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Resumo 

 

As fontes de nitrogênio do meio são classificadas como preferenciais e não-

preferenciais, de maneira que as primeiras inibem a expressão dos genes 

responsáveis pela metabolização das segundas por um mecanismo chamado de 

Repressão Catabólica do Nitrogênio (Nitrogen Catabolic Repression - NCR). No 

presente estudo avaliamos o padrão de regulação dos genes do metabolismo central 

do nitrogênio na levedura Dekkera bruxellensis. Foram definidos quatro grupos de 

fontes de nitrogênio baseados no crescimento celular. Em seguida, o padrão de 

expressão dos genes do metabolismo central do nitrogênio mostrou que fenilalanina, 

embora do grupo quatro, é o maior indutor das permeases Gap1p e Put4p, 

resultando em sua elevada taxa de consumo. Já a histidina, indutora da permease 

Put4p, promove maior indução dos genes que codificam as enzimas de assimilação 

de amônia. Quando o mecanismo NCR é inibido pela presença de metionina 

sulfoximina no meio, ocorre a desrrepressão dos genes que codificam as 

permeases. E finalmente, os resultados mostram que nitrato, definido no grupo dois 

induz o mecanismo de sinalização intracelular de regulação gênica semelhante ao 

que se observa quando as células estão no estado de privação de nitrogênio no 

meio. Isto complementa os estudos anteriores nos quais mostramos que a 

assimilação de nitrato altera o estado fisiológico da célula para respiração mesmo na 

presença de alta concentração de glicose no meio. 

 

Palavras-chave: Assimilação de nitrogênio; Metionina sufoximina; Regulação 

gênica; Repressão catabólica. 



 

Abstract 

The nitrogen sources in the medium are classified as preferential or non-preferrential, 

so that the first inhibit expression of genes responsible for metabolism of the latter by 

a mechanism called Nitrogen Catabolic Repression (NCR). In the present study we 

evaluated the pattern of gene regulation of the central nitrogen metabolism in yeast 

Dekkera bruxellensis. It was defined four groups of nitrogen sources based on cell 

growth. Then, the expression pattern of the central nitrogen metabolism genes 

showed that phenylalanine, though belonging to group four, is the biggest inducer of 

genes of permeases Gap1p Put4p, resulting in its high consumption rate. Moreover, 

histidine induces the gene encoding permease Put4p and promoted the highest 

induction of the genes encoding the enzymes of ammonia assimilation. When the 

NCR mechanism was inhibited by the presence of methionine sulfoximine in the 

medium there was derepression of the genes encoding for permeases. Finally, the 

results showed that nitrate, defined in the group two, induced the intracellular 

signaling pathway gene regulation similar to that seen when cells are in a state of 

nitrogen deprivation in the middle. This complements our previous studies that 

showed that the nitrate assimilation alter the physiological state of the cell to 

respiration even in presence of high glucose concentration in medium. 

 

Keywords: Nitrogen assimilation; Sufoximina methionine; Gene regulation; Catabolic 

repression 
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1 Introdução 

O nitrogênio é um nutriente essencial para todas as formas de vida. Para isto, 

as células são capazes de transportar e utilizar uma grande variedade de 

compostos nitrogenados, bem como para sintetizar todas as moléculas que são 

essenciais para o desenvolvimento celular. As leveduras, assim como a Dekkera 

bruxellensis, podem usar quase 30 compostos contendo nitrogênio, estas 

moléculas entram nas células através de permeases e são utilizadas em reações 

de biossíntese ou liberando nitrogênio na forma de amônia, glutamato ou ambos. 

Para isto a célula possui um controle transcricional de genes envolvidos no 

catabolismo e transporte dos compostos nitrogenados, a repressão catobólica do 

nitrogênio (NCR) é um desses fatores que regula a maioria dos genes envolvidos 

no transporte e metabolismos das fontes secundárias de nitrogênio. Esta 

regulação é determinada pela “qualidade” ou preferência de utilização dos 

nutrientes a serem metabolizados. Para isto estudos são realizados para definir 

quais os tipos de compostos nitrogenados estão classificados, a exemplo dos 

aminoácidos que possuem formas diferenciadas de serem metabolizados e, desta 

forma, respondem de forma diferente ao controle do nitrogênio. Além do NCR, 

existe também o regulador global do crescimento celular a partir do nitrogênio, a 

via TOR. Este também participa da regulação de compostos nitrogenados, pois 

responde ao crescimento na presença de glutamina, esta é sintetizada através de 

uma enzima chamada glutamina sintetase (GLN1), esta quando está inibida, 

deixa de produzir a glutamina diminuindo, assim, o crescimento celular. A 

Metionina Sufoxamina (MSX) é um desses inibidores desta enzima e, desta 

forma, ajuda a definir de que forma a inibição influencia na expressão gênica de 

outras proteínas. Por esta razão, o presente trabalho demonstra como as 

permeases de aminoácidos e da repressão catabólica responde à presença de 

diferentes compostos nitrogenados em Dekkera bruxellensis, bem como, define o 

comportamento desta levedura na presença do inibidor da enzima GLN1, a 

Metionina Sufoxamina. 
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2 Revisão da Literatura 

2.1 Dekkera bruxellensis 

A levedura Dekkera bruxellensis é uma das principais causas da 

deterioração do vinho em todo o mundo (BOULTON et al., 1996; FUGELSANG, 

1996; DELFINI e FORMICA, 2001; LOUREIRO e MALFEITO-FERREIRA, 2003). 

Também é freqüentemente associada com ambientes com altas concentrações 

de etanol e, por isso, considerada uma contaminante neste processo (DE SOUZA 

LIBERAL et al., 2007; PASSOTH et al., 2007) que pode causar diminuição da 

produtividade volumétrica do etanol e, consequentemente prejuízo econômico 

para as indústriais (DE SOUZA LIBERAL et al., 2007). Apesar desta aparente 

contribuição negativa para os processos industriais, dados vem mostrando que 

esta levedura é capaz de produzir etanol em rendimentos muito próximos aos 

apresentados por Sacharomyces cerevisiae e, esta grande adaptação a torna um 

excelente candidato alternativo a produção industrial de etanol (DE SOUZA 

LIBERAL et al 2007; BLOMQVIST et al 2010; ROZPEDOWSKA et al 2011), 

principalmente a partir de hidrolisados de biomassa lignocelulósica (GALAFASSI 

et al 2011), mostrando que esta levedura possui uma vantagem adaptativa em 

relação a S. cerevisiae no ambiente industrial.  

Para isto D. bruxellensis deve apresentar taxa de crescimento diferencial 

mais alta do que a levedura principal nas mesmas condições (DE SOUZA 

LIBERAL et al 2007), e isto ocorre pelo fato desta levedura possuir maior 

resistência a etanol, superando a população de S. cerevisiae nas fases finais da 

fermentação (RENOUF et al., 2006). Embora os rendimentos sejam muito 

próximos àqueles calculados para S. cerevisiae, o maior problema está na baixa 

produtividade decorrente de lenta assimilação de açúcares (BASÍLIO et al 2008; 

PEREIRA et al 2012). Apesar disto a levedura D. bruxellensis adaptou-se a 

condições ambientais limitantes, tais como altas concentrações de etanol, os 

valores de pH baixos (FUGELSANG, 1996) e assimilação de fontes pobres de 

nitrogênio (ROZPEDOWSKA et al. 2011), por exemplo, D. bruxellensis 

preferencialmente usa íons de amônia, mas também pode usar o nitrato (DE 

BARROS et al, 2013; GALAFASSI et al, 2011). Este composto é encontrado no 

caldo de cana pelo processo de adubação do campo por fertilizantes a base de 

nitrato. Por esta razão, o nitrato pode ser utilizado como fonte de nitrogênio para o 
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crescimento celular de D. bruxellensis (DE BARROS PITA et al, 2013). Isto pode 

explicar a diferença na velocidade de crescimento desta levedura em relação à S. 

cerevisiae no processo industrial (DE SOUZA LIBERAL et al., 2007). 

 Na literatura atual usam-se os gêneros Dekkera e Brettanomyces 

praticamente como sinônimos. Isto porque Bretanomyces refere-se a  forma 

anamorfa (assexuada) e Dekkera  ao teleomorfo (sexuado). As espécies 

Brettanomyces/Dekkera anomala, B./D. bruxellensis, B. custersianus, B. 

naardenensis e B. nanus compõem atualmente este complexo. A primeira 

referência ao gênero Brettanomyces remonta no ano de 1904, quando Hjelte 

Claussen isolou a levedura de cerveja britânica. Em 1960 foi relatada a formação 

de ascósporos em B. bruxellensis, o que levou à reclassificação do gênero 

Brettanomyces (VAN DER WALT e VAN KERKEN, 1960). Portanto o novo gênero 

Dekkera foi proposto para acomodar as formas ascosporas (VAN DER WALT, 

1964). A primeira tentativa para determinar a sequencia do genoma de D. 

bruxellensis foi em 2007 (WOOLFIT et al., 2007). Em 2012, todo o genoma de 

duas diferentes linhagens de D. bruxellensis foi determinado e estão agora 

disponíveis ao público (http://genome.jgi.doe.gov / Dekbr2 / Dekbr2.home.html por 

Piskur et al., 2012; e GenBank: AHIQ01000137.1 por Curtin et ai., 2012). Piskur et 

al. (2012) determinou toda a sequência do genoma da linhagem Y879 (CBS2499) 

o qual é atualmente usado como genoma de referência para esta levedura. Até o 

momento existem 5636 genes seqüenciados na linhagem CBS2499 (Y879) (DOE 

Joint Genome Institute), e até agora, a base de dados compreende 4929 

sequências de proteína.  

2.2 Metabolismo do nitrogênio 

As vias metabólicas em levedura estão em sintonia com a disponibilidade 

de nutrientes.  A utilização de aminoácidos e de vias biossintéticas conta com 

vários modos de regulação para coordenar eventos metabólicos. Nestes 

caminhos, mecanismos gerais e específicos (GAAC e NCR) atuam no controle da 

transcrição dos genes relacionados com o metabolismo desses compostos, 

percebendo a disponibilidade de nitrogênio no ambiente, controlando a absorção 

desta fonte e coordenando os processos catabólicos e anabólicos. Como revisado 

por Cooper (1982) e esquematicamente representado na Figura 1, a levedura 

pode usar uma variedade de compostos nitrogenados como única fontes de 
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nitrogênio para o crescimento. No entanto, cada aminoácido suporta uma taxa 

distinta de crescimento. A capacidade de usar ácidos aminados e outros 

compostos nitrogenados requer sua internalização e, para isto, as células de 

levedura possuem múltiplas permeases para facilitar o seu transporte através da 

membrana plasmática, no qual será abordado com mais detalhe no decorrer 

deste trabalho (MAGASANIK et al, 2002; GODARD et al, 2007).  

