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O pH ambiental é um sinal importante para fisiologia de fungos, intervindo na 

regulação da transcrição de vários genes. Em fungos filamentosos e leveduras, PacC é um 

importante fator transcricional que regula a expressão de genes tanto em pH ácido como 

alcalino. A produção de enzimas envolvidas na bioconversão de biomassa vegetal é regulada 

principalmente no nível da transcrição. No entanto, o envolvimento da via de regulação por pH 

na expressão de enzimas lignocelulolíticos não tem sido extensivamente estudado. Nosso 

grupo havia demonstrado anteriormente que o deuteromiceto termofílico Humicola grisea var. 

thermoidea é um potente produtor de celulases, apresentando um considerável potencial 

biotecnológico para bioconversão de resíduos agrícolas. Nossos resultados sustentam a 

existência de uma via de regulação por pH para as glicosil hidrolases em H. grisea. Neste 

trabalho, foram realizadas análises quantitativas por RT-PCR em tempo real para vários 

transcritos de H. grisea. O perfil transcricional de oito genes codificadores de enzimas 

lignocelulolíticas (cbh1.1, cbh1.2, egl1, egl2, egl3, egl4, bgl4 e xyn1) e de dois fatores de 

transcrição (pacC e creA) foi avaliado na presença de glicose ou de bagaço de cana-de-açúcar 

em condições de pH ácido e alcalino. A análise por qRT-PCR revelou uma indução forte e 

precoce de quase todos os genes de enzimas lignocelulolíticas, de uma maneira sinérgica 

quando o fungo foi cultivado com a fonte de carbono complexa e em condições alcalinas (pH 

8,0). A única exceção foi egl4, que foi induzido por pH ácido. Um padrão oposto para a 

expressão dos dois fatores transcricionais foi observado. Enquanto pacC foi induzido em 

condições alcalinas e fortemente reprimido na presença de glicose, creA foi induzido por 

glicose e reprimido em condições alcalinas. Os dados de perfil de transcrição, combinados com 

a análise da ligação in vitro de PacC e CreA aos promotores dos genes analisados, apóiam a 

repressão por carbono, mediada por CreA, e a via de regulação por pH, mediada por PacC em 

H. grisea. Além disso, ensaios de mobilidade eletroforética (EMSAs) com o promotor de pacC 

mostraram que, in vitro, PacC e CreA competem pelo mesmo sítio de ligação. Tomados em 

conjunto, estes dados corroboram as hipóteses de que PacC possa ser o mediador da regulação 

influenciada pelo pH e de que a repressão por glicose, possivelmente atribuída a CreA, é capaz 

de sobrepujar a ação indutória do pH alcalino. Temos ainda evidências de que CreA também 

esteja envolvido na repressão de PacC, estabelecendo uma interação entre os dois sistemas 

regulatórios. 

 O foco do segundo capítulo desse trabalho foi a produção e caracterização de Xyr1 

(regulador de xilanases 1), que é o principal fator transcricional que atua na regulação da 

expressão dos genes codificadores de xilanases em Trichoderma reesei. Os resultados 

apresentados mostraram a bem sucedida produção heteróloga da versão completa da proteína 

Xyr1, algo até então inédito entre reguladores de xilanases em fungos filamentosos. Nossas 
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análises empregando técnicas de interação DNA-proteína e géis nativos indicaram que Xyr1 

pode naturalmente formar homodímeros em solução. Contudo, a dimerização não é 

fundamental para a interação com o DNA, o que implica em uma dinâmica complexa de ligação 

ao promotor do gene xyn1. São possíveis as formas de monômero, dímero e interação com 

ambos os motivos do sítio palindrômico. A capacidade de dimerização do fator fortalece a 

proposição de modulação adicional da atividade de Xyr1 por meio de possíveis interações 

proteína-proteína com outros fatores transcricionais, sendo candidatas as proteínas Ace1 e 

Ace2. O papel de modificações pós-traducionais tem sido apontado como crucial na regulação 

mediada por Xyr1. Mostramos que a fosforilação possivelmente está envolvida na regulação da 

atividade de Xyr1, sendo necessária para a interação DNA-proteína in vitro, mas sem afetar a 

formação de dímeros. Apresentamos ainda indícios de modulação alostérica de Xyr1 que 

depende tanto da interação com o DNA quanto, possivelmente, com carboidratos, o que torna 

mais complexo este modelo de regulação. 

