das
membranas celulares podem ser divididos em dois tipos: transporte ndo mediado e
transporte mediado. No primeiro caso inclui-se a difusdo simples ou passiva através
da bicamada lipidica e, no segundo caso, a difusao facilitada e os transportes ativos
primario e secundarios que sao mediados por proteinas de membrana (Cartwright, et
al., 1989; Condea, et al., 2010; Coons, et al., 1993).

O transporte ndo mediado € a forma mais simples de passagem do composto
através da membrana. A difusdo simples depende de alguns fatores como diferenca
de concentracdo dos dois lados da membrana, do coeficiente de difusdo e
solubilidade e das caracteristicas da membrana celular. Quando o composto nao
consegue ser transportado através da membrana por difusdo simples esse
transporte precisa ser mediado. O transporte mediado distingue-se da difuséo
simples principalmente pela velocidade de transporte. Enquanto que no transporte
ndo mediado a velocidade de transporte € sempre proporcional ao gradiente de
concentracdo. Os processos de transporte mediados apresentam cinética de
saturacao sugerindo que esse sistema de transporte pode tornar-se saturado com a
substéancia transportada, e que esse sistema de transporte contém um sitio ativo no
qual o substrato ira se ligar reversivelmente. Outra importante caracteristica dos
sistemas mediados € a especificidade para a substancia transportada e o fato de

serem inibidos competitivamente por analogos estruturais. Como exemplos de

15



transportes mediados temos a difusao facilitada onde os solutos séo transportados a
favor de seu gradiente de concentragéo. Esse sistema € por definicdo um sistema de
equilibrio, isto €, no estado estacionario a concentracdo do soluto € a mesma dos
dois lados da membrana. Outro exemplo é o transporte ativo onde o soluto &
transportado através da membrana contra o seu gradiente de concentragdo. Este
transporte, tem como principal caracteristica, ser um sistema acumulativo e requerer
0 consumo de energia pela célula. O transporte ativo se divide em duas categorias
principais: transporte ativo primario e transporte ativo secundario. O transporte ativo
primério depende de uma reacao quimica com liberacdo de energia onde um anico
soluto é transportado e acontece somente em uma dire¢cdo vetorial. O transporte
ativo secundario depende de um gradiente de ions onde pode acontecer o
transporte de dois solutos na mesma dire¢ao ou dois solutos em direcdes opostas e
mediam o fluxo metabdlico em qualquer direcdo de acordo com o gradiente
prevalescente. Um aspecto importante a considerar com relagdo aos sistemas de
transporte € a regulacdo dos fendbmenos de transporte. Esse controle envolve
mecanismos de expressao genética e em termos fisiologicos os aspectos tem a ver
com o fato do transportador ser indutivo ou constitutivo, com a chamada repressao
catabdlica por glicose e com um segundo efeito da glicose, a inativagdo catabdlica.
(Nelson & Cox, 2008).

O transporte através da membrana é o primeiro passo para a utilizacdo dos
acucares pela levedura. O interesse em conhecer melhor os mecanismos de
captacdo e consumo das variadas fontes de carbono esta relacionado a melhor
aplicacdo biotecnologica do organismo. Em leveduras os transportadores néo
funcionam apenas como canais de passagem para solutos. Muitos deles possuem
grande complexidade bioquimica, exercem papel de enzimas e funcionam como
catalisadores em transportes de alta afinidade (Condea, et al., 2010). Conhecer as
variacdes bioquimicas e genéticas das vias de transporte e metabolizacdo dos
acucares nas leveduras é importante para o entendimento da regulacdo de etapas

criticas dessas vias (Flores, et al., 2000).

O transporte de acucar pelas leveduras também esta intimamente envolvido
no crescimento celular e esse envolvimento ndo se resume apenas na passagem do

acucar do meio extra para o meio intracelular. A deteccdo e a captacdo do agucar
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sao as etapas mais importantes para o crescimento da levedura, no entanto, a acéo
individual dessas etapas ndo € o suficiente para determinar as caracteristicas do
crescimento e caracterizar toda a via do metabolismo energético celular (Flores, et
al., 2000; Oudenaarden, et al., 2009).

1.4 Utilizacdo das fontes de carbono por K. lactis e controle por glicose

As fontes de carbono sdo de grande importancia para as leveduras
desde que elas propiciam constituintes para biossintese de estruturas celulares e
através da oxidacao propiciam energia para a célula. Por outro lado, a utilizacdo das
fontes de carbono e as vias metabdlicas seguidas sdo essenciais para a adequada
exploracdo de fungos em biotecnologia, ndo somente para a producdo de
bioprodutos e biomassas, mas também para o tratamento microbiano de residuos
contendo fontes de carbono. Os tipos de fontes de carbono utilizados variam de
pequenas moléculas como aclcares simples, acidos organicos e alcodis a
compostos maiores como proteinas, polissacarideos e lipideos. Carboidratos séo
geralmente as principais fontes de carbono utilizadas por leveduras e estes séo
metabolizados para propiciar energia e precursores para a sintese de estruturas
celulares. O metabolismo bésico de leveduras é bastante semelhante aqueles
encontrados em outros organismos e apesar de certas vias serem, por conveniéncia,
tratadas com independéncia deve-se enfatizar que todas as vias metabdlicas podem

ser inter-relacionadas.

Todos o0s organismos tendem a se adaptar as mudancas de condicbes
nutricionais, desenvolvendo mecanismos regulatorios que ajustam o metabolismo
celular a estas mudancas. Estes mecanismos sdo bem conhecidos para bactérias,
como E. coli, mas também séo validos para eucariotos inferiores. A atividade de uma
via bioquimica pode ser regulada pela atividade cataliticas de enzimas chaves
especificas (regulacdo alosterica) ou pela quantidade da enzima cataliticamente
ativa na célula. Enquanto efeitos alostéricos na atividade enzimatica capacita a
célula a reagir dentro de segundos, a regulacdo baseada na quantidade de enzima
age dentro de minutos ou geracfes. A quantidade de enzimas na célula pode ser

controlada por: reducéo ou repressao da sintese; inducéo da sintese ou degradacao
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especifica. Todos esses fenbmenos sdo encontrados na regulacdo do metabolismo
de carboidratos em leveduras. Em adicdo a inativagdo por glicose e degradacao

dirigida de enzimas gliconeogénicas (Holzer, 1976; Matern & Holzer, 1977).

O transporte de hexoses em S. cerevisiae é uma das etapas de maior
importancia na regulacdo do metabolismo celular de leveduras. Esse transporte é
mediado por uma gama de transportadores, como os transportadores MFS (HXT1 -
HXT17, por exemplo) e sensores de glicose extracelular como SNF3 e RGT2
(Ozcan, et al., 1999). Em leveduras ndo convencionais esse transporte pode ser
mediado por transportadores ativos ou passivos, por exemplo, em K. lactis o
transporte de glicose é feito por dois transportadores codificados pelos genes HGT1
e RAGL, sendo o primeiro o transportador de maior afinidade (Km 1 mM) e o
segundo um transportador de baixa afinidade (Km 20-50 mM). Em células com
baixas taxas fermentativas, um gene denominado RAG4 foi isolado como
transportador de hexose em K. lactis com fungcdo dupla de sensor e transportador
(Betina, et al., 2001; Ozcan, et al., 1999; Goffrini, et al., 1990; Billard, 1996). De
acordo com Riley et al. (1987), em K. lactis, galactose € transportada pelo mesmo
transportador Lac12p de lactose, uma vez que mutacdes do gene LAC12 impedem o
crescimento dessa levedura em galactose. Breuning et al. (2005) sugeriram a
existéncia de outro transportador de galactose em cepas de K. lactis, denominado
Kht3. O transporte de galactose por transportadores de glicose (Hgtl) foi
demonstrado posteriormente por Baruffini et al. (2006). Estes autores observaram
que o gene HGT1 é induzivel e que se trata de um transportador de alta afinidade

por galactose.