Notavelmente, a presença de aminoácidos externos induz a expressão de 

várias permeases de alta especificidade e, assim, os aminoácidos induzem a sua 

própria absorção. Esta resposta transcricional é mediada pelo sensor Ssy1-Ptr3-

Ssy5 (SPS) localizado na membrana plasmática (LJUNGDAHL 2012). Uma vez 

internalizado, compostos nitrogenados podem ser utilizados diretamente em 

processos biossintéticos, desaminados para gerar amônia, ou servir como 

substratos de transaminases, transferindo os grupos amina para um α-

cetoglutarato para formar glutamato (COOPER 1982; MAGASANIK 1992; 

MAGASANIK e KAISER, 2002). Em células cultivadas em glicose, a amônia pode 

ser assimilada por duas reações, por exemplo, a síntese de glutamato a partir de 

amônia e α-cetoglutarato catalisada pela glutamato desidrogenase dependente de 

NADPH (GDH1) (reação 1) (Figura 1), e a síntese de glutamina a partir de 

glutamato e de amônia por glutamina sintetase (GLN1) (reação 2).  

As várias fontes de nitrogênio utilizadas pelas leveduras são 

frequentemente classificadas como sendo preferencial ou não preferencial 

(pobres). Esta classificação tem como base dois critérios. O primeiro critério é 

quão bem os compostos individuais ajudam no crescimento quando estão 

presentes como única fonte de nitrogênio. O segundo critério reflete a 

constatação de que as fontes preferidas de nitrogênio geralmente reprimem os 

processos necessários para a utilização das fontes de nitrogênio não 

preferenciais (COOPER 1982; MAGASANIK 1992; MAGASANIK e KAISER, 

2002). 
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Figura 1: Representação esquemática do metabolismo de aminoácidos, mostrando as fontes 
preferenciais (em verde) e não preferenciais (vermelho). As fontes de nitrogênio oriundas de 
aminoácidos preferenciais são convertidas a glutamato, e os esqueletos de carbono são desviados 
em piruvato e α-cetoglutarato. Aminoácidos de cadeia ramificada, os aromáticos e a metionina 
(dentro da caixa) é transformado em α-cetoglutarato por transaminases formando glutamato. Os 
compostos nitrogenados são sintetizados a partir do glutamato ou da glutamina, como indicado 
nas setas azuis. Reações anabólicas (1 e 2) são catalisadas pela glutamato desidrogenase 
(GDH1) dependente de NAPH e glutamina sintetase (GLN1). As reações catabólicas (3 e 4) são 
catalisadas pela glutamato sintetase (GLT1) dependente de NADH e glutamato desidrogenase 2 
(GDH2) dependente de NAD

+
 (DAIGNAN-FORNIER et al, 2012).  

 

Esta resposta ao controle das fontes nitrogenadas ocorre através da 

regulação transcricional do nitrogênio que é comumente referida como repressão 

catabólica do nitrogênio (NCR). Este mecanismo NCR tem como função 

assegurar que as células utilizem seletivamente fontes de nitrogênio preferidas 

quando eles estão disponíveis, e na ausência de uma fonte de nitrogênio 

preferencial, cause a desrepressão geral de genes regulados por NCR permitindo 

que as células passem a usar as fontes alternativas de nitrogênio, ou seja, os 

nãos preferenciais (DE BARROS PITA, et al., 2013). 

A classificação de fontes de nitrogênio não é absoluta, e seus efeitos 

repressivos podem variar significativamente entre diferentes linhagens de 
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levedura. Godard et al. (2007) analisou cuidadosamente os padrões de expressão 

do gene em células de tipo selvagem (S1278b) crescendo em meios contendo 

glicose como fonte de carbono e diferentes fontes de nitrogênio, incluindo 16 

aminoácidos individuais. Os resultados revelaram que as culturas de leveduras 

cresceram a taxas variáveis para a fonte de nitrogênio, no entanto, nas 

comparações nos padrões de expressão gênica, não foi possível observar 

variações significativas nos níveis de genes de resposta ao estresse geral. 

Consequentemente, as células se adaptaram a qualidade da fonte de nitrogênio 

para atingir um estado de equilíbrio de crescimento e para isto, é necessário um 

conjunto de respostas via membrana plasmática para cada fonte de nitrogênio.   

 

2.3 Permeases para fontes nitrogenadas 

A resposta estabelecida pela célula parte de proteínas altamente 

específicas ou gerais, como é o caso da resposta mediada pela amônia. A amônia 

é considerada a fonte preferencial de nitrogênio por células de Sacharomyces 

cerevisiae A entrada de amônia na célula é facilitada por três permeases 

codificadas pelos genes MEP1, MEP2 e MEP3, sendo a proteína Mep1p 

considerada uma permease de média afinidade a íons amônia, Mep3p de menor 

afinidade, mas com alta capacidade de transporte e Mep2p é considerada uma 

permease de alta afinidade, podendo agir como sensor de íons amônia.  

As células de levedura usam aminoácidos externos para síntese protéica e, 

em alguns casos, como fonte de nitrogênio alternativa. Diferentes permeases, 

sujeitas a diferentes processos regulatórios, regulam a captação de aminoácidos 

para dois fins diferentes. A permease de alta capacidade para aminoácido, 

Gap1p, e a permease prolina-específica, Put4p, fornece a principal via de 

absorção de aminoácidos para o metabolismo catabólico e, como tal, estão 

sujeitas a repressão da transcrição através da via NCR. A proteína Gap1 é uma 

permease com baixa especificidade que é capaz de transportar diferentes 

aminoácidos para o interior das células, e está sujeita à inativação alostérica pela 

presença de nitrogênio amoniacal no meio (DEBAILLEUL et al, 2013). Portanto, 

no mecanismo NCR ocorre não apenas a repressão ou dos genes como a 

inativação das proteínas já formadas pela presença de amônia no meio.  
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Uma coleção de permeases de aminoácidos com especificidades 

relativamente restritas fornece absorção de aminoácidos. Estas permeases de 

aminoácidos são induzidas em conjunto pelo sistema SPS (ver abaixo) na 

presença de aminoácidos (CHEN et al, 2002). Várias permeases específicas a 

diferentes tipos de fonte de nitrogênio foram relatadas em S. cerevisiae. Por 

exemplo, Agp1p é uma permease geral para a maioria dos aminoácidos enquanto 

que Gnp1p transporta apenas Leu, Ser, Thr, Cys, Met, Gln e Asn. As permease 

Bap2p e Bap3p são capazes de transportar Ile, Leu, Val, Cys, Met, Phe, Tyr e Trp. 

A permease Dip5p transporta Glu, Asp, Gln, Asn, Ser, Ala e Gly, enquanto que 

Tat2p transporta Phe, Trp e Tyr. A permease Put4 transporta Ala, Gly e Pro, 

enquanto que Can1p, Lyp1p e Alp1p são transportadores específicos para 

aminoácidos catiônicos (CONRAD et al, 2014).  

Na tabela 1 estão classificados todos os principais genes responsáveis 

pelo transporte de compostos nitrogenados, destacando os que foram usados 

neste trabalho, além do tipo de regulação no qual está sendo submetida. 

 

Tabela 1: Relação dos genes de permeases encontrados em Sacharomyces sereviseae 

com a sua utilização e regulação. Em negrito os genes estudados neste trabalho. 

Família de permeases dos aminoácidos 

Genes Substrato específico Regulação Referência 

AGP1 Permease de capacidade 
média. 
(Val, Ile, Phe, Met, Ser, Leu, 
Thr, Cys, Asn, Tyr, Ala, Gly, 
Gln, Pro) 

Sensor-
SPS, NCR, 
GAAC 

Andréasson et al. (2004); 
Iraqui et al. (1999); 
Schreve et al. (1998) 

GAP1 Controle geral dos 
aminoácidos (todos os 
aminoácidos, GABA, 
peptídeos, poliaminas) 

NCR, GAAC André et al. (1993); 
Jauniaux and Grenson 
(1990); van Zeebroeck 
et al. (2009) 

PUT4 Permease de alta afinidade 
para prolina (Val, Ala, Pro, 
GABA) 

 André et al. (1993); 
Jauniaux et al. (1987) 

Família das permeases de Amônia 

MEP1 Média afinidade NCR Marini et al. (1994) 

MEP2  Alta afinidade, sensor de 
amônia 

NCR Lorenz and Heitman (1998); 
Marini et al. (1997) 

MEP3 Baixa afinidade NCR Marini et al. (1997) 
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Uma vez dentro da célula, a amônia reage com α-cetoglutarato (ou 2-

oxoglutarato), intermediário do ciclo do ácido tricarboxílico, ou ciclo de Krebs, 

produzindo glutamato, com gasto de um mol de NADPH por mol de amônia 

assimilada. Essa é a via principal de assimilação de amônia em S. cerevisiae a 

qual é catalisada pela enzima glutamato desidrogenase 1 codificada pelo gene 

GDH1 (MARINI et al, 1997). Existe um parálogo deste gene chamado GDH3 que 

codifica uma isoforma alternativa para esta reação. Dependendo do estado 

energético e da disponibilidade de amônia no meio, a reversão desta reação da 

degradação de glutamato de volta a amônia e α-cetoglutarato, gerando NADH, é 

catalisada pela enzima glutamato deseidrogenase 2 codificada pelo gene GDH2. 