 

Palavras chave: Humicola grisea var. thermoidea, Trichoderma reesei, regulação transcricional, 

glicosil hidrolases. 

  



 
 

xvi 
 

Abstract 

  



 
 

xvii 
 

Environmental pH is an important signal in fungal physiology, acting at transcriptional 

regulation of several genes. In filamentous fungi and yeasts, the PacC zinc-finger transcription 

factor regulates gene expression in response to changes of external pH. The production of 

enzymes involved in plant cell wall breakdown is regulated mainly at the transcriptional level. 

Nonetheless, the involvement of the pH-related regulatory pathway in the lignocellulolytic 

enzymes expression has not been extensively studied. We have demonstrated that the 

thermophilic deuteromycete Humicola grisea var. thermoidea is a potent cellulases producer, 

presenting a considerable potential for agricultural wastes bioconversion processes. Previous 

results of our group support the existence of a pH regulatory pathway in H. grisea var. 

thermoidea. In this work, we have performed a time course transcription analysis of several H. 

grisea genes by quantitative real time RT-PCR. Eight enzyme genes (cbh1.1, cbh1.2, egl1, egl2, 

egl3, egl4, bgl4 and xyn1), and two transcription factors genes (pacC and creA) were analyzed 

in the presence of simple (glucose) or complex (sugarcane bagasse) carbon source, in acid and 

alkaline medium conditions. The qRT-PCR analyses revealed an early and strong induction of 

almost all glycoside hydrolase genes transcription, in a synergistic way, when the mycelia were 

grown in the presence of the complex carbon source, under alkaline conditions (pH 8.0). The 

only exception was egl4, which was acid-induced. An opposite pattern was observed for the 

expression of the two transcription factors. While pacC was induced in alkaline conditions and 

strongly repressed in presence of glucose, creA was induced by glucose and repressed in 

alkaline conditions. The transcriptional profile data combined with the analysis of the in vitro 

binding of PacC and CreA transcription factors to the promoters support the CreA-mediated 

carbon repression and the PacC-related pH regulation of H. grisea cellulase and xylanase 

encoding genes. Moreover, electrophoretic mobility shift assays (EMSAs) employing the 

upstream regulatory sequences of pacC showed that an in vitro interaction occurs between the 

proteins PacC and CreA on the pacC upstream regulatory sequence, with both factors 

competing for the same binding site. Taken together, this data corroborate our previous 

evidences, supporting the existence of a pH transcriptional regulatory pathway in H. grisea, 

mediated by PacC. Moreover, PacC is probably transcriptionally auto-regulated and may be 

subject to the carbon repression mechanism mediated by CreA. 

The second chapter of this work describes the production and characterization of Xyr1 

(xylanase regulator 1), which is the main transcription factor that acts regulating the expression 

of xylanase encoding genes in Trichoderma reesei. The results showed the successful 

heterologous production of the full version of Xyr1, something never previously described for 

xylanases regulators in filamentous fungi. Our analyses employing techniques of DNA-protein 
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interactions and native gels indicated that Xyr1 can form homodimers in solution. 

Nevertheless, dimerization is not essential for the interaction with DNA, suggesting a complex 

binding dynamics to the xyn1 promoter region (as monomer, dimer and interacting with both 

palindromic binding sites). The dimerization capacity of Xyr1f strengthens the proposition of an 

additional modulation for this factor activity, probably by protein-protein interactions with 

other transcription factors, such as Ace1 and Ace2. A crucial role for post-translational 

modifications was proposed for gene regulation mediated by Xyr1. We initially showed that 

phosphorylation has a possible role in the regulation of Xyr1 activity, being necessary for the 

DNA-protein interactions in vitro, but not affecting the dimer formation. Additionally, we 

present evidence suggesting an allosteric modulation of Xyr1, dependent on interactions, both 

with DNA and carbohydrates, which adds an additional degree of complexity to this regulatory 

model. 