7

A glicose é, entre as demais fontes de carbono na natureza, a fonte de
carbono preferencial para a maioria dos microrganismos. Decifrar o0 modo de
regulacdo da glicose nas vias metabdlicas é, no entanto, uma tarefa desafiadora. Os
microrganismos desenvolveram mecanismos para utilizar preferencialmente a
glicose e essa utilizacdo preferencial € realizada em parte por repressao e ativacao
da transcricdo de genes envolvidos no metabolismo de fontes alternativas de
carbono (Kuzhandaivelu, et al., 1992). Repressdo por glicose em S. cerevisiae
descreve um mecanismo regulatdério o qual adapta o metabolismo das células a

utilizacdo de hexoses exclusivamente pela via glicolitica produzindo etanol como
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subproduto. Quando glicose, frutose ou manose estdo presentes no meio de
crescimento a sintese de algumas enzimas € reprimida, particularmente aquelas
envolvidas na gliconeogénese. Glicose e outras hexoses fermentaveis ndo somente
reprimem a sintese de varias enzimas, mas também provocam a inativacdo de um
pequeno numero de enzimas quando células de leveduras desreprimidas séo
transferidas para um meio repressor. Este fendmeno conhecido como inativagéo
metabdlica ndo € um mecanismo tdo comum como o0 da repressdo catabdlica.
Mecanismos de protedlise e fosforilacdo podem estar envolvidos na inativacao
catabdlica que pode ser reversivel ou irreversivel (Holzer, et al., 1976; Barnett, et al.,
2005; Carlson, 1998).

Dois outros mecanismos envolvidos na regulacdo metabdlica sdo o Efeito
Pasteur e o Efeito Crabtree. O Efeito Pausteur € uma ativacdo do catabolismo de
acucares por anaerobiose ou, como definido, a inibicdo da glicélise na presenca de
oxigénio (Fiechter, et al., 1981). Um exemplo do efeito Pasteur € a baixa captacéo
de acucares por células que preferencialmente respiram em relacdo a captacdo de
acucar por células fermentativas, o que pode acontecer devido a respiracdo ser
energeticamente mais favoravel que a fermentacdo. Em S. cerevisiae o Efeito
Pasteur ndo ocorre em condi¢cdes normais de crescimento e € observado somente
em condi¢cdes especificas como, por exemplo, na auséncia de uma fonte de
nitrogénio (Fiechter, et al., 1981). O Efeito Carbtree refere-se a repressdo da
respiracdo por glicose sob condicbes aerdbicas a qual leva a diminuicdo da
obsorcdo de O, e acumulacdo de etanol. Esse efeito também é considerado uma
manifestacdo da repressdo catabodlica e inclui mecanismos adicionais como

inativacao catabdlica e regulacdo de transporte.

A adaptacao as diferentes fontes de carbono requer a fungéo de, pelo menos,
trés grandes vias de sinalizac@o: a Ras/PKA, o Snfl e a rede Rgt. Snflp é uma
proteina quinase importante para a adaptagdo a uma limitacdo de glicose e outros
acucares que ndo a glicose. Devido a importancia do SNF1 para a adaptacdo a
diferentes fontes de carbono, este gene tem sido alvo importante nos estudos
metabdlicos (Hardie, et al., 2003; Casamayor, et al., 2012). Estudos com mutantes
K. lactis que tiveram o gene SNF1 deletado mostram deficiéncia no crescimento

dessas células em galactose. Os autores sugerem que a deficiéncia de crescimento
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em galactose na auséncia da proteina Snfl ndo é devida a auséncia de transcrigdo
do gene do transportador Lacl2p e sim deficiéncia da atividade do transportador
Lac12p (Wiedemuth, 2005).

Como dito anteriormente, as leveduras do género Kluyveromyces, assim
como outros microrganismos presentes no leite, sdo adaptadas para a utilizacédo
eficiente do principal agUcar presente neste ambiente: o dissacarideo lactose (Rubio-
Texeira, 2006). A capacidade da K. lactis de assimilar a lactose depende da
presenca de dois genes, LAC12 e LAC4, que, respectivamente, permitem a
internalizacdo e a hidrélise de lactose (Dickson, 1985). Cepas de Kluyveromyces
tém graus variaveis de sensibilidade a represséo por glicose que variam de acordo

com o genotipo de cada estirpe (Breunig, 1989).

1.5 LAC/GAL regulon em Kluyveromyces lactis

K. lactis possui parte do sistema GAL regulon que € altamente conservado em
Saccharomyces. Entretanto, para que esse microrganismo pudesse se adaptar a
utilizacdo da lactose como fonte de carbono algumas alteracdes se fizeram
necessarias. Para isso, foi preciso que a lactose pudesse ser captada pelas células
e que, uma vez dentro da célula, pudesse ser hidrolisada. A regulacdo Gal4-Gal80-
GAL1 presente em S. cerevisiae é, em parte, conservada em K. lactis. (Milkowski, et
al., 2001; Anders, et al., 2006).

Lactose e/ou galactose séo transportadas através da membrana das células
de K. lactis através da permease de lactose, Lacl2p, que esta presente na
membrana em niveis basais. A proteina citosélica Lac4p, corresponde a enzima 8 -
galactosidase que hidrolisa a lactose em glicose e galactose. Enquanto a glicose
pode entrar diretamente na via glicolitica, a galactose deve ser primeiramente
convertida, através da via de Leloir, no intermediario glicolitico, glicose-6-fosfato.
Galactose e ATP interagem alostericamente com a primeira enzima da via Leloir, a
galactoquinase, uma proteina bifuncional, KlGallp. Essa interacéo leva a alteragéo
conformacional que facilita a interacdo da proteina KlGallp com o repressor de
transcricdo de LAC4/LAC12, KlGal80p. KIGal80p é, estritamente, uma proteina

nuclear enquanto que KlGallp pode ser encontrada por toda a célula, isso implica
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que a interacdo ocorrida entre elas ocorre necessariamente no nucleo. O sequestro
do repressor KlGal80p através da formacdo do complexo com KlGallp reduz os
niveis nucleares de KlGal80p diminuindo a concentracdo nuclear de sua forma
repressora mais ativa, isto €, como um dimero com KlGal4p. O ativador
transcricional especifico dos genes LAC4/LAC12, KlGaldp, é entdo liberado da
inibicdo mediada pela sua interagdo com KlGal80p. A interagdo de KlGal4p com
componentes adicionais da maquinaria geral de transcricdo resulta em aumento de
até 150 vezes dos niveis de indugéo da expressao dos genes LAC4/LAC12. KlGal4p
ativa a expressdo dos genes LAC4/LAC12 através da sua ligacdo, na forma de
dimero, nas quatro sequéncias especificas de ativacdo, localizadas em uma regido
promotora comum intergénica entre LAC4 e LAC12 (Figura 1). (Chang & Dickson,

1988; Rubio-Texeira, 2006; Anders, et al., 2006; Kuzhandaivelu, et al., 1992)

Lactose
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Nucleus

Figura 1. Modelo para a regulagcédo da permeabilizacédo e hidrélise
da lactose em Kluyveromyces lactis. (Fonte: Rubio-Teixeira,
2006).
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Considerando a importancia de K. lactis no campo da biotecnologia e o pouco
conhecimento do transporte de lactose nesta espécie e a complexa regulagdo por
glicose em Kluveromyces, nds decidimos retomar os estudos de transporte e

regulacéo de lactose, em parte ja descritos na literatura.
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2 OBJETIVO

Caracterizar o(s) sistema(s) de transporte(s) de lactose em Kluyveromyces

lactis JA6 e a regulacéo envolvida no transporte e metabolizacdo deste acucar.