Em seguida o glutamento é aminado às custas de ATP para a produção de 

glutamina pela glutamina sintase, ou GS, codificada pelo gene GLT1 

(MAGASANIK et Al, 2003). Altenativamente a glutamina pode ser reconvertida a 

glutamato com a transaminação de um de seus grupamentos amina para uma 

molécula de α-cetoglutarato, gerando dois glutamatos e consumindo NADH. Esta 

reação é catalisada pela enzima Glutamato-OxoGlutarato AminoTransferase, ou 

GOGAT (LORENZ et al, 1998). Essa via GS-GOGAT é alternativa em S. 

cerevisiae, só utilizada em condições específicas de desbalanço energético, 

limitação de nitrogênio e outras, mas pode se constituir na via principal de 

assimilação de amônia como nas levedura Kluyveromyces lactis e K. marxianus 

(DE MORAIS JR 2003). A importância das vias GDH e GS-GOGAT em D. 

bruxellensis ainda é desconhecida. 

 

2.4 Repressão catabólica do nitrogênio (NCR) 
 

Os genes que compõem o NCR são controlados por um conjunto de 

componentes de regulação, incluindo Ure2p e os quatro fatores GATA de 

transcrição Dal80p, Gzf3p, Gln3p, e Gat1p. As proteínas Dal80 e Gzf3 atuam 

como repressores que constitutivamente localizam para o núcleo para a 

repressão dos genes submetidos ao NCR. Por outro lado, as proteínas Gln3 e 

Gat1 são encaminhadas para o núcleo sob condições que de escassez de fontes 

preferenciais de nitrogênio para desreprimir a expressão de genes sensíveis ao 

NCR. Todos os quatro fatores de transcrição possuem motivos do tipo zinc-finger 

que reconhece e se liga à sequencia consenso GATAAG presentes nos 

promotores dos genes submetidos ao NCR (GEORIS 2009 et al., 2011).  
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Análises de microscópicas e estudos de fracionamento subcelular sugerem que 

uma porção significativa de Gln3p está associada à membrana em células 

cultivadas na presença de fonte preferencial de nitrogênio a partir da interação 

Ure2p-Gln3p (COX et al 2002; PURIA et al. 2008). Em escassez de nitrogênio 

essa interação é desfeita e Gln3p migra para o núcleo para induzir a expressão 

dos genes alvo. A proteína Gat1 também migra para o núcleo em células 

cultivadas em fontes não preferenciais de nitrogênio (KULKARNI et al., 2006). No 

entanto, em contraste com Gln3p, Gat1p aparece em grande parte independente 

de Ure2p (GEORIS et al. de 2008, 2009b). 

2.5 Controle geral do metabolismo dos aminoácidos 

Tal como referido por Jones e Fink (1982), muitas enzimas de vias 

biossintéticas de aminoácidos são induzidas em resposta a falta de qualquer 

aminoácido. Esta regulação é denominada de controle geral de aminoácido ou 

GAAC (HINNEBUSCH E NATARAJAN 2002; HINNEBUSCH 2005). O mecanismo 

GAAC é necessário para a sobrevivência de células cultivadas em meios com 

escassez de aminoácidos ou em fontes não preferenciais de nitrogênio. Nessa 

condição o gene GCN4 é então induzido como sinal da indução do mecanismo 

GAAC e a conseqüência fisiológica da produção da proteína Gcn4 está 

representada na Figura 2. 
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Figura 2: Representação esquemática da via global GAAC dependente de transcrição de 
Gcn4. GAAC é ativada quando os níveis de qualquer aminoácido tornar-se limitante, 
levando a alterações nas concentrações de tRNAs (ZABORSKE 2009 et al., 2010). 
tRNAs se ligam e ativam a quinase GCN2, que fosforila Ser-51 da subunidade α do fator 
de iniciação da tradução eIF2 (WEK et ai. 1989; DONG et ai. 2000; QIU et al. 2001). O 
eIF2a fosforilada exibe uma maior afinidade para a troca de GTP a GDP fator eIF2Β 
(GEF), inibindo competitivamente a taxa de troca de nucleotídeos, resultando numa 
redução na taxa de TC e formação de eIF2-GTP-Met-tRNAi. O gene codifica o fator de 
transcrição Gcn4. Uma variedade de estímulos resulta em níveis aumentados de Gcn4 
(HINNEBUSCH e NATARAJAN 2002). Algumas dessas respostas atingem diretamente 
GCN2 (CHERKASOVA et al 2010; ZABORSKE 2009 et al, 2010) e algumas funções de 
forma dependente, aparentemente em paralelo. Notavelmente, a estabilidade de Gcn4 é 
aumentada sob escassez de aminoácido (KORNITZER et al 1994; SHEMER et al 2002; 
BOMEKE et al 2006; AVIRAM et al 2008; STRECKFUSS-BOMEKE et al 2009).  

 
2.6 Regulação do metabolismo do nitrogênio pela Via TOR 
 

A via TOR é a responsável pela regulação do crescimento celular em função 

da disponibilidade e da metabolização das fontes de nitrogênio do meio. A 

presença no meio de cultura de amônio, ou outras fontes preferenciais de 

nitrogênio como glutamato, glutamina ou asparagina, é transduzida por meio de 

sensores de membrana para os componentes desta via, que por sua vez induz a 

expressão dos genes relacionados com o crescimento celular. A via de 

sinalização TOR é, portanto um regulador global que controla o crescimento 
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celular. Os componentes centrais desta cascata de sinalização são as proteínas 

quinases Tor, que foram identificadas primeiro em leveduras como alvos do 

agente antifúngico rapamicina, que também possui atividade imunossupressora 

em humanos (LOEWITH et al., 2002). O tratamento de células com rapamicina 

tem mostrado alterações fisiológicas que incluem parada do ciclo celular, inibição 

da síntese de proteínas, acúmulo de glicogênio e indução do mecanismo de 

autofagia, que se assemelham aos observados em células privadas de nutrientes. 

Estes e outros resultados suportam a visão de que Tor é ativado por sinais 

derivados de aminoácidos de forma positiva e rege a uma infinidade de processos 

anabólicos, incluindo a tradução, transcrição, biogênese e deposição de actina em 

locais de crescimento celular, enquanto que regula negativamente processos 

catabólicos, tais como a degradação de proteínas, a desestabilização do RNAm e 

autofagia. A versatilidade das quinases Tor para regular esta vasta gama de 

respostas celulares deriva da sua capacidade de associar fisicamente com outras 

proteínas e, assim, coordenar funcionalmente diversas vias de sinalização 

(ARONOVA et al., 2007).  

Entre a ampla variedade de compostos nitrogenados utilizados pelas células 

de levedura, a glutamina é a fonte preferida de nitrogênio (Magasanik, 1992). A 

glutamina é um intermediário chave no metabolismo do nitrogênio, necessária 

para a biossíntese de purina e pirimidina e outras moléculas contendo nitrogênio, 

tais como NAD+ (MAGASANIK, 1992). Em células de levedura, a síntese de 

glutamina é catalisada exclusivamente por glutamina sintetase (GS) codificada 

pelo o gene GLN1 (BENJAMIN et al, 1989).   

Os genes regulados pelo mecanismo NCR são expressos sobre limitação de 

nitrogênio ou através de tratamento com rapamicina. A via TOR inibe a expressão 

desses genes sequestrando os fatores GATA envolvidos na transcrição de GLN3 

e GAT1, mantendo-os no citoplasma (BECK et al, 1999). Na presença de uma 

fonte preferencial de nitrogênio, Gln3p é fosforilada e é mantida no citoplasma 

pela interação com Ure2p. Em limitação de nitrogênio ou tratamento de 

rapamicina, Gln3p é desfosforilada pela fosfatase Sit4p, deliga-se de Ure2p e é 

translocada para o núcleo onde ativa os genes alvo. Magasanik e colaboradores 

(1992) propuseram que Gln3p é inibida por glutamina, que, por sua vez, sugere 

que TOR pode perceber a presença de glutamina. Portanto, este aminoácido é 

um dos elementos chave, senão o mais importante, na regulação do metabolismo 
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do nitrogênio em S. cerevisiae e a sua produção via atividade GS está 

diretamente relacionada com a ativação de TOR e do NCR. 

 
2.7 Efeito da Metionina Sufoxamina no crescimento celular em levedura 
 

Em condições de presença de fonte rica em nitrogênio, tais como glutamina 

ou um de seus derivados, o complexo quinase TOR1 (TORC1) é ativado 

(CRESPO et al., 2002). TORC1, por sua vez, fosforila Tap42p e isto potencializa a 

formação do complexo Tap42p-Sit4p-TORC1 (DI COMO, et al., 1996). Isto 

sequestra a fosfatase Sit4p e a impede de desfosforilar Gln3p, mantendo assim 

Gln3 no itoplasma em associação com Ure2 (Beck e Hall, 1999). Como resultado, 

os genes sensíveis a NCR são reprimidos (COX, et al., 2000, GEORIS et al., 

2008). Em limitação de nitrogênio ou no tratamento das células com um composto 

chamado rapamicina ocorre a dissociação Tap42p-Sit4p e Tap42-PP2A do 

complexo TORC1, com ativação de Sit4 e PP2A (YAN, et al., 2006). Com isso 

Gln3p é defosforilado, entra no núcleo, liga-se a os elementos GATA e ativa a 

transcrição do genes submetidos ao NCR. O regulador Gat1p parace ser regulado 

de forma semelhante ao Gln3 (BECK e HALL, 1999) (Fig. 4). 

A glutamina sintetase (GS) é uma enzima que desempenha um papel 

essencial no metabolismo de nitrogênio por catalisar a condensação de glutamato 

com amônia para formar glutamina (Fig. 3). Esta enzima é inibida pelo composto 

metionina sulfoximina (MSX) e com isso a produção de glutamina é bloqueada. 

 

 
Figura 3: reação da glutamina sintetase para formar glutamina. 

 

O tratamento de células com rapamicina ou com MSX mimetiza os efeitos de 

limitação de nitrogênio no meio, que resulta na translocação de Gln3p para o 

núcleo e consequente desrepressão dos genes controlados pelo NCR (BERTRAM 

et al., 2000, HARDWICK et al., 1999, CRESPO et al., 2002). Portanto, MSX pode 

ser usado para a indução de limitação de nitrogênio. 
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Figura 4: representação esquemática da ativação da via TOR na presença de glutamato ou outra 
fonte de nitrogênio. A figura também mostra onde a metionina Sufoxamina funciona, inibindo o 
gene GLN1. A figura com coloração vermelha representa que estão inativos.  