 

Key words: Humicola grisea var. thermoidea, Trichoderma reesei, transcriptional regulation, 

glycoside hydrolases. 
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transcricional mediada pelo pH ambiental em 
Humicola grisea var. thermoidea 
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1. Introdução 
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1.1 A biomassa vegetal 

 

A biomassa vegetal é composta principalmente por: celulose, hemicelulose e lignina. 

Adicionalmente, pequenas quantidades de outros compostos, tais como cinzas, proteínas e pectina 

também podem ser encontradas nos resíduos lignocelulolíticos, embora sua composição varie 

conforme a natureza da fonte de biomassa (Sanchéz, 2009). A produção anual de biomassa na 

natureza é estimada em torno de 200 bilhões de toneladas (Lin & Tanaka, 2006). Com o 

crescimento populacional, a aceleração da economia mundial e o aumento da demanda energética, 

temos um considerável aumento no acúmulo de rejeitos agrícolas e das indústrias têxtil e de papel, 

agravando o problema da poluição ambiental por material lignocelulósico (Dashtban et al, 2010). 

Nesse sentido, a biodegradação da biomassa por fungos e bactérias, visando à obtenção de 

energia, desempenha um papel estratégico no equilíbrio dos ecossistemas e do ciclo do carbono, 

impedindo o acúmulo de dejetos na superfície terrestre (Levy, 1987).  

Dados como os apresentados acima têm estimulado o desenvolvimento de novos processos 

tecnológicos para a conversão de resíduos agroindustriais em produtos úteis como adubo, ração 

animal, papel e fibras têxteis reciclados (Dillon, 2004), aditivos alimentícios ou químicos de 

aplicação industrial (Scott et al., 2007), sobretudo como fonte de energia renovável, como 

substitutos de combustíveis fósseis (Antoni et al., 2007; Weber et al 2010). Hahn-Hägerdal e 

colaboradores (2007) apontam como vantagens da bioconversão de resíduos lignocelulósicos: (a) a 

grande disponibilidade e capacidade de renovação; (b) a redução na utilização de terras férteis, 

potencialmente produtoras de alimentos, para monoculturas destinadas unicamente à produção 

de energia; (c) a menor emissão de gases potencialmente causadores do efeito estufa; e (d) 

geração de trabalho e renda nas comunidades rurais. 
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1.2 Estrutura da celulose, xilana e enzimas responsáveis por sua degradação 

 

Micro-organismos lignocelulolíticos convertem a biomassa vegetal por meio da produção e 

secreção de celulases, hemicelulases e ligninases. A celulose apresenta uma composição química 

simples, formada por longos polímeros lineares de D-glicose, unidos por ligações glicosídicas β-1,4. 

A estrutura física da celulose, entretanto, é bastante complexa, pois cadeias paralelas se agrupam 

por meio de numerosas ligações de hidrogênio e forças de van der Waals, formando microfibrilas 

rígidas e insolúveis. Estas microfibrilas, por sua vez, reúnem-se em fibras de alto grau de 

cristalinidade, entremeadas por regiões amorfas (revisto por Béguin & Aubert, 1994). Três enzimas 

atuam de forma sinergística para a degradação da celulose: a) as endoglicanases (EC 3.2.1.4), que 

clivam as ligações glicosídicas β-1,4 ao longo das cadeias de celulose, preferencialmente, em 

regiões amorfas; b) as exoglicanses ou celobiohidrolases (EC 3.2.1.91), que liberam celobiose (um 

dímero de D-glicose) das extremidades geradas pelas endoglicanases, particularmente nas regiões 

cristalina da celulose; e c) as beta-glicosidades (EC 3.2.1.21), que liberam D-glicose e pequenas 

cadeias de oligossacarídeos a partir de resíduos de celobiose e celodextrina (revisto por Sanchéz, 

2009). 