2.1 Objetivos especificos

* Medir a captacdo de lactose em células K. lactis crescidas em diferentes

fontes de carbono;
» Estabelecer os parametros cinéticos;

* Analisar o efeito da glicose (controle da utilizacdo de fontes alternativas de
carbono em leveduras convencionais) no transporte e metabolizacdo da

lactose;
* Analisar a especificidade do(s) sistema(s) transportador (es)

* Analisar o papel da energia no transporte de lactose.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Organismos e condi¢cdes de manutencao e crescimento

Para estocagem, as leveduras foram crescidas em YP, suplementado com
2% de glicose, em uma incubadora orbital (New Brunswick Scientific), a 200 g, a
30°C. As células foram entdo coletadas por centrifugacdo e resuspensas em meio
YPD 2% contendo 30% de glicerol e estocadas a -80-C. Quando em uso continuo,

as células foram estocadas em YPD 2% soélido.

As linhagens utilizadas nesse estudo e suas caracteristicas genéticas estao
descritas na tabela 1. O cultivo foi feito em Yeast Nitrogen Base sem aminoéacido
(YNB HIMEDIA). Ao meio YNB foi adicionada uma solucdo de aminoacidos e bases
(adenina, uracila, histidina, triptofano, arginina, metionina, tirosina, D/L leucina. D/L
isoleucina, fenilalanina, D/L valina, D/L treonina). O meio foi suplementado com
diferentes fontes de carbono (lactose, galactose, glicose), a uma concentracdo de
2% (w/v) e glicerol 3% (v/v). A levedura foi crescida em uma incubadora orbital (New
Brunswick Scientific), a 200 g, a 30°C.

Tabela 1. Linhagens utilizadas no estudo.

Linhagens Genotipo Fonte
Kluyveromyces lactis JA6 MATa ade 1-600 ade T-600 Wiedemuth
ura 3-12 trp 1-11 & Breunig, 2005
Kluyveromyces lactis JA6 LAC12- MATa ade 1-600 ade T-600 Wiedemuth
GFP ura 3-12 trp 1-11 LAC9-2 & Breunig, 2005
LAC12- EGFP

3.2 Perfil do crescimento de K.lactis JA6

O perfil do crescimento das células de K.lactis JA6 foi analisado em meio YNB
completo suplementado com 2% de lactose, 2% de glicose, 2% de galactose e 3%
de glicerol. O mesmo perfil foi analisado também para células crescidas em meio

YNB completo suplementado com 1% de glicose mais 1% de galactose e 1% de
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glicose mais 1% de lactose. Aliquotas foram coletadas e a densidade oOtica foi
mensurada em espectrofotdmetro no comprimento de 600 nm em intervalos de 4 em

4 horas em um total de 36 a 56 horas de crescimento a 30 °C em agitacéo lenta.

3.3 Medidas de captacao de lactose

As células de K. lactis JA6 foram crescidas em YNB completo, suplementado
com 2% de lactose, ou galactose, ou glicose ou 3% de glicerol, e coletadas no meio
da fase exponencial, a 3750 g, por 5 min. Lavou-se por trés vezes com agua Milli-Q
gelada e ao final, as células foram resuspensas em tampao Tris/citrato (100 mM, pH
5.0), de forma a obter uma suspensao densa de células. Aliquotas de 20 ul foram
transferidas para um tubo com fundo cénico, a qual foi adicionada mais 20 ul de
tampéo Tris/citrato (100 mM, pH 5.0). Essas células foram incubadas em banho
Maria a 30 °C durante 10 minutos. Apos a incubacgédo, adicionou-se o volume de 10
ul de solucdo [D-glucose-1-**C] lactose, agitou-se por 10s. Para interromper o
transporte de lactose, adicionou-se 5 ml de agua destilada a 4 °C, e a suspensao foi
imediatamente filtrada a vacuo em uma membrana de fibra de vidro (Type A/E Glass
Fiber Filter). Apds a lavagem a vacuo, com 5 mL de agua gelada, a membrana foi
transferida para um tubo contendo 5 ml de liquido de cintilacdo (10% Naphtaleno,
0,7% P.P.O, 0,03% POPOP em 1 litro de 1-4 Dioxano).

Para ensaios em branco adicionou-se 5 ml de &gua destilada, a 4 °C a
suspensdo celular antes da adicdo da solucdo radioativa de [D-glucose-1-**C]
lactose e seguiram-se as operacdes de filtracdo e lavagem nas condicdes ja

descritas.

Para o célculo da velocidade de captacéo de [D-glucose-1-**C] lactose

utilizou-se a férmula:

V=Acpmx 3600 x 5
10 x As x peso seco (g) x 1000

V= umoles/hora x grama de peso seco;
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A cpm= (cpml+cpm2) /2 — branco;
cpm= contagens de emissdes radioativas de C** por 1 minuto;

As= Atividade especifica da solucdo [D-glucose-1-*C] lactose dada em

cpm.nmol™.

Para o0 peso seco retirou-se duas amostras de 100 ul da suspenséo de células
em tampdo Tris/citrato. Estas amostras foram filtradas em uma membrana pré-
pesada, lavadas com 5 mL de agua Milli-Q. A primeira amostra foi retirada no inicio
do experimento e a segunda no final. As membranas foram secas em estufa a 85 °C

por 24h e pesadas em uma balanca de precisao.

A cinética da taxa de captacdo inicial de [D-glucose-1-**C] lactose foi
investigada na faixa de concentracdes de 0,025 a 10 mM de [D-glucose-1-'*C]
lactose. A radioatividade foi contada por um minuto em um sistema de cintilacdo
liguida (Beckman LS6000sc). Os dados de transporte foram processados pelo
programa GraphPad Prism, version 5.0 e os resultados foram expressos em pmoles.
htg?.

3.4 Estudos do efeito da glicose no transporte de lactose

3.4.1 Adicao de D- glicose em células crescidas em 2% de lactose — Inativacao

do sistema de transporte de lactose

A levedura K. lactis JA6 foi crescida até o meio da fase exponencial em YNB
completo, suplementado com 2% de lactose e a cultura foi dividida em trés
aliquotas. A primeira aliquota foi utilizada como controle. A segunda e a terceira
aliquota adicionou-se 100 mM de D-glicose. Aliquotas de células controle (0, 15, 30,
60 e 90 min.), e expostas a glicose por diferentes tempos (5, 15, 30, 60 min.) foram
coletadas, lavadas, resuspensas em tampdo e a taxa inicial de captagdo na
concentracdo 0,2 mM final de lactose foi medida como descrito anteriormente. A

terceira aliquota, exposta a glicose por 30 min., foi coletada por centrifugacao,
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resuspensa em tampao Tris/citrato 100 mM, pH 5.0 e a reversibilidade do efeito da
glicose foi testado nos 15, 30 e 60 min., utilizando-se 0,2 mM final de lactose

marcada.

3.4.2 Crescimento em glicose e transferéncia para 2% de lactose na presenca e

auséncia de cicloheximida ou higromicina A — “repressao por glicose”.

A levedura K. lactis JA6 foi crescida até o meio da fase exponencial em YNB
completo, suplementado com 2% de glicose e a cultura dividida em trés aliquotas. A
primeira aliquota foi utilizada como controle. A segunda e terceira aliquotas de
células foram coletadas por centrifugacéo, lavadas por trés vezes com agua Milli-Q e
resuspensas em meio YNB completo suplementado com lactose 2% e meio YNB
completo suplementado com lactose 2% mais cicloheximida 50 uM respectivamente.
Estas suspensdes foram incubadas a 200 g, a 30°C, por 4 horas. Mediu-se a
captacdo inicial de [D-glucose-1-*C] lactose nas concentracdes finais de 0.2, 1.0,

2.5 e 10 mM, utilizando o procedimento previamente descrito no item 4.2.