 
 
2.8 Assimilação de Nitrato 
 

De maneira geral, as fontes de nitrogênio quando assimiladas devem gerar 

amônia intracelular para a produção de glutamato e glutamina. Os aminoácidos 

assimilados servem em parte diretamente para a síntese proteica e em parte 

como doadores de nitrogênio para os compostos nitrogenados da célula a partir 

da atividade das aminotransferases (aminoácido + -cetoglutarato = glutamato + 

-cetoácido) (MAGASANIK, 1992). Este mecanismo também foi estudado em 

outros organismos, já que se trata do metabolismo essencial para a manutenção 

celular (MAGASANIK, 2002; MAGASANIK, 2003; MARZLUF, 1997). 

Apesar da capacidade das leveduras utilizarem uma grande variedade de 

compostos nitrogenados, a assimilação de nitrato e nitrito é restrita a algumas 

poucas espécies (SIVERIO, 2002). Ávia et al (1995) iniciou os estudos 

moleculares sobre os mecanismos da assimilação de nitrato em Hansenula 

polymorpha, clonando o gene de YNR1 codificante da enzima nitrato redutase.  O 

processo de assimilação de nitrato ocorre na entrada de NO3
- 

através de 

transportador de alta afinidade codificado pelo gene YNT1 (ÁVILA et al., 1995, 

ÁVILA et al., 2002). Uma vez assimilado o nitrato é metabolizado a amônia via 

duas reduções consecutivas catalisadas pela nitrato redutase, codificada pelo 
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gene YNR1, que reduz NO3
- 

a NO2
-

 usando uma molécula de NADPH e pela 

nitrito redutase, codificada pelo gene YNI1, que reduz NO2
- 

a NH4+ com uso de 

três moléculas de NADPH (SIVERIO, 2002).  

A levedura D. bruxellensis é também capaz assimilar nitrato e a identificação 

destes genes foi possível com o primeiro sequenciamento do genoma da levedura 

(WOOLFIT et al., 2007). Esses três genes estruturais estão localizados em um 

cluster que contém também os genes YNA1 e YNA2 codificantes de fatores de 

transcrição do tipo Zn(II)2Cys6 nas duas espécies de levedura (ÁVILA et al., 

1998; ÁVILA et al., 2002; WOOFIT et al 2007) (Fig. 5). 

 

 

 

 

Figura 5: Representação esquemática dos genes envolvidos no metabolismo do Nitrato, 
fazendo uma junção com a via de síntese de glutamato e glutamina. A figura mostra a 
inibição por Metionina Sufoxamina (MSX), que inibe a expressão de GLN1, que codifica a 
glutamina sintetase. 
 

Além disso, estudos já foram realizados para comprovar o efeito do nitrato 

na fisiologia da levedura, observando que a assimilação deste causa a diminuição 

do crescimento das células, o consumo de açúcar e a produção de etanol 

(BARROS PITA, 2013). Portanto, a compreensão da influência do metabolismo de 

nitrato em D. bruxellensis, pode ser importante para trazer novas informações 

deste mecanismo. 
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2.9 Método de análise de expressão gênica 

 

A técnica de PCR quantitativa (qPCR) ou em Tempo Real tornou-se um 

padrão para a quantificação da expressão gênica. Desde o seu surgimento em 

1992 (HIGUCHI et al., 1992) tem sido utilizada permitindo uma quantificação 

rápida, precisa e sensível dos níveis de RNA mensageiro (SCHEF et al., 2006). 

PCR em Tempo Real refere ao processo onde é possível monitorar a produção de 

amplicons durante cada ciclo da PCR (HIGUCH et al., 1993). Antes da utilização 

desta técnica, a RT-PCR convencional era utilizada para a quantificação de RNA 

mensageiros específica. Entretanto, este método não é capaz de determinar a 

quantidade inicial de moléculas alvo, porque no final dos ciclos de amplificação a 

quantidade amplicon depende não apenas da quantidade inicial, mas também de 

variações técnicas que ocorrem durante a reação (LIU e SAINT, 2002). 

As reações de PCR em Tempo Real são realizadas em termocicladores que 

permitem a detecção de uma molécula repórter fluorescente. Existem várias 

técnicas para a detecção desta fluorescência, incluindo sondas fluorescentes por 

hidrólise do tipo TaqMan® (Amplied Biosystems, Foster City, CA, USA) e corantes 

intercalantes do tipo SYBR Green®. O SYBR Green® é um exemplo de um 

corante intercalante que floresce após sua ligação a uma dupla fita de DNA. No 

decorrer da reação a quantidade de molécula de SYBR Green® vai sendo 

intercaladas, produzindo uma maior fluorescência à medida que os ciclos vão 

sendo gerados. Contudo SYBR Green® liga-se indiscriminadamente a qualquer 

dupla fita de DNA, e artefatos como dímeros de primer e erros de amplificação 

contribuem para a fluorescência detectada (ZIPPER et al, 2004). 

  Geralmente a PCR consiste de três diferentes estágios cinéticos 

(FREEMAN et al., 1999, WILHELM e PINGOUD, 2003). Na primeira fase, de 

amplificação exponencial, o crescimento dos produtos de PCR é detectável como 

sinal fluorescente (nesta etapa ocorre a duplicação dos produtos de PCR a cada 

ciclo). A fase linear é caracterizada por um aumento linear dos produtos, à medida 

que os reagentes vão tornando-se limitantes. Na fase estacionária ou plateau, 

nenhum amplicon adicional é produzido, devido à escassez de alguns reagentes 

(FREEMAN et al., 1999, PANNETIER et al., 2003). Para a análise de dados da 
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PCR em Tempo Real a fase exponencial é crucial. Na figura 6 estão 

representadas as fases mencionadas.  

Dois conceitos precisam ser determinados em uma reação de qPCR. O 

“Ct” (Cycle threshold) e a eficiência da reação. O valor de Ct é definido como um 

número fracionário de ciclos onde a curva cinética da PCR alcança uma 

quantidade de fluorescência limiar definida pelo pesquisador, ou automaticamente 

pelo programa do termociclador. Este ponto deve ser posicionado na fase 

exponencial da curva, isto é, acima do background e abaixo da fase estacionária. 

A eficiência da reação é o ponto principal em uma análise de qPCR. Em uma 

situação ideal, a quantidade de amplicons deve teoricamente dobrar de um ciclo 

para o outro, o que seria equivalente a uma eficiência de 100% (Applied 

Biosistems, User Bulletin #2). 

 

 

Figura 6: representação de uma amplificação de PCR em Tempo Real. O eixo Y 

corresponde a fluorescência emitida pela molécula repórter fluorescente (Rn), e o eixo X 

representa o número de ciclos gerados.  

 

A análise de quantificação por qPCR pode ser realizada em níveis 

absolutos (número de copias de um DNA/RNA específico, quantificação absoluta) 

ou níveis relativos (amostra 1 possui duas vezes mais RNA que a amostra 2, 

quantificação relativa). Para a quantificação relativa, o método mais utilizado é o 

2-ΔΔCt, este consiste na relação entre duas amostras (controle e teste), gene alvo e 
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gene endógeno. Para cada amostra, a diferença de valores de Ct entre o gene 

alvo e o controle endógeno é calculado (ΔCt). A seguir, subtrai-se o valor de ΔCt 

da condição controle do valor de ΔCt condição teste (ΔΔCt). O valor negativo 

desta subtração é utilizado como expoente de “2” na equação. O valor obtido é 

normalmente referido como RQ (Relative Quantity ou Quantidade Relativa) 

(VANGUILDER et al., 2008). 

Desta forma, é possível utilizar esta técnica para definir o nível de 

expressão relativa das permeases de nitrogênio, sabendo o quanto a qPCR é 

bastante sensível, capaz de determinar a variação de níveis de expressão gênica 

em diversas condições. Isto servirá para conduzir os estudos referentes à 

repressão catabólica exercida pelo nitrogênio.  
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3 Objetivos 

3.1 Geral 

Determinar a expressão relativa dos genes envolvidos no metabolismo 

central de assimilação de nitrogênio em função do tipo e a disponibilidade dessas 

diferentes fontes no meio de cultura 

3.2 Específicos 

 Determinar a capacidade de utilização de cada um dos vinte aminoácidos 

por Dekkera bruxellensis para crescimento celular; 

 Determinar a regulação da expressão dos genes do metabolismo central 

da amônia e do nitrato sob efeito do inibidor Metionina Sufoxamina 
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4 Material e Métodos 

4.1. Análises fisiológicas para fontes de nitrogênio 

4.1.1. Linhagens e meios de cultivo celular 

O laboratório de Genética de Microrganismo da Universidade Federal de 

Pernambuco possui mais de 30 isolados de D. bruxellensis coletados de diversas 

destilarias de álcool espalhadas pelo Nordeste do Brasil. A linhagem utilizada 

para este estudo foi a GDB 248 cujas características fisiológicas para o 

metabolismo do carbono (LEITE et al 2012) e nitrato (DE BARROS PITA et al 

2011) tem sido estudadas. As células foram mantidas em meio YPD sólido (1% de 

extrato de levedura, 2% de peptona e 2% de glicose) e cultivados em meio 

sintético definido YNB (Yeast Nitrogen Base) sem aminoácidos e sem amônio, 

suplementados com glicose para 20 g/L e com as diferentes fontes de nitrogênio 

(Tabela 2), de forma que a na concentração final de nitrogênio no meio seja 75 

mM. 

4.1.2. Ensaios de crescimento celular 

As células de D. bruxellensis GDB248 foram pre-cultivadas em meios 

sintéticos contendo diferentes fontes de nitrogênio e  utilizadas para inocular o 

mesmo meio (10 ml de pré-inóculo e 200 µl de volume final) em placas de 

microdiluição estéreis para a densidade óptica inicial de 0,1 a 600 nm. Os cultivos 

foram realizados no equipamento Multi-Mode Microplate Reader, Synergy™ HT, 

Biotek (Suiça) nas condições 30 °C a uma agitação constante. Cada condição 

testada em triplicata de forma que os resultados foram apresentados como média 

e desvio padrão para cada ponto da curva de crescimento. Essas curvas foram 

utilizadas para determinação da velocidade específica de crescimento (, h-1) a 

partir da inclinação da fase logarítmica segundo a equação: Bd = Ln2/Grate; sendo 

Bd = tempo de duplicação da biomassa, Ln2=logaritmo natural do número 2 e Grate 

= taxa de crescimento celular.  