Ao contrário da celulose, a xilana é um heteropolímero ramificado. Sua estrutura inclui 

unidades de D-xilose, ligadas por ligações glicosídicas β-1,4, com ramificações de resíduos de 

arabinofuranose, ácido glucorônico e ácido ferúlico. A degradação da xilana ocorre principalmente 

pela ação de endoxilanases (EC 3.2.1.8), que clivam as ligações internas β-1,4, gerando 

xilooligosacarídeos que são degradados a resíduos de xilose pelas beta-xilosidases (EC 3.2.1.37) 

(revisto por Polizeli et al., 2005). 
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1.3. A regulação transcricional mediada pelo pH ambiental 

 

A adaptação a alterações do ambiente é algo crucial a todo microrganismo. Isso pode 

ocorrer pela variação do padrão de expressão de seus genes, desencadeando uma resposta 

adaptativa nas vias metabólicas intracelulares, ou pode se refletir na síntese de moléculas de 

exportação capazes de modificar o meio ambiente circundante (Espeso et al., 1993). A forma mais 

efetiva de se proteger as macromoléculas localizadas na membrana plasmática, ou além, é garantir 

que a sua síntese ocorra apenas no pH apropriado ao seu funcionamento (Nahas et al., 1982; van 

den Hombergh et al., 1996). 

Diversos fungos filamentosos e leveduras têm a expressão de determinados genes regulada 

pelo pH ambiente, em um mecanismo dependente do sistema PacC (revisto por Peñalva & Arst, 

2004). Tal sistema foi inicialmente descrito para o ascomiceto Aspergillus nidulans, organismo no 

qual essa via regulatória tem sido amplamente estudada do ponto de vista bioquímico, genético e 

molecular. PacC é uma proteína capaz de, em resposta a mudanças de pH do meio, ativar 

diferencialmente genes que devam ser expressos, por exemplo, em ambiente básico e de reprimir 

aqueles que devam ser expressos preferencialmente em condições acídicas. O desencadeamento 

de tal resposta é dependente de uma via de transdução de sinal da qual participam os produtos 

dos genes palA, palB, palC, palF, palH e palI. Um modelo proposto até 2009 para a ativação de 

PacC é mostrado na Figura 1. 

Ao longo dos últimos quinze anos diversos estudos têm procurado elucidar o papel 

individual de cada componente dessa via de transdução de sinal. Em A. nidulans, a proteína PacC 

apresenta características típicas de fatores transcricionais. A região de ligação ao DNA é formada 

por três domínios em “dedos-de-zinco” da classe Cys2His2, que reconhecem o motivo de ligação 

consensual 5’-GCCARG-3’nos promotores dos genes alvo (Tilburn et al., 1995). Quando o fungo 
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cresce em condições ácidas, a proteína PacC assume, predominantemente, uma conformação 

fechada que impede seu processamento proteolítico (Espeso et al., 2000). Sob condições alcalinas, 

PacC assume uma conformação “aberta”, sensível a ação de proteases. Segundo Diéz e 

colaboradores (2002), a ativação funcional de PacC requer duas etapas de proteólise em sua região 

C-terminal (Figura 1). A primeira clivagem, dependente de pH alcalino, parece ser efetuada pelo 

produto do gene palB, uma cisteína protease (Denison et al., 1995; Peñas et al., 2007). Evidências 

mais recentes apontam o complexo do proteassoma 26S como o responsável pelo segundo passo 

de hidrólise de PacC, que independe do pH no qual o fungo é cultivado (Hervás-Aguilar et al., 2007). 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Resumo da regulação pelo pH em A. nidulans. Sob condições ácidas, PacC é mantida em uma conformação fechada e 
inacessível a proteases. Em condições alcalinas, o sinal de pH alcalino ambiente é transmitido a partir do complexo na 
membrana plasmática, por um processo que envolve, provavelmente, endocitose de PalH e/ou PalIF com a participação de 
PalC para o complexo de membranas endossomais, onde, PacC associado a PalA sofre proteólise por PalB, que remove a 
porção C-terminal para formar PacC53. PacC53 é acessível à protease de processamento, quase certamente sendo o 
proteassoma, que remove mais ~245 resíduos de aminoácidos de uma forma pH-independente para formar o ativador PacC27. 
Sob condições ácidas, vestígios de PacC podem existir na conformação aberta acessível para a protease de processamento, 
ignorando o requisito para o sinal de pH. (Adaptado de Peñalva & Arst, 2004) 
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Outros dados apontam ainda para a modulação da expressão de pacC em resposta à 

disponibilidade de fontes de fosfato e de carbono no meio de cultivo (Trevisan et al., 2011). 

Alterações na concentração de fosfato inorgânico e no pH também levaram ao aparecimento de 

mais de uma forma do mRNA de palB por mecanismo de splicing alternativo. A