A levedura K. lactis JA6 foi crescida até o meio da fase exponencial em YNB
completo, suplementado com 2% de glicose e a cultura dividida em trés aliquotas. A
primeira aliquota foi utilizada como controle. A segunda e terceira aliquotas de
células foram coletadas por centrifugacéo, lavadas por trés vezes com agua Milli-Q e
resuspensas em meio YNB completo suplementado com lactose 2% e meio YNB
completo suplementado com lactose 2% mais higromicina A 5 pug/ml
respectivamente. Estas suspensdes foram incubadas a 200 g, a 30°C, por 4 horas.
Mediu-se a captacdo inicial de [D-glucose-1-'*C] lactose nas concentracdes finais de
0.05, 1.0 e 7.5 mM, utilizando o procedimento previamente descrito no item 4.2.

Realizou-se o teste de atividade da enzima B-galactosidase com extrato livre
de células para células controles e células expostas a cicloheximida 100 mM para
confirmar a ocorréncia ou ndo da inibicdo da sintese proteica durante o processo de
desrepressao. Aliquotas de 5 ml de cultura crescidas em glicose, de células
expostas por 2, 4 e 6h a lactose 2% e de ceélulas expostas a lactose 2% mais
cicloheximida foram coletadas por centrifugacéo, lavadas com agua destilada, por
duas vezes, e resuspensas em 1 ml de break buffer (16% Na,HPO,47H,0, 5,5%
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NaH,PO.H,0, 0,75% KCI, 0,246% MgSO,.7H,O, PMSF 1Mm). A lise celular foi
realizada em vortex, com ciclos alternados em banho de gelo com o auxilio de
pérolas de vidro. Apos a lise, o extrato foi centrifugado em microcentrifuga a 13000 g
por 3 minutos e o sobrenadante mantido em banho de gelo. Para dosagem da
atividade [-galactosidase uma aliquota de 50 pl do extrato livre de células foi
adicionado a 450 pl de break buffer, 200 pl de solucdo ONPG 32 mM e incubada por
10 minutos em banho Maria a 37 °C. Apds incubacgéo adicionou-se 500 pl de NaCOs
1M e a leitura foi feita em espectrofotdbmetro a 420 nm. A dosagem de proteina total

foi feita utilizando o método de Lowry.

3.4.3 Transporte de lactose em células K. lactis JA6 crescidas em glicosel% +

lactosel%

Células de K. lactis JA6 foram crescidas em YNB completo, suplementado
com glicose 1% mais 1% de lactose até o meio da fase exponencial. A cultura foi
dividida em duas aliquotas. Na primeira aliquota, verificamos a presenca de glicose
através de fitas de diagnostico (Diabur-test 5000/Glucose). As células foram
coletadas, lavadas com agua Milli-Q por trés vezes, e a captacdo de [D-glucose-1-
14C] lactose foi medida, como descrito anteriormente. A segunda aliquota da cultura
foi mantida em agitacdo até esgotar a glicose presente na cultura. Apos
esgotamento da glicose — cerca de 6h, as células foram coletadas, lavadas com
agua Milli-Q por trés vezes e a captacdo de [D-glucose-1-**C] lactose foi medida,

como descrito anteriormente.

3.5 Inibicdo por galactose (glicose, ortho-nitrophenyl-B-galactoside e ortho-

nitrophenyl-a-galactoside).

As células de K. lactis JA6 foram crescidas em YNB completo, suplementado
com 2% de lactose, e coletadas no meio da fase exponencial. Lavou-se por trés
vezes com agua Milli-Q gelada e ao final as células foram resuspensas em tampao
Tris/citrato (100 mM, pH 5.0). Aliquotas de 20 pl dessa suspensao celular forma

transferidas para tubos com fundo cénico, contendo 20 pl de tampé&o Tris/citrato (100
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mM, pH 5.0) adicionados de diferentes concentracdes de galactose (1.0 mM a 150
mM final). Os tubos contendo células mais tampéo, contendo ou ndo galactose,
foram suavemente agitados. Apds incubacdo, o volume de 10 pl de solucéo [D-
glucose-1-*C] lactose foi adicionado as células, agitou-se por 10s. Para interromper
o transporte de lactose adicionou-se 5 mL de agua destilada a 4 °C. As suspensfes
de células foram imediatamente filtradas e lavadas, a vacuo, em uma membrana de
fibra de vidro (Type A/E Glass Fiber Filter). As membranas foram transferidas para

um tubo contendo 5 ml de liquido de cintilac&o.

A cinética da taxa de captacdo inicial de [D-glucose-1-*C] lactose foi
investigada na faixa de concentracdes de 0,025 a 10 mM de [D-glucose-1-C]

lactose.

Experimentos similares de inibicdo foram feitos apds pré-incubacdo das
células com concentragBes de D-glicose que variaram de 1,5 mM a 300 mM e com
0s compostos ortho-nitrophenyl-B-galactoside e ortho-nitrophenyl-a-galactoside ao

tampéao.

3.6 Acimulo de [D-glucose-1-*C] lactose

Taxas de acumulacdo foram calculadas para [D-glucose-1-*C] lactose.
Células crescidas em 2% de lactose foram coletadas por centrifugacao, lavadas e
resuspensas em tampao Tris/citrato (100 mM, pH 5.0). O volume delO0 pL da
suspensdo celular (100 pl) foi incubada com 20 pl 2 mM [D-glucose-1-'*C] lactose.
Amostras de 20ul foram coletadas por filtragcdo em diferentes tempos (0, 20s, 60s,
2min), lavadas rapidamente com agua Milli-Q, a 4°C, e as membranas transferidas
para um tubo contendo 5 ml de liquido de cintilagdo. Em um segundo momento,
adicionou-se 40 pul de lactose 100 mM a 40 pl das células incubadas com [D-
glucose-1-'*C] lactose. Aliquotas de 20 pl foram coletadas em diferentes tempos,
apos adicdo de lactose fria (0, 30s, 1min, 2 min.), filtradas, lavadas e as membranas
transferidas para um tubo contendo 5 ml de liquido de cintilagcdo. Paralelamente,
células pré-incubadas por 1min com [D-glucose-1-**C] lactose foram adicionadas de
40 mM final de CCCP (Carbonil cianeto 3 — clorofenil hidrazona) que tem acao de

préton-ionoforo e desacoplador da fosforilagdo oxidativa em mitocdndrias.
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A analise da taxa de acumulacdo foi dada pela relagdo concentragdo
interna/concentracdo externa, considerando o volume interno 2,1 pl/mg de peso

S€ecCo.

3.7 Papel da energia no transporte de lactose

Para a investigacdo do papel da energia no transporte de lactose taxas de
acumulacdo foram calculadas para [D-glucose-1-'*C] lactose. Células crescidas em
2% de lactose foram coletadas por centrifugacéo, lavadas e resuspensas em tampao
Tris/citrato (100 mM, pH 5.0). Volumes de 400 ul dessa suspensao de células foram
incubados com DNP (1mM final), antimicina (0,2 uM final) e azida (0,5 mM final).
Ap6s incubacdo, o volume de 10 pl de solugdo [D-glucose-1-**C] lactose foi
adicionado as células, agitou-se por 10s. Para interromper o transporte de lactose
adicionou-se 5 mL de &gua destilada a 4 °C. As suspensfes de células foram
imediatamente filtradas e lavadas, & vacuo, em uma membrana de fibra de vidro
(Type A/E Glass Fiber Filter). As membranas foram transferidas para um tubo
contendo 5 ml de liquido de cintilacdo. A cinética da taxa de captacéo inicial de [D-
glucose-1-*C] lactose foi investigada nas concentracdes de 0,1; 0,4 e 2,5 mM de [D-
glucose-1-*C] lactose.