Esses valores foram utilizados para se estabelecer uma classificação das 

diferentes fontes de nitrogênio segundo a capacidade de metabolização pelas 

células da levedura. 
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Tabela 2: descrição das concentrações de cada fonte de nitrogênio utilizada no trabalho. 

Fonte de Nitrogênio Concentração de Trabalho (g/L) 

Glicina 5,63 

Serina 7,88 

Cisteína 9,08 

Tirosina 13,59 

Ácido aspártico 10 

Ácido glutâmico 11,03 

Arginina 3,26 

Histidina 3,88 

Asparagina 5 

Prolina 8,63 

Fenilanina 12,39 

Valina 8,78 

Triptofano 7,65 

Treonina 9 

Lisina 5,48 

Leucina 9,83 

Isoleucina 9,83 

Metionina 11,19 

Alanina 6,68 

Glutamina 55,24 

Nitrato de sódio 6,4 

Ureia 2,25 

Sulfato de amônia 4,9 

 

4.1.3. Teste com Ninidrina para consumo de nitrogênio livre 

O consumo de nitrogênio durante o cultivo celular foi determinado pelo teste 

com Ninidrina, a qual reage com o grupamento amina dos aminoácidos gerando 

uma coloração púrpura, cuja intensidade varia com a concentração do aminoácido 

no meio. A solução de ninidrina (sol. A) foi preparada dissolvendo-se 8 g de 

Ninidrina em 400 ml do diluente composto por 300 ml de solução de etileno glicol 

(1%) e 100 ml de solução de acetato de sódio 4 M a pH 4,5. Esta solução é 

estável à temperatura ambiente durante pelo menos 6 meses. A segunda solução 
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é feita dissolvendo 500 mg de Cloreto Estanho (SnCl2) em 5ml de etileno glicol 

(1%) (sol. B). A solução de reação foi preparada na hora do ensaio misturando-se 

25 µl da solução B com 1 ml da solução A. A concentração de nitrogênio da 

amostra foi medida misturando-se 20 µl da amostra da cultura com 200 µl da 

solução de reação. A mstura foi incubada a 100ºC por 10 minutos, seguindo de 

incubação a 4ºC por 5 minutos. Em seguida foram adicionados 2.8 ml de água 

ultra-pura e a absorbância em 575 nm. As determinações foram realizadas em 

duplicata para cada amostra Foram realizadas curvas dose-resposta de 

calibração com soluções de glicina, alanina, fenilalanina, histidina, isoleucina e 

amônio. Este último serviu como referência já que não reage com a niidrina. 

4.2. Análises da regulação do metabolismo dos aminoácidos 

4.2.1. Inibição por Metionina Sulfoximina (MSX) 

A regulação do metabolismo dos aminoácidos em D. bruxellensis foi 

avaliada a partir da inibição da enzima glutamina sintase pelo composto metionina 

Sulfoximina (MSX), o que foi descrito, inativa a via de sinalização TOR em S. 

cerevisiae. Inicialmente concentração mínima inibitória (MIC) de MSX foi 

determinada em meio sintético definido YNB contendo glicose a 20 g/l e as 

principais fontes de nitrogênio (amônia, nitrato, glutamato e glutamina) na 

concentração de 75 mM de nitrogênio final. 

4.3. Análise de expressão gênica 

4.3.1. Extração de RNA 

Para realizar os ensaios de quantificação relativa da expressão gênica as 

células de D. bruxellensis foram cultivadas em meio mínimo (YNB) em diferentes 

fontes de nitrogênio até as culturas alcançarem a OD de 0,5 a 600nm. Após isso 

as células foram coletadas em tubos cônicos de 15 ml, imediatamente congeladas 

e armazenadas em freezer -80oC até o momento da extração. Para o isolamento 

do RNA, as células armazenadas foram descongeladas e centrifugadas a 10.000 

rpm por 5 minutos a 4oC. O Sobrenadante foi descartado e ao sedimento celular 

foi suspenso em 250 µl de solução AE (Acetato de sódio 50 mM e EDTA 10 mM 

pH5,3) e 60 µl de solução de SDS a 10%. A mistura foi homogeneizada em 

agitador tipo vortex e incubada em banho-maria a 65oC por 10 minutos. O lisado 
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foi centrifugado a 10.000 rpm por 5 minutos a 4oC e o sobrenadante transferido 

para um microtubo de 1,5 ml. O RNA total foi purificado com auxílio do kit 

NucleoSpin® RNA II (Macherey-Nagel), seguindo o protocolo fornecido pelo 

fabricante. Após a extração as amostras de RNA foram congeladas em freezer -

20oC. 

Para as análises referentes à inibição com MSX, as células de D. 

bruxellensis foram cultivadas em meio sintético definido (YNB) contendo glicose a 

20 g/l e em uma das diferentes fontes de nitrogênio testadas (Glutamato, 

Glutamina, Amônia e Nitrato) na concentração de 75 mM de nitrogênio. As células 

foram cultivadas até a cultura alcançar OD de 1,0 a 600nm, coletadas, 

centrifugadas e ressuspensas no mesmo volume do meio de crescimento 

adicionado de MSX para 20 mM. As células foram incubadas por uma hora e 

processadas como acima. 

4.3.2. Quantificação e avaliação de integridade de RNA total 

As amostras de RNA foram quantificadas em espectrofotômetro Nanodrop 

(GE Health Care, EUA), segundo as instruções do fabricante. Para a 

determinação da concentração e pureza, as absorbâncias de 260nm e 280nm 

foram observadas. A relação Abs260/Abs280 ideal deve ser próxima de dois para 

o RNA puro, sendo aceitáveis valores entre 1,9 e 2,1. A quantificação foi realizada 

utilizando-se a seguinte conversão: uma unidade de absorbância a 260nm 

representa 40 µg de RNA por /ml. Para a determinação da integridade das 

amostras de RNA, as mesmas foram submetidas à eletroforese em gel de 

agarose 1%, utilizando-se tampão de corrida apropriado (TAE) tratado com 

DEPC. Para a corrida, foram utilizados 4 µl da amostra de RNA e 1 µl de tampão 

de amostra. O gel foi corado com brometo de etídeo e visualizado em 

transluminador UV.  

4.3.3. Síntese de cDNA  

O cDNA foi sintetizado usando-se o kit ImProm-IITM Reverse Transcription 

System Promega II (Promega, USA), seguindo instruções do fabricante. A 

quantidade inicial de RNA utilizada foi de 1 µg para cada tubo de 40 µl de reação 

de transcrição reversa. 
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4.3.4. Sequências gênicas e condições de amplificação 

As sequências de nucleotídeos dos genes MEP1, GAP1, PUT4, GDH1, 

GDH2, GLT1, YNR1, YNT1, YNI1, YNA1, GAT1 e EFA1 foram obtidas do banco 

de dados do NCBI. Os primers foram desenhados com o auxílio do software 

Primer Express® da Apllied Biosystems 

(http://www.appliedbiosystems.com/support/apptech/), obedecidos os seguintes 

critérios: tamanho do amplicon entre 70 e 150pb; tamanho do oligo entre 19 e 21 

nucleotídeos; conteúdo GC entre 20 e 80% e Tm média de 60oC (DE BARROS 

PITA et al 2011, 2012, 2013).  

4.3.5. RT-PCR Quantitativa (RT-qPCR) 

Os ensaio de PCR em Tempo Real foram realizados no sistema de detecção 

ABI Prism 7300 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), utilizando o kit SYBR 

Green PCR /master Mix seguindo instruções do fabricante (Applied Biosystems). 

Os parâmetros utilizados para a amplificação dos genes em todos os ensaios 

realizados foram: 95oC por 10min, para a ativação da Taq polimerase e 40 ciclos 

de 95oC por 15 segundos e 60oC por 1 minuto. 

4.3.6. Método de quantificação e controle endógeno 

O método 2-ΔΔCt foi utilizado para a quantificação relativa da expressão 

gênica. Este método relaciona a expressão do gene alvo com a de um controle 

endógeno, normalmente um gene constitutivo, em diferentes condições e 

momentos. O controle endógeno é utilizado para corrigir variações relacionadas a 

diversos passos anteriores à reação de qPCR, como extração e quantificação de 

RNA, transcrição reversa, entre outras variações, ou seja, são genes que 

representam expressão considerada uniforme em todas a amostras estudadas. 

Para esta função, foi escolhido o gene EFA1 de D. bruxellensis, codificante da 

cadeia alfa do fator de elongação de tradução nesta levedura. Este gene foi 

amplificado utilizando-se o cDNA de todas as amostras e observado quanto à 

uniformidade de sua expressão. 

 

 

http://www.appliedbiosystems.com/support/apptech/
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4.3.7. Análise dos resultados 

Ao final da amplificação, os dados gerados foram analisados no software 

SDS v.2.0 da Applied Biosystems. O cálculo de quantificação relativa 2-ΔΔCt foi 

realizado em planilhas do software Microsoft® Office Excel® 2007. 
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5 Resultados 

5.1. Avaliação da velocidade de crescimento celular em presença de aminoácidos 

 

A levedura D. bruxellensis foi cultivada em cada um dos meios de cultura 

contendo cada um dos 20 aminoácidos como fonte de nitrogênio, além de 

amônio, ureia e nitrato, como definido na tabela 2. A taxa específica de 

crescimento foi calculada a partir da fase de crescimento exponencial das curvas 

de crescimento e serviram para classificar quatro grupos de fontes de Nitrogênio: 

Grupo 1 ou fonte preferencial, grupo 2 ou fonte secundária, grupo 3 ou fonte não-

preferencial e grupo 4 ou fonte de baixa metabolização (Fig. 7).  

O grupo 1 foi composto por amônio e pelos aminoácidos Arginina, Peptona, 

Glutamina, Lisina e Treonina. Em média, essas fontes promovem crescimento das 

células de D. bruxellensis em velocidades próximas àquelas observada em meio 

com peptona (Fig. 8A). Já o grupo 2 foi composto pelos aminoácidos Ácido 

glutâmico, Glicina, Alanina e Ácido aspártico, além de Nitrato e Urea (Fig. 8B). O 

grupo 3 foi composto por Valina, Serina, Histidina, Asparagina, Isoleucina e 

Leucina (Fig. 8C). Por fim o grupo 4 foi composto por Tirosina, Metionina, 

Triptofano, Fenilalanina, Prolina e Cisteína (Fig. 8D). 