3.8 Consumo de aclcares pela K. lactis JA6 em funcdo do tempo de

crescimento

O consumo dos acucares lactose, glicose e galactose ao longo do tempo
foram determinados através de cromatografia liquida de alta performance (HPLC) -
Cromatografo Dionex Ultimate 3000 Dual acoplado a um detector de UV-Visivel,
utilizando uma coluna de troca i6bnica Phenomenex Rezex ROA, 300 x 7,8 mm e
fase movel 0,006M H,SO,4 com fluxo de 0,7 ml/min. e temperatura de 45 °C. Como
padrao utilizou-se uma solucéo contendo 15, 30, 60, 120 e 150 mM de cada acucar
(lactose, glicose e galactose). Amostras das culturas foram retiradas em intervalos
de 4h, por um periodo de crescimento de 56h. Aliquotas de 1 ml foram coletadas

para medida de D.O. (600nm) (avaliagdo do crescimento) e paralelamente
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coletaram-se amostras para dosagem dos acguUcares. Estas amostras foram
centrifugadas a 13000 g, por 2 minutos, e 0 sobrenadante foi filtrado antes da

aplicacao das amostras.

3.9 Localizagdo subcelular da Lacl2-GFP permease sob influéncia de

diferentes fontes de carbono

Células de K. lactis JA6 LAC12-GFP foram pré-crescidas em 2% de glicose e
transferidas pras YNB completo suplementado com 3% de glicerol, 2 % de lactose e
1% lactose + 1% glicose. A localizacdo da proteina lac12-GFP foi monitorada e
fotografada em diferentes tempos usando um microscopio Olympus BX50 com dleo
de imersdo em objetiva (x100). Observou-se também a localizacdo da proteina

lac12-GFP em células crescidas em 3% de glicerol.

Para melhor compreenséo do efeito da glicose sobre o transportador, 100 mM
final de glicose foi adicionado a cultura de células crescidas em 2% de lactose. A
localizacdo da proteina lac12-GFP foi observada e fotografada antes e apds a
adicao de glicose nos tempo de 5, 15, 30 e 60 minutos.
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4. RESULTADOS

4.1 Perfil do crescimento em K.lactis JA6

O perfil de crescimento em células de K.lactis JA6 foi observado através das
medidas de D.O. em intervalos de 4 em 4 horas, para células crescidas em meio
YNB suplementado com 2% de lactose, 2% de galactose, 2% de glicose e 3% de
glicerol (Figura 2) e meio YNB suplementado com 1% de glicose mais 1% de lactose

e 1% de galactose mais 1% de lactose (Figura 3).

NG
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T
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Tempo (horas)

Figura 2. Fig. 1 — Curva de crescimento de K. lactis JA6 em
YNB suplementado com 2% Glicose (A); 2% Galactose (m);
3% Glicerol (x) e 2% Lactose (o).

Os resultados mostram que as células atingem a fase exponencial mais
rapidamente quando as células séo crescidas em lactose como fonte de carbono e
gue o crescimento em glicerol € mais lento. Nao se observa um crescimento diduxico
claro em células crescidas em glicose, ou lactose, ou em presenca de

glicose+tlactose, ou galactose +lactose.
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Figura 3. Curva de crescimento de K. lactis JA6 em
YNB suplementado com 1% glicose mais 1% de lactose
('¥); 1% galactose mais 1% de lactose (+).

4.2 Medidas de captacédo de lactose

Antes de realizar os ensaios de medida de captacédo de lactose foi realizado
um ensaio preliminar para definir a linearidade da velocidade inicial de transporte em
funcdo do tempo (Figura 4). Este ensaio foi feito na concentracdo de 0.2 mM final de
lactose, e embora a captacdo tenha se mostrado linear pelo menos até o tempo de
30s, optamos por realizar 0s experimentos cinéticos com 10s, para obter um menor

background.
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Figura 4. Incorporacdo de [D-glucose-1-"*C] lactose
ao longo do tempo, em células de K. lactis JAG.

A velocidade inicial de transporte de [D-glucose-1-'*C] lactose foi determinada
em células crescidas em lactose, coletadas no meio da fase exponencial e na faixa
de concentracéo de lactose de 0,025 a 10 mM. A figura 5 mostra a cinética inicial de
transporte em células crescidas em lactose.
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Figura 5. A) Representacdo de Michaelis-Mentem da
velocidade inicial de transporte de [D-glucose-1-''C]
lactose em células de Kluyveromyces lactis JA6 cultivadas
em YNB completo 2% lactose, K= 1,49 + 0,38 mM e
Vimax.= 953,47 + 116,24 umoles.h™.g". B) Representacao
de Lineweaver-Burk da velocidade inicial de transporte de
[D-glucose-1-**C] lactose.

Os resultados indicam que o transporte de lactose seguiu a cinética de
saturacdo com os seguintes parametros cinéticos Ks de 1,49 + 0,38 Mm e Vpnax de
953,47 + 116,24 pymoles.h*.g™.

A figura 6 mostra a velocidade inicial de transporte de [D-glucose-1-**C]
lactose para células crescidas em 2% de lactose, 2% galactose, 3% de glicerol e 2%
de glicose, em fungcdo da concentracdo de lactose. Células crescidas em 2% de
glicose transportam lactose em taxas inferiores as observadas para os demais
acucares.
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Figura 6. Cinética do transporte de lactose em
células de K. lactis JA6 crescidas em 2% de lactose
(), 2% de galactose (m), 3% de glicerol (x) e 2% de
glicose (A).

Com excecao das células crescidas em glicose, que apresentam o transporte
de lactose com taxas inferiores as células crescidas nas demais fontes de carbono,
os resultados sugerem que células crescidas em galactose e glicerol transportam
lactose através de um mesmo de sistema de transporte mediado, uma vez que 0s

parametros cinéticos sao aproximadamente os mesmos (Tabela 2).
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Tabela 2. Parametros cinéticos do transporte de [D-glucose-1-"*C] lactose
em células de K. lactis JA6 crescidas em lactose 2%, galactose 2%,
glicerol3% e glicose 2%. Os dados de glicose ndo seguiram uma cinética
de saturacéo.

Fonte de carbono Vmax. (HMoles.h™.g™) Ks (MM)
Lactose 953,47 £116,24 1,49 £ 0,38
Galactose 1103,77 £ 125,04 0,67 £ 0,03
Glicerol 1068,00 2,22
Glicose ND ND

4.3 Efeitos da glicose no sistema de transporte de lactose

4.3.1 Adicéo de glicose em células crescidas em lactose

bY

A adicédo de 100 mM de glicose a culturas de K. lactis JA6 crescidas em
lactose resultou nos primeiros minutos em leve aumento da captacdo seguido por
um decréscimo da atividade do sistema de transporte de lactose como avaliado pela
velocidade inicial de captacdo de 0,2 mM [D-glucose-1-**C] lactose (Figura 7). Os
resultados também mostram que ndo had mudancas na captacdo de lactose nas
células controle e que a lavagem das células que receberam pulso de 100 mM de
glicose e a transferéncia das mesmas para tampao resultou em aumento transitério

da captacéo.

37



V(umoles.ht.gt)

60

40
20

C 1 1 1 1 1 1
0 15 30 45 60 75 90

Tempo (minutos)

Figura 7. Efeito da adicdo de 100 mM de glicose no
sistema de transporte da lactose em K. lactis JAG.
Velocidades iniciais de transporte em 2 mM [D-glucose-
1-*C] lactose. Controle (linha tracejada); 100 mM —
glicose (A) reversibilidade do efeito de glicose (¢).

A concentracdo de 100 mM se mostrou adequada por ndo haver consumo

imediato da glicose na fase inicial.

4.3.2 Crescimento em glicose e transferéncia para lactose

As células foram crescidas em 2% de glicose e entdo transferidas para meio
YNB lactose 2% e YNB lactose 2% mais 50 uM de cicloheximida, por 4h. Os dados
de captacdo de lactose mostram que a transferéncia para lactose levou ao aumento
da captacéo ainda que nao equivalente a captacado encontrada em células crescidas
em lactose (Figura8/Figura5). A transferéncia das células crescidas em glicose para
meio YNB lactose 2% contendo 50 uM de cicloheximida (inibidor de sintese proteica
em células eucaridticas - Millis, 1972), por 4h, resultou em taxas iniciais de
incorporacao de lactose similares as observadas em células transferidas para meio

contendo apenas lactose (Figura 8).

38



1200 T T T T T

1050

900

750

600

V(umoles.ht.g?)

450

300

150

0 2 4 6 8 10 12
[D-glucose-1-4C] lactose (mM)

Figura 8. Cinética do transporte inicial de
lactose em K. lactis JA6 em células crescidas
em 2% de glicose (A), células crescidas em
2% de glicose e transferidas para 2% de
lactose (o) e células crescidas em 2% de
glicose e transferidas para 2% de lactose +
50uM cicloheximida (A) por 4 horas.

Os resultados acima sugerem a recuperacdo das taxas de transporte
independente da sintese de proteinas. Como o efeito da glicose (menor taxa de
captacdo de lactose em células crescidas em glicose) e a recuperagao do transporte
(independente de sintese proteica) ndo “obedecem” a um modelo classico
resolvemos testar se cicloheximida inibe sintese proteica em K. lactis através da
medida da atividade - galactosidase em extratos celulares de células crescidas em

glicose 2% e entdo transferidas para lactose 2% na presenca ou ndo da

cicloheximida . Os resultados foram expressos em pmoles. ONPG. h-l. mg (Tabela
3).
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Tabela 3. Atividade da B-galactosidase em K. lactis JA6 na
auséncia e presenca de cicloheximida.Células foram
crescidas na presenca de 2% de glicose e 2% de lactose.
Células crescidas em 2% de glicose foram transferidas para
meio contendo 2% de lactose ou 2% de lactose + 50 uM de
cicloheximida.

Crescimento/Transferéncia Atividade .
(umoles. ONPG. h . mg)

Lactose > 300,00

Glicose 14,26

Lactose 2h 41,83

Lactose 4h 258,56

Lactose 6h 211,30

Lactose + CH 2h 35,23

Lactose + CH 4h 184,31

Lactose + CH 6h 216,49

Os resultados sugerem que em K. lactis JA6 a cicloheximida néo inibe sintese
de proteinas. As células foram entdo, novamente crescidas em 2% de glicose e
transferidas para meio YNB lactose 2% e YNB lactose 2% mais 5 pg/ml de
higromicina, por 4h. Os dados de captacdo inicial de lactose mostram que a
transferéncia para lactose levou ao aumento da captacdo ainda que ndo equivalente
a captacdo encontrada em células crescidas em lactose como anteriormente
(Figuras 9A).

A transferéncia das células crescidas em glicose para meio YNB lactose 2%
contendo ou ndo 5 pug/ml de higromicina B (inibidor de sintese proteica em células
eucaridticas - Adoutte-Panvier & Davies, 1984), por 4h, resultou em taxas iniciais de
incorporacdo de lactose similares (Figura 9A). Entretanto, esse resultado pode ter
ocorrido devido a baixa concentracdo de higromicina B. O experimento foi entdo
repetido, mas com 150 pg/ml de higromicina B (Figura 9B). O resultado mostra que
as taxas de captacdo sdo similares para células expostas e ndo expostas a

higromicina B.
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Figura 9. Cinética do transporte inicial de lactose em K. lactis JA6 em células crescidas em
2% de glicose (A). A) células crescidas em 2% de glicose e transferidas para 2% de lactose
(@) e células crescidas em 2% de glicose e transferidas para 2% de lactose + higromicina 5
pg/ml (o). B) células crescidas em 2% de glicose e transferidas para 2% de lactose (e) e
células crescidas em 2% de glicose e transferidas para 2% de lactose + higromicina 150

pg/ml (o).

4.3.3 Crescimento em 1% de glicose mais 1% de lactose

Foi demonstrado anteriormente (Figura 6) que as células de K. lactis
crescidas na presenca de glicose transportam lactose em taxas muito baixas. Neste
experimento, medimos as taxas inicias de transporte em células crescidas em 1% de
glicose mais 1% de lactose. Nossos resultados confirmam a baixa captacao,
observada anteriormente, antes do esgotamento da glicose e a recuperacao parcial

das taxas iniciais de captacédo de lactose apds o esgotamento da glicose (Figura 10).

41



1000 T T T T T T T
900F
800
700
600
500
400

V(umoles.h'l.g'l)

300
200

1007 v

ilﬁmllllll
0O 2 4 6 8 10 12 14

[D-glucose-1-1%C] lactose (mM)

Figura 10. Taxas iniciais de captacdo de
lactose em células de K. lactis JA6 crescidas
em 2% de lactose (o) e em 2% de glicose
(A). Células de K. lactis JA6 foram crescidas
em 1% de glicose mais 1% de lactose e taxas
iniciais de captacdo de lactose foram
mensuradas na presenca de glicose no meio
(V) e apds consumo da glicose (V).

4.3.4 Localizacao subcelular da Lac12-GFP permease

Em células crescidas em 2% lactose adicionou-se 100 mM de glicose.
Observa-se que o transportador de lactose lacl2p encontra-se distribuido na
membrana e em vacuolos antes da adicao de glicose. Apés 5 minutos da adicao de
glicose observa-se a mudanca na distribuicdo do transportador; a distribuicdo torna-
se mais difusa na célula e apdés 15 minutos da adicdo de glicose observa-se uma

localizacdo mais vacuolar do transportador (Figura 11).

Pré-inoculo
lactose2%

Adicdo
100mM
glicose

Figura 11. Localizacé@o subcelular do transportador de lactose lac12pGFP em células crescidas em
lactose 2% e adicionadas de glicose.
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A localizacdo do transportador também foi monitorada em células pré-
inoculadas em glicose e transferidas para meio YNB suplementado com 1% de
glicose mais 1% de lactose. Imagens das células foram feitas até que se esgotasse
a glicose presente no meio. Observa-se a distribuicdo difusa do transportador no
pré-indculo (glicose 2%). ApoOs transferéncia para meio contendo glicose mais
lactose, observa-se aumento da fluorescéncia, isto é, do nivel do transportador no
interior celular. O transportador pode ser visto na membrana e no interior da célula,
porém esse se encontra preferencialmente compartimentalizado enquanto a glicose
esta presente. Quando a glicose se esgota (24 horas de crescimento) o
transportador Lac12p esta mais presente na membrana celular (Figura 12).

Pré-inoculo
glicose2%

Glicose 1%
-
Lactose 1%

Figura 12. Localizagdo subcelular do transportador de lactose lac12pGFP em células de
Kluyveromyces lactis JA6-GFP pré-inoculadas em 2% de glicose e transferidas para 1% de glicose +
1% de lactose.

4.3.5 Atividade da B-galactosidase na presenca de glicose

A atividade da enzima [B-galactosidase também foi medida em células
crescidas em lactose na presenca de glicose. Nessas células observa-se atividade
B-galactosidica reduzida com relacdo a atividade observada em células crescidas
apenas em lactose (Tabela 4).
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Tabela 4. Atividade da -galactosidase em K. lactis JA6 crescidas em
25 de glicose, 2% de lactose e em uma fonte mista de carbono (1%
glicose+1%lactose).

Extrato Atividade )
(umoles. ONPG. h . mg)

Glicose (2%) 16,85
Lactose (2%) 449,98
Glicose (1%) + Lactose (2%) 74,88

4.4 Inibicdo competitiva do transporte de lactose por outras fontes de carbono

Segundo relatos da literatura, em K. lactis lactose e galactose sdao
transportadas pelo mesmo transportador, Lacl2 permease (Riley, et al., 1987).
Nossos dados preliminares com concentracbes de inibidor (galactose)
correspondente a 2X e 20 X a concentracdo da lactose sugerem que a inibicdo so
ocorre em concentracdes mais elevadas de galactose (acima de 4 mM final) (Tabela
5). O experimento de inibicdo por galactose foi refeito em altas concentragbes de
galactose. A tabela 6 mostra a inibicdo do transporte da lactose por galactose. Os
dados confirmam que Lacl2 € um transportador que além de transportar lactose,

transporta galactose com baixa afinidade.