5.2. Assimilação das fontes de nitrogênio 

Os ensaios realizados para definir o consumo de nitrogênio a partir do 

método de ninidrina mostraram consumo semelhante em torno de 90% dos 

aminoácidos Alanina e Glicina, classificados como fontes preferencial e 

secundárias, respectivamente, e para Isoleucina e Fenilalanina, classificados 

como fontes não-preferenciais e fonte de baixa metabolização, respectivamente, 

mostraram as maiores taxas de consumo (Tabela 3). 
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Figura 7: Taxa específica de crescimento de Dekkera bruxellensis em meio sintético 
contendo glicose a 20 g/L e um dos 20 aminoácidos como fonte de nitrogênio 
adicionados de forma a representarem 75 mM de nitrogênio no meio. Os aminoácidos 
foram separados em quatro grupos de acordo com o crescimento celular apresentado: 
Grupo 1 ou grupo preferencial (colunas em azul), Grupo 2 ou grupo secundário (colunas 
em verde), Grupo 3 ou grupo não-preferencial (colunas em violeta) e Grupo 4 ou grupo 
de baixa metabolização (colunas em cinza). 
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Figura 8: Perfil médio do crescimento de Dekkera bruxellensis em meio mínimo contendo 
as fontes de nitrogênio classificadas como Grupo 1 (Arginina, Peptona, Glutamina, 
Amônia, Lisina e Treonina como fonte de nitrogênio) (painel A), Grupo 2 (Ácido glutâmico, 
Glicina, Nitrato, Ureia, Alanina e Ácido aspártico) (painel B), Grupo 3 (Valina, Serina, 
Histidina, Asparagina, Isoleucina e Leucina) (painel C) e Grupo 4 (Tirosina, Metionina, 
Triptofano, Fenilalanina, Prolina e Cisteína) (painel D). O meio contendo peptona foi 
usado como referência. 

 

As maiores taxas de consumo foram observadas para os aminoácidos 

Isoleucina e Fenilanina, classificadas nos grupos 3 e 4, respectivamente, maiores 

até do que as observadas para o aminoácido alanina classificado como 

preferencial, ou do grupo 1, e glicina classificada como secundária, ou do grupo 2. 

Portanto, a velocidade de consumo do aminoácido não parece estar diretamente 

relacionada com a velocidade específica de crescimento das células.  

Tabela 3: Consumo das fontes de nitrogênio medido através do método de ninidrina no 
meio sintético contando aminoácidos de cada um dos grupos de metabolização. 

 
  Nitrogênio consumido   Taxa de consumo 

Aminoácido Grupo  (mg/l) (%)  (mg/l.h) 

Alanina 1  9359,60 93,59  382,02 

Glicina 2  8557,61 85,57  222,27 

Histidina 3  3594,01 35,94  194,27 

Isoleucina 3  8107,49 81,07  463,28 

Fenilalanina 4  8350,97 83,50  417,54 

A B 

C D 
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5.3. Expressão gênica das permeases de aminoácidos 

Em função das diferenças observadas tanto no crescimento celular 

quanto na assimilação dos aminoácidos, avaliamos a expressão dos genes de 

permeases durante o cultivo das células de D. bruxellensis em meio sintético 

definido (YNB) contendo glicina, alanina, fenilalanina, histidina ou isoleucina como 

fonte de nitrogênio. O cultivo em amônia foi utilizado como condição de referência 

para a análise de expressão gênica. Os dados de quantificação relativa indicaram 

que os genes MEP1, GAP1 e PUT4 apresentaram diferentes padrões de 

expressão. O gene MEP1, que codifica o transportador de baixa afinidade para 

amônia, não apresentou sobre-expressão em nenhum dos aminoácidos testados. 

No entanto, este gene apresentou valores de expressão gênica menores do que a 

referência para a maioria desses aminoácidos (Figura 9). Já o gene PUT4 

apresentou padrão de sobre-expressão para todos os aminoácidos testados, com 

menor destaque para a glicina que induziu em duas vezes a expressão do gene 

em relação a condição de referência (Figura 9). Isto mostra que em D. 

bruxellensis o gene PUT4 está sob forte repressão catabólica pelo amônio, e 

sugere que nesta levedura o produto do gene PUT4 está relacionado não só com 

a assimilação da prolina, mas com o de outras fontes de nitrogênio consideradas 

deficientes (Figura 9 e 10). 

O gene GAP1 apresentou sobre-expressão quando as células foram 

cultivadas em meio contendo Alanina, Prolina, Isoleucina ou Fenilalanina, com 

destaque para o crescimento em Fenilalanina com 884 vezes mais transcritos do 

que em amônio. Foi observada uma pequena dimunição na expressão deste gene 

quando as células foram cultivada com glicina (Figura 10).    
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Figura 9: Expressão relativa dos genes PUT4 e MEP1 que codificam para permeases de 
prolina e amônia em Dekkera bruxellensis após cultivo em meio sintético contendo 
representantes de cada um dos quatro grupos de aminoácidos. Neste gráfico o meio com 
amônia está sendo utilizada com referência. 

  

Figura 10: Expressão relativa do gene GAP1 que codificam para permease geral de 
aminoácido em Dekkera bruxellensis após cultivo em meio sintético contendo 
representantes de cada um dos quatro grupos de aminoácidos. Neste gráfico o meio com 
amônia está sendo utilizada com referência.  

5.4. Expressão dos genes que codificam enzimas do metabolismo de 
aminoácidos 

Os genes GDH1, GDH2 e GLT1 que participam do metabolismo central 

do nitrogênio, na assimilação de amônio, foram analisados quanto ao padrão de 

expressão no crescimento em diferentes fontes de nitrogênio. Pode-se observar 

que não há indução dos três em prolina, mas em isoleucina e fenilalanina há uma 
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indução de GDH1. Já glicina e histidina induzem os três genes. É possível 

observar uma relação entre o grupo não-preferencial (histina) com as permeases, 

pois neste caso elas estão sobre-expresso causando assim um descontrole nas 

expressões dos genes de regulação da glutamina, é relevante esta hipóstese 

quando comparamos com o nível de expressão da Alanina, que, ao contrário da 

Histina, os três genes não estão expressos (Fig 11). 

 

Figura 11: Expressão relativa dos genes GDH1, GDH2 e GLT1 que codificam para a 
regulação de glutamato e glutamina em Dekkera bruxellensis após cultivo em meio 
sintético contendo representantes de cada um dos quatro grupos de aminoácidos. Neste 
gráfico o meio com amônia está sendo utilizada com referência. 

 
5.5. Avaliação da velocidade de crescimento celular em presença de Metionina 
Sulfoximina 
 

A regulação do metabolismo do nitrogênio foi analisado com o uso do 

composto metionina Sulfoximina (MSX), o qual é usado como inibidor do 

mecanismo de repressão catabólica do nitrogênio (NCR) mediado pela via 

regulatória TOR em S. cerevisiae e mimetiza a condição de limitação de 

nitrogênio no meio. As células foram cultivadas em meio sintético contendo 

glutamato, glutamina, nitrato e amônia. Inicialmente foram testadas as condições 

utilizadas para S. cerevisiae. Vale salientar que no meio com Nitrato observamos 

a inibição do crescimento com apenas 2mM de MSX, como ocorre para os testes 

de inibição em Saccharomyces cerevisiae, isto pode ser explicado pelo fluxo 
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menor de amônia em relação aos outros meios, fazendo com que a inibição seja 

mais severa. Já para amônia e glutamato foi necessário uma concentração de 

20mM de MSX para obter uma inibição da enzima. Os resultados comprovaram 

que MSX inibe o crescimento celular quando a fonte de nitrogênio é o amônio 

(Figura 12A) e diminui o crescimento celular quando em glutamato e nitrato como 

fonte de nitrogênio (Figura 12B, 12C). Por outro lado, não interfere no crescimento 

celular quando a fonte é glutamina (Figura 12D). Isto indica que a inibição 

metabólica promovida pela MSX ocorre na reação catalisada pela glutamina 

sintetase e que, portanto, o mecanismo NCR em D. bruxellensis é similar ao de S. 

cerevisiae.  
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Figura 12: gráficos mostrando o efeito da inibição no crescimento por Metionina 
Sulfoximina para os crescimentos com Amônia (A), Glutamato (B) e Nitrato (C), pois 
estes não produzem ao final do seu metabolismo a glutamina, gerando assim o déficit de 
crescimento em relação ao crescimento sem o inibidor. Já o crescimento com glutamina 
(D) não houve nenhuma diferença, pois este já é o produto final do metabolismo. 

 

5.6. Expressão gênica para o crescimento celular em presença de Metionina 

Sulfoximina 

 

 

A B 

C D 
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5.6.1. Permeases  

Após os testes de crescimento, a levedura foi submetida a crescimento nos 

meios com glutamato, amônia e nitrato (descritos em materiais e métodos) para 

poder extrair o RNA e, posteriormente aos testes de expressão gênica. Os 

resultados obtidos para a expressão gênica das permeases nos meios com 

glutamato e nitrato mostraram que todos os genes estão expressos, 

principalmente para o meio com Nitrato, já que no nosso estudo ele é considerado 

um meio fraco para o crescimento. O gene GAP1, que codifica a permease geral 

de aminoácidos está expressa nos dois meios (amônia e nitrato), já PUT4 está 4 

vezes mais expresso em nitrato em relação à amônia, novamente confirmando 

que PUT4 é uma permease para fontes de nitrogênio não-preferenciais (Figura 

13).  

 

Figura 13: Expressão gênica das permeases, MEP1, GAP1 e PUT4 utilizando a amônia 
como referência, nos meios com glutamato e nitrato.  

Para as expressões em meio com MSX, analisamos primeiramente par a par, ou 

seja, o meio sem o inibidor será o controle em relação ao meio com MSX. Neste caso 

observamos um aumento na expressão gênica de todas as permeases nos meios com 

Amônia+MSX e Glutamato+MSX, mostrando que nestes meios o inibidor está agindo na 

GS, desreprimindo os genes de regulação de NCR, permitindo, assim, a ativação das 

permeases pela falta de glutamina no meio intracelular. Para o meio com Nitrato só há 
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expressão de PUT4, isto pode ser explicado pelo fato de que o nitrato sem o inibidor de 

GS está sendo utilizada como referência e, por esta razão os genes MEP1 e GAP1, que 

já estariam expressos nesta condição, não é observada de forma significativa quando 

MSX é colocado no meio de crescimento (Fig. 14).  

 

Figura 14: Expressão gênica das permeases, MEP1, GAP1 e PUT4 utilizando a 
Metionina Sulfoximina (20mM) como inibidor da enzima GLN1. As referências foram 
feitas entre os meios sem e com a MSX, mostrando a regulação das permeases na 
presença do inibidor. 
 

A partir das observações realizadas até o momento em relação ao uso da 

MSX como inibidor da via TOR, pode-se notar que existe uma relação entre as 

permeases, pois é possível notar um aumento na expressão gênica quando 

comparamos com o meio sem o inibidor. Mas para que seja observado de 

maneira semelhante aos testes com os aminoácidos e, também para poder 

analisar melhor os níveis de expressão, analisamos os mesmos resultados agora 

com a amônia como referência. 

A figura 15 mostra esta relação. Observando as permeases (MEP1, GAP1 

e PUT4) pode-se perceber que os maiores níveis de expressão estão nos meios 

que contém a MSX, já que na presença deste composto a enzima GLN1 está 

inibida e, consequentemente não permitindo à síntese de glutamina, desta forma 

a célula comporta-se como se estivesse no meio deficiente e, por isso, ativa as 

permeases para poder conseguir adquirir outro tipo de fonte de nitrogênio. Dando 

destaque para este experimento a expressão da permease GAP1 em glutamato 

com a MSX, que está a quase 20 vezes mais expresso do que em amônia. 
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Sabendo que este gene codifica para uma permease geral de aminoácidos, 

explica o fato de está tão expresso quanto o normal, pois, como já foi 

mencionada, a célula está respondendo à falta de nitrogênio (Fig. 15). 

 

Figura 15: Expressão gênica das permeases, MEP1, GAP1 e PUT4 utilizando a 
Metionina Sufoxamina (20mM) como inibidor da enzima GLN1. A amônia foi usada como 
referência para esta análise, mostrando a regulação das permeases na presença do 
inibidor. 
 

Em relação ao transportador de nitrato (YNT1), com o mesmo tipo de 

análise feito anteriormente, pode-se observar que existe um aumento significativo 

no meio com glutamato+MSX, em amônia é possível perceber um aumento de 

10x em relação ao meio sem o inibidor. Já em nitrato é possível notar que não 

existe expressão, este fato pode ser explicado novamente, pois a expressão do 

transportador já está muito expressa sem a MSX, fazendo com que a relação seja 

praticamente a mesma no meio com a MSX (Fig. 16).  Também é possível notar 

que o nível de expressão é maior para os meios que contém a MSX. 

Curiosamente nos meios com glutamato e amônia com o inibidor de GS o gene 

YNT1 é expresso, apesar do fato de que este gene somente é expresso na 

presença de nitrato (Fig. 17). 
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Figura 16: Expressão gênica do transportador de nitrato YNT1 utilizando a Metionina 
Sufoxamina (20mM) como inibidor da enzima GLN1. As referências foram feitas entre os 
meios sem e com a MSX, mostrando a regulação do transportador na presença do 
inibidor. 
 

  

Figura 17: Expressão gênica de YNT1 utilizando a Metionina Sulfoximina (20mM) como 
inibidor da enzima GLN1. A amônia foi usada como referência para esta análise, 
mostrando a regulação do transportador de nitrato na presença do inibidor.  
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5.6.2. Enzimas  

Observando as expressões gênicas das  enzimas da via de glutamato 

(GDH1, GDH2 e GLT1) para os meios com glutamato e nitrato, sendo a amônia o 

referencial, pode-se perceber que para o meio com glutamato o gene GLT1 é o 

mais expresso em relação à amônia, já que neste meio o GLT1 não é tão 

expresso e, por isso, aparece com uma expressão de 4 vezes mais em relação à 

amônia. O contrário ocorre para os genes GDH1 e GDH2 que não possuem uma 

expressão tão significativa. Já o meio com nitrato, pode-se notar que os três 

genes possuem praticamente o mesmo nível de expressão (Fig. 18). 

 

Figura 18: Expressão gênica dos reguladores de glutamato, GLT1, GDH1 e GDH2 
utilizando a amônia como referência, nos meios com glutamato e nitrato. 

 

 Para os experimentos com a expressão gênica dos reguladores de 

glutamato, o gene GLT1 está expresso em todas as condições, com exceção de 

nitrato+MSX, sendo nesta condição o gene GDH2 o mais expresso do que todos 

os outros meios, isto pode ser explicado pela falta da enzima GLN1, fazendo com 

que ocorra a degradação do glutamato a amônia e α-cetoglutarato. Esta 

expressão é sensível a repressão catabólica do nitrogênio e aos níveis de amônia 

intracelular (Fig. 19). 
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Figura 19: Expressão gênica dos reguladores de glutamato (GDH1, GDH2 e GLT1) 
utilizando a Metionina Sulfoximina (20mM) como inibidor da enzima GLN1. A amônia foi 
usada como referência para esta análise, mostrando a regulação do transportador de 
nitrato na presença do inibidor. 
 
 

5.6.3. Reguladores 

 

Para a expressão gênica dos reguladores GAT1 que expressa um fator de 

transcrição da via TOR, pode-se observar um aumento de mais de 20 vezes no 

meio com amônia+MSX em relação ao meio sem o inibidor, isto pode ser 

explicado pelo fato da regulação deste fator ser mais necessário nesta condição 

do que nas demais, fazendo com que a diminuição de glutamina para esta 

condição seja mais evidente (Fig. 20). Já para o regulador da via de nitrato YNA1, 

não obteve nenhum nível de expressão significativo quando se compara por esta 

metodologia (Fig. 21). Observando as expressões gênicas que codificam as 

enzimas do metabolismo de nitrato (YNR1 e YNI1), percebe-se que existe um 

aumento no nível de expressão em ambos os genes para o meio com 

Glutamato+MSX (Fig. 22), quando comparado ao meio sem o inibidor. Isto 

demonstra que o crescimento com glutamato adicionado ao inibidor, desregula os 

genes desta via, pois este mesmo resultado aparece para a expressão gênica do 

transportador de nitrato (Fig. 16). 
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Figura 20: Expressão gênica do regulador GAT1 utilizando a Metionina Sufoxamina 
(20mM) como inibidor da enzima GLN1. As referências foram feitas entre os meios sem e 
com a MSX. 
 
 

 
 

Figura 21: Expressão gênica do regulador YNA1 utilizando a Metionina Sufoxamina 
(20mM) como inibidor da enzima GLN1. As referências foram feitas entre os meios sem e 
com a MSX. 
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Figura 22: Expressão gênica dos reguladores YNR1 e YNI1 utilizando a Metionina 
Sufoxamina (20mM) como inibidor da enzima GLN1. As referências foram feitas entre os 
meios sem e com a MSX. 
 

 
Já na análise de expressão gênica de GAT1, este sendo um fator de 

transcrição da via TOR, apenas o meio com amônia com a MSX teve um aumento 

significativo na expressão de quase 25 vezes em relação à amônia, fortalecendo 

a hipótese de que esta via está sendo necessária nestas condições de falta de 

nitrogênio (Fig. 23).  

Por fim analisamos os genes que regulam o metabolismo do nitrato, e foi 

observado que os genes que codificam as enzimas nitrato redutase e nitrito 

redutase (YNR1 e YNI1, respectivamente) estão expressos no meio com 

glutamato+MSX, corroborando o fato de que os genes ligados ao nitrato podem 

ser expressos em condições escassas de nitrogênio (Fig. 24).   
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Figura 23: Expressão gênica de GAT1 utilizando a Metionina Sufoxamina (20mM) como 
inibidor da enzima GLN1. A amônia foi usada como referência para esta análise, 
mostrando a regulação do transportador de nitrato na presença do inibidor. 
   
 
 

 
Figura 24: Expressão gênica das  enzima de nitrato (YNA1, YNR1 e YNI1) utilizando a 
Metionina Sufoxamina (20mM) como inibidor da enzima GLN1. A amônia foi usada como 
referência para esta análise, mostrando a regulação do transportador de nitrato na 
presença do inibidor 
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6 Discussão 

Os experimentos designados para a elaboração das curvas de 

crescimento em diferentes fontes de nitrogênio mostraram que D. bruxellensis 

demonstra um perfil diferenciado, em relação à S. cereviseae, pois neste trabalho 

a levedura estudada cresce muito bem em Arginina, Peptona, Glutamina, Amônia, 

Lisina e Treonina, e cresce de forma não eficiente aos aminoácidos: Tirosina, 

Metionina, Triptofano, Fenilanina, Prolina e Cisteína. As fontes de nitrogênio que 

permitem um crescimento mais rápido são glutamina e asparagina, que servem 

como fontes excelentes de glutamina e glutamato intracelular. Células crescem 

um tanto mais lento em amônia como fonte de nitrogênio, pois as células são um 

tanto deficientes em glutamato, mas não em glutamina (HOFMAN-BANG, 1999). 

Estes dados corroboram com os experimentos mostrados, pois a amônia, como 

fonte de nitrogênio, pertence ao grupo de crescimento fraco.  