44



Tabela 5. Velocidades iniciais de captac@o de lactose na presenca de galactose 2 e 20 vezes mais
concentrada que [D-glucose-l-“C] lactose.

[D-glucose-1-"C] lactose] V(umoles. h™. g™)
(mM)
Auséncia de galactose [galactose] 2x [galactose]20x

0,05 43 37 40

0,10 78 92 83

0,25 210 217 189

0,50 308 304 282

1,00 530 491 512

2,00 801 731* 588*

* Inibic&o por galactose.

Tabela 6. Velocidades iniciais de captacdo de lactose na presenca de galactose 50 Mm e 100 mM.

[D-glucose-1-"C] V(umoles. h™. g™)
lactose] (mM)
Auséncia de galactose Galactose 50 mM Galactose 100 mM
0,15 127 77 53*
0,5 370 246* 181*

* Inibig&o por galactose.

Testes similares foram feitos com adicdo de glicose, ortho-nitrophenyl-f-
galactosideo e ortho-nitrophenyl-a-galactosideo. Os dados ndo mostraram uma
inibicdo por glicose, nas concentracbes 50 e 100 mM final. Para os derivados
galactosideos, também n&o observamos inibicdes. Entretanto, os dados com os
galactosideos podem néo ser conclusivos por termos usados baixas concentracdes

(méximo 10 mM final).

4.5 Actimulo de [D-glucose-1-*C] lactose

Desde que a capacidade das células em acumular um substrato pode ser
uma indicagdo de um transporte ativo, as células foram crescidas em lactose e a

acumulacao de lactose foi medida em células incubadas com 0,35 mM de lactose.
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As estas células adicionou-se CCCP 40uM ou 40 mM de lactose fria. A adicdo de
CCCP provocou uma gqueda na taxa de acumulacao, isto €, a razdo de acumulagéo
de 3,07 encontrada para células crescidas em lactose, caiu para um valor proximo
de 1.0 apos 60-80 seg. A adicdo de lactose 40 mM néo induziu a saida de [D-

glucose-1-*C] lactose de dentro das células (Figura 13).
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Figura 13. Razdo de acumulagcdo de [D-glucose-1-
“C] lactose em células de Kluyveromyces lactis JA6.

Este experimento foi refeito e o efeito do CCCP foi confirmado. Entretanto,
temos dois problemas, ndo tinhamos um analogo ndo metabolizavel da lactose para
medir a acumulacdo e por outro como a lactose marcada poderia estar sendo
transformada em outro composto; seria dificil detectar a saida de [D-glucose-1-**C]

lactose induzida por lactose fria.

4.6 Papel da energia no transporte de lactose

Células crescidas em YNB suplementado com 2% de lactose foram
previamente incubadas, antes da adicdo da [D-glucose-1-'*C] lactose, com DNP (1

mM final), antimicina A (0,2 pM final) e azida sodica (0,5 mM final) por 10 min. Os
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resultados mostram a queda nas taxas iniciais de captacdo de [D-glucose-1-'*C]
lactose para células que foram incubadas com azida e DNP. Células incubadas com
antimicina ndo apresentaram queda significativa nas taxas iniciais de captacédo de
lactose se comparadas com células que foram apenas crescidas em lactose (Figura
14A). A acdo da antimicina no transporte de lactose foi entdo investigada em células
de K. lactis JA6 incubadas com uma concentracdo maior de antimicina A (100 yM
final), onde se observa que o transporte de lactose foi parcialmente afetado (Figura
14B).
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Figura 14-A) Taxas iniciais de captagdo de [D-glucose-1-'"C] lactose em K. lactis JAG
crescidas em YNB 2% lactose (e) e pré-incubadas com: antimicina A 0,2 uM (@), DNP 1

mM (m) e azida sédica 0,5 mM (a).B) Taxas iniciais de captacdo de [D-glucose-1-'“C]
lactose em K. lactis JAG crescidas em YNB 2% lactose (e) e pré-incubadas com: antimicina
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4.7 Consumo de acucares pela K. lactis JA6

A Figura 13 mostra consumo dos acgucares pela K. lactis JA6. Glicose em uma
concentracdo de 2% €& consumida em 44 horas enquanto 2% de lactose séo
consumidos em 20 horas (Figura 15-A;B). Para células crescidas em glicose 1%
mais lactose 1% observa-se o consumo simultdneos dos agucares, mas observa-se
também que as células gastam um tempo similar para consumir 1% de lactose
aguele gasto para as células crescidas em lactose consumirem 2% de lactose

(Figura 15-C; B). Ao analisar o perfil de consumo de agucares em células crescidas
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em lactose juntamente com galactose nés observamos o consumo preferencial de

lactose, sendo a lactose consumida em 16 horas.
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Figura 15. Consumo de glicose, galactose e lactose em Kluyveromyces lactis JA6. A)
Crescimento celular em 2% glicose (A) e consumo de 2% de glicose (A). B) Crescimento
celular em 2% de lactose (o) e consumo de 2% de lactose (o). C) Crescimento em 1% de
glicose+1% de lactose (V) e consumo em 1% de glicose (A) e 1% de lactose (o). D)
Crescimento em 1% de lactose + 1% de galactose (#) e consumo de 1% de lactose (o) e
1% de galactose (0).

4.8 Localizacdo subcelular da Lacl2-GFP permease sob influéncia de

diferentes fontes de carbono

A localizacéo subcelular do transportador Lac12pGFP em células de K. lactis
JAG foi investigada para células crescidas glicose 2% e transferidas para glicerol 3%
e lactose 2% e células crescidas em 3% de glicerol. Células pré-inoculadas em 2%

de glicose foram transferidas para meio contendo 3% de glicerol. Observa-se o
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aumento da fluorescéncia e uma localizagcdo tanto membranar quanto difusa apos a
transferéncia. No caso da transferéncia para lactose 2%, nds observamos efeito
similar, mas a localizacdo membranar é mais clara com 4h de crescimento. O
aumento da fluorescéncia indica aumento intracelular do transportador Lacl2p
(Figural3).

Pré-inoculo
glicose 2%

Figura 16. Localizagdo subcelular do transportador de lactose Lac12pGFP em células de K. lactis
JA6-GFP pré-inoculadas em 2% de glicose e transferidas para 3% de glicerol e 2% de lactose
células de K. lactis JA6-GFP crescidas em 3% de glicerol..

Os resultados mostram que células crescidas em 3% de glicerol mostram uma
localizacdo vacuolar até 6h de crescimento. Apds 8h de crescimento a distribuicdo

do transportador se mostrou tanto membranar quanto difusa.
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5. DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste trabalho representam uma contribuicao
para o entendimento do mecanismo do transporte, metabolizacdo e regulacéo de
lactose em K. lactis.

Testes iniciais de transporte de lactose mostraram que esse transporte ocorre
de forma linear pelo menos na faixa de tempo 0-30s. O transporte de lactose segue
a cinética de saturacdo, com 0s seguintes parametros cinéticos para ceélulas

crescidas em lactose ( Vma= 953 umoles. h™. gt e Ks =1,5 mM).

7z

Nossos resultados mostram que este transportador € constitutivamente
expresso, isto é, as células sdo capazes de expressar o transportador de lactose
independente da fonte de carbono utilizada para o crescimento. Estudos prévios de
transporte da lactose em K. lactis sugerem a existéncia de um transporte mediado
para lactose em células, com Ks de 2.8 mM em células crescidas em lactose
(Dickson & Barr, 1983). Nossos resultados precisam os parametros cinéticos do
transporte de lactose, algo que nao foi possivel nos experimentos feitos por Dickson
& Barr. Além do mais, estes autores referem-se ao sistema transportador como um
sistema indutivo, considerando que o mecanismo pelo qual a indugdo dos genes
LAC12 e LAC4 é bastante semelhante em S. cerevisiae e em K. lactis (Rubio-
Teixeira, 2006).