 Ao contrário do que demonstra o trabalho de Godard, et al. (2007), no 

qual os grupos divididos entre preferencial e não preferencial para o crescimento 

em S. cereviseae foi diferente para os crescimentos estudados. Isto pode revelar 

o quanto a levedura D. bruxellensis é diferente em relação à absorção e 

percepção dos aminoácidos. Isto já foi mostrado por de Barros Pita et, al. (2013), 

no qual caracteriza a assimilação de determinados aminoácidos e o papel da 

expressão gênica das permeases na sua assimilação. Este papel é importante 

principalmente para os aminoácidos observados neste estudo, no caso da  

fenilalanina a taxa de consumo foi o mais alto, sugerindo que as permeases 

estivessem ativas, como foi demonstrado, além disso, estudos estabelecidos pelo 

grupo identificaram dois genes que codificam para Metionina fenilpiruvato (PHE-

Pdc) na levedura D. bruxellensis. A atividade de PHE-Pdc é atribuída a 

descarboxilação de fenilpiruvato a fenil-acetaldeído durante o catabolismo de  

fenilalanina. Neste mesmo trabalho a indução do gene ARO10 foi maior do que 

em S. cereviseae (DE SOUZA LIBERAL, 2012). Isto fortalece a hipótese de que 

D. bruxellensis assimila muito bem a fenilalanina, apesar de produzir alcoóis 

superiores derivados de aminoácidos aromáticos ou de cadeia ramificada a partir 

da via de Erlich (PARENTE et al, 2015).  
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Em relação à expressão gênica, observamos que o crescimento com a 

Alanina, Prolina, Isoleucina e Fenilalanina tiveram um nível de expressão 

equivalente, pois obtiveram uma alta expressão na permease GAP1, dando 

destaque no crescimento em Fenilalanina, esta obtendo uma expressão de quase 

884 vezes mais em relação à amônia. Este nível de expressão é explicado pelo 

fato de que o gene GAP1 está relacionado com o controle geral dos aminoácidos 

e, neste caso, está expresso para os aminoácidos não preferenciais, pois 

segundo Jauniaux et al. (1999), o papel deste gene é de “limpar” os aminoácidos 

externos, a fim de ser utilizado como fonte de nitrogênio e, portanto, é mais ativo 

em condições de pouca disponibilidade de nitrogênio. Já em Glicina obteve-se 

uma inibição do mesmo gene, isto corrobora com a hipótese de que este gene 

está relacionado com a percepção de aminoácidos não preferenciais. Uma das 

razões que a atividade Gap1 é tão fortemente regulada é que a falta de sua 

atividade resulta em efeitos de regulação secundária devido à exclusão de 

indutor, evitando assim a indução das vias catabólicas necessárias para utilizar 

fontes de nitrogênio pobre (STANBROUGH et al, 1995).  

Tratando-se da expressão de MEP1 não foi observado nenhum nível de 

expressão significante, já que este gene está relacionado com a amônia. Já em 

PUT4 observamos uma alta expressão nos crescimentos em Histina, Alanina, 

Prolina, Isoleucina e Fenilalanina, dando a entender que este gene pode está 

relacionado não só com a prolina, mas com outras fontes deficientes. Resultados 

revelaram que em D. bruxellensis a codificação do gene MEP1 e PUT4 estão 

controlados pelo NCR, mostrando um aumento de sua expressão em meios 

pobres, assim, a co-expressão de genes GAP1 e PUT4 no meio com prolina pode 

conceder uma baixa ou alta afinidade de transporte para este aminoácido (DE 

BARROS PITA et al, 2013). 

Para os experimentos de crescimento com a Metionina Sufoxamina como 

um inibidor da via TOR, foi possível observar que de fato inibe de forma indireta o 

crescimento celular e, por isso, reduz a velocidade de crescimento. Estes 

resultados estão em de acordo com os mostrados em Crespo et al. (2002), pois 

mostra que este inibidor imita os efeitos de limitação de nitrogênio, fazendo com 

que o gene GLN3 permaneça no núcleo e obtendo uma alta expressão dos genes 

responsáveis pela repressão catabólica do nitrogênio. Para efeito metabólico, esta 
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inibição impede a produção de glutamina, principal fonte de resposta da via TOR 

e, por esta razão, é observado o déficit de crescimento em presença da Metionina 

Sufoxamina. 

Para definir esta atividade de inibição de GLN1 e consequentemente a 

desrepressão de genes regulados pela repressão catabólica do nitrogênio, 

submetemos a levedura nos meios com glutamato, amônia e nitrato adicionando a 

MSX para cada um deles. A assimilação deste conjunto (fonte de 

nitrogênio+MSX) resulta na acumulação intracelular de glutamato e na 

desativação de genes sensíveis a NCR (CRÉPIN et al, 2012). Por exemplo, a 

permease GAP1 é regulada em resposta à fonte de nitrogênio disponível, na 

presença de uma fonte pobre, mutação de gln1 e no tratamento com MSX ou 

Rapamicina, a captação dessa permease é alta. A via TOR parece regular 

também esta permease em resposta à disponibilidade de nitrogênio (CRESPO e 

HALL, 2002). Para este estudo as permeases estudadas (GAP1, MEP1 e PUT4) 

obtiveram um nível de expressão significativo, em destaque para o meio com 

glutamato+MSX, este obteve quase 20 vezes mais expressão do que em amônia. 

Isto se refere à falta de glutamina intracelular fazendo com que desempenhe um 

papel de ativação da transcrição de GAP1 e GDH2 por GLN3. A glutamina então 

é o sinal mediador na função de inibição de GLN3, como a GS está inativa ocorre 

a desrepressão de GLN3 (HOFMAN-BANG, 1999). 

Os resultados que envolvem a expressão dos reguladores de glutamato 

corrobora com os resultados de Gonzales et al, 1998, indicando que a expressão 

de GLT1 aumentou durante privação de aminoácidos e que este aumento era 

dependente Gcn4p. Uma vez que o glutamato é um precursor na biossíntese da 

maioria dos aminoácidos, os genes que codificam para as enzimas envolvidas em 

sua biossíntese provavelmente teriam de ser sensível à fome de um número de 

ácidos aminados. Ao contrário do que ocorreu para o meio com glutamato, onde 

GLT1 é ativo, pois estudos sugerem que transcrição de GLT1 de células de 

levedura cultivadas em fontes de nitrogênio rico em glutamato é reprimido (DE 

BARROS PITA et al, 2013). 

Já para o transportador de nitrato (YNT1) pode-se observar uma 

expressão em glutamato+MSX e amônia+MSX, apesar de ser um transportador 

de nitrato e nitrito, este gene também é fosforilado quando as células são privadas 
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de nitrogênio e que a presença da maioria das fontes de nitrogênio torna YNT1 

desfosforilado. A presença de transportador na membrana plasmática permite que 

a levedura utilize de forma eficiente traços de nitrato no meio (NAVARRO et al, 

2008; Martín et al, 2011). Por esta razão, é válido dizer que YNT1, o único 

transportador de alta afinidade de nitrato e nitrito na levedura D. bruxellensis e 

Hansenula polymorpha, é regulada pela qualidade das fontes de nitrogênio e, 

neste caso, na privação da enzima GS que, por sua vez, imita a privação de 

nitrogênio. Este mesmo fato ocorre nas expressões de YNR1 e YNI1 que também 

estão ativas no meio com inibição da glutamina sintetase. 

Por fim, o nível de expressão de GAT1 é importante, pois exerce a 

ativação da transcrição adicional na ausência de fontes de nitrogênio preferencial 

ou mediante a inibição de TORC1, este mecanismo de regulação pode permitir a 

expressão de genes principalmente dependendo da disponibilidade de substrato 

para a via catabólica (LEE e HAHN, 2013). Desta forma o nível de expressão em 

amônia+MSX pode ser explicado pela falta de glutamina, ativando assim os genes 

de expressão sensíveis a NCR, como mostrado nas figuras 19 e 20, no qual o 

meio com amônia com o inibidor, possui um nível de expressão tanto nas 

permeases quanto nos reguladores do glutamato. 

Vale ressaltar que a função da localização do fator GATA, no entanto, não 

são os únicos processos de resposta ao nitrogênio. Outros incluem a 

esporulação, autofagia e a formação de pseudohifas em condições adversas de 

nitrogênio (GIMENO, 1992). Em condições ricas, células diplóides são elipsoidais, 

já em condições pobres resulta na formação de pseudohifas. Tem sido sugerido 

que a formação destas estruturas pode facilitar a eliminação de fontes adicionais 

de nitrogênio no ambiente (TATE et al, 2014) (ver anexos). 

O controle da expressão do gene ao nível da transcrição representa um 

ramo importante da sinalização TOR. A análise de expressão de células de 

levedura tratadas com Metionina Sufoxamina ou de células deslocadas a partir de 

uma fonte rica para uma fonte pobre de nitrogênio ou de carbono pobre revelou 

um papel proeminente da coordenação de transcrição de genes regulados por 

nutrientes pela via TOR (CARDENAS et al, 1999; HARDWICK et al, 1999; 

KOMEILI et al, 2000; SHAMJI et al, 2000). O conjunto mais impressionante de 

genes afetados por tratamento de MSX, no entanto, são aqueles que estão 

envolvidos na absorção e assimilação de diferentes fontes de nitrogênio. 
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Especificamente, MSX provoca um decréscimo na expressão de genes que 

participa na absorção e metabolismo de fontes de nitrogênio preferidos (glutamina 

e amônia) e um pronunciado aumento na expressão de genes envolvidos na 

absorção e uso de fontes de nitrogênio pobres (ureia e prolina). Assim, a MSX 

induz uma resposta de privação de nitrogênio. 
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7 Conclusões 

 

 A levedura D. bruxellensis assimila de forma diferente os compostos 

nitrogenados, determinando assim as fontes que são boas, regulares, 

fracas e deficientes. 

 A expressão gênica das permeases para os diferentes grupos afirma a 

separação dos grupos, mostrando que a Repressão Catabólica do 

Nitrogênio está relacionada com a disponibilidade e qualidade do nitrogênio 

no meio. 

 O estudo com a Metionina Sufoxamina mostrou que esta pode ser utilizada 

para a levedura D. bruxellensis para estudos de expressão gênica da via 

de crescimento celular. 

 Portanto, a disponibilidade de fontes de nitrogênio interfere no crescimento 

celular da levedura, podendo ser importante nos estudos relacionados ao 

aumento ou decréscimo da massa celular desta levedura. Além de inferir 

novas discussões a respeito da expressão de outras permeases e genes 

responsáveis pela sua repressão.  
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9. Anexos 

 

Ácido Glutâmico 

   

Arginina 

  

 
 

 

 

 

 

 

Crescimento de Dekkera 

bruxellensis em meio mínimo, 

20g de glicose por litro e Ácido 

Glutâmico e Arginina como 

fonte de nitrogênio.  
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Cisteína 

 

Triptofano 

 

Crescimento de Dekkera 

bruxellensis em meio mínimo, 

20g de glicose por litro, Cisteína 

e Triptofano como fonte de 

nitrogênio. É possível observar a 

formação de pseudohifas nos 

dois crescimentos. 