Com relacdo a especificidade do sistema transportador, nossos resultados
confirmam que o sistema transporta ambos 0s aguUcares: lactose e galactose. Porém
ele apresenta baixa afinidade por galactose. Este resultado est4d de acordo com
resultados prévios (Dickson and Barr, 1983). Entretanto, a literatura nos mostra que
K. lactis possui outros sistemas para transportar galactose (wiedemuth & Breuning,
2005; Baruffini et al., 2006). Devido aos nossos dados de crescimento celular da K.
lactis JA6 em galactose acreditamos que haja, nessa estirpe de K. lactis, outro
transportador de alta afinidade para galactose, o que vem confirmar estudos de
novos transportadores desse acgUcar ja descritos na literatura (Wiedemuth &
Breuning, 2005; Fukasawa, et al., 2012).
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Uma vez caracterizado como um processo mediado, nés procuramos ver se
tratava-se de um sistema de difuséo facilitada ou de um transporte ativo secundario,
ou seja, acumulativo. Nossos resultados mostram que a acumulacdo de lactose é
afetada quando o potencial de membrana é rompido por adicdo de CCCP, um
agente despolarizante de membrana. NOs tentamos também ver o efluxo de lactose
marcada, usando como estratégia adicdo de lactose fria. NO0s observamos um
pequeno efluxo, mas o ideal era termos a possibilidade de analisar a acumulagéo
de um analogo ndo metabolizavel da lactose (Castro & Loureiro-Dias, 1991). De
qualquer forma, os dados obtidos com CCCP sugerem um sistema acumulativo,

caracterizando-o como um transporte ativo secundario.

Com o intuito de fortalecer dados prévios, nos estudamos o efeito de
inibidores da cadeia respiratéria e de um préton ion6foro no transporte de lactose.
Azida sddica (inibidor da citocromo oxidase) e DNP (proton ion6foro) reduzem as
taxas iniciais de transporte de lactose. N6s ndo observamos efeito claro da
antimicina A (inibidor do complexo Il da cadeia respiratéria) no transporte de
lactose. Células de K.lactis sdo capazes de crescer em glicose na presenca da
antimicina A. Este fenétipo é devido a uma variacdo alélica do gene RAG1. As
variantes resistentes a antimicina A tém um alelo recessivo e sdo denominados Rag®
(Wésolowski-Louvel, et al., 1992).

Como colocado anteriormente, nossos resultados mostram que esse
transportador é constitutivo, mas por outro lado nés observamos que as taxas de
captacdo de lactose séo inferiores para células crescidas em glicose. Se por um
lado, K. lactis ndo apresenta repressao classica por glicose, por outro observa-se a
reducdo do transporte de lactose em células crescidas em glicose. Na tentativa de
entender o controle por glicose varios experimentos foram feitos. N6s observamos
gue a transferéncia das células crescidas em glicose para lactose, eleva as taxas de
captacdo de lactose, mas nunca ao nivel apresentado por células crescidas em
lactose. Adicionalmente, este efeito independe de sintese proteica. Portanto, estes
resultados ndo caracterizam um efeito classico de glicose na transcricdo de genes

envolvidos no transporte de fontes alternativas de carbono (Horak, 2013).

Em um segundo conjunto de experimento, n0s procuramos estudar a possivel
inativagao do sistema transportador por glicose. Nossos resultados ndo mostram a
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inativacdo do sistema e sim uma ativacdo temporaria seguida de uma ligeira
diminuicdo do transporte. Estudos anteriores, mostram que o sistema de transporte
de lactose é regulado pos-transcriptionalmente; sua localizacdo sub-celular é
dependente da fonte de carbono e da concentracdo do agucar no meio (Wiedemuth

& Breunig, 2005; Rigamonte, et al., 2011).

Nossos dados de fluorescéncia, obtidos com a cepa K. lactis JA6 LAC12-
GFP, na qual a proteina GFP encontra-se fusionada ao Lacl2, confirmam dados
prévios da literatura, relativos a localizacdo sub-celular do transportador. A
intensidade do sinal de GFP e o numero de estruturas coradas, a nosso ver
sugerem uma regulacéo transcriptional e pos-transcriptional. Por exemplo, as células
crescidas em glicose apresentam coloracdo mais fraca e mais difusa, comparadas
as células crescidas em lactose. Os dados de transporte de células crescidas em
glicose e transferidas para lactose estdo em acordo com os dados de fluorescéncia,
isto € menor expressdo e uma localizacdo mais difusa para células crescidas em
glicose e um transporte maior em células transferidas para lactose. Glicose reprime
o regulon lactose-galactose em K. lactis através da acdo de SNF1p e MIG1p (Dong
& Dickson, 1997). Embora, estas proteinas tenham papel similar na regulacdo do
regulon da galactose em S. cerevisiae e K. lactis, a maneira pela qual estas
proteinas agem e o0 grau de regulacdo de cada um destes regulons sdo Unicas
(Dong & Dickson, 1997). O papel de Snflp na acumulacdo de Lacl2-GFP na
membrana plasmatica foi descrita por Wiedmuth e Breunig (2005). Os niveis de RNA
que transcrevem para Lacl2 e Lac4 em SNF1 mutantes e em cepas selvagens
transferidas de um meio contendo glicose para um meio contendo galactose, sugere
um papel repressor da glicose sobre a expressédo destes genes (Wiedmuth e
Breunig, 2005). A fluorescéncia das células crescidas em glicerol se mostrou difusa,
distribuida tanto na membrana quanto em vacuolos, o que confima a
constitutividade do sistema de transporte de lactose em K. lactis JA6, embora

esperassemos uma localizacdo mais membranar para células crescidas em glicerol.

Linhagens Kluyveromyces apresentam variavel de sensitividade a repressao
por glicose (Kuzhandaivelu et al.,, 1992). Nossos dados de consumo de fontes de
carbono confirmam este achado desde que, embora a presenca de glicose retarde o

consumo de lactose, isto é, para se consumir 1% de lactose foram necessarias 24h.
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Para as células crescidas em 1% de glicose + 1% lactose, enquanto 2% de lactose
foram consumidas no periode de 24 h para células crescidas em 2% de lactose. Por
outro lado os dados mostram o consumo simultaneo de glicose e lactose. A glicose
resultante da hidrolise da lactose parece retardar o consumo de galactose, quando

as células sao crescidas em lactose mais galactose.

O papel repressor da glicose parece envolver a combinacdo de etapas de
regulacdo transcricional e pos traducional. A prevaléncia do metabolismo mais
oxidativo propicia a K. lactis uma vantagem particular com relacdo a outras
leveduras desde que permite a ela um rendimento maior em biomassa e

consequentemente na geracao de alguns produtos.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O sistema de transporte de lactose em K. lactis JA6 pode ser caracterizado
como transporte ativo secundario, constitutivo, com alta afinidade por lactose ( Km
da ordem de 1 — 2 mM) e baixa afinidade por galactose. A regulagdo do transporte
por glicose se da tanto a nivel transcriptional como pdés-traducional, no entanto esse
controle, embora apresente elementos classicos da regulacdo por glicose em
Saccharomyces € Unico para os dois géneros. A prevaléncia do metabolismo
oxidativo propicia vantagens do ponto de vista biotecnoldgico a K. lactis. Apesar da
versatitilidade de aplicacdo de Kluyveromyces, ndo so para a eliminacéo da lactose
do soro de leite, mas também para a producdo de produtos de interesse das
industrias de alimento e farmacéuticas, novas vantagens podem ser obtidas atraves
da transferéncia da sua capacidade de assimilar lactose para Saccharomyces
cerevisiae. Um melhor entendimento da genética e da fisiologia de Kluyveromyces
permitira o desenvolvimento de estratégias para o uso desta levedura e 0 sucesso
da transferéncia do trato genético para Saccharomyces cerevisiae, que apresenta,

por exemplo, maior capacidade fermentativa.
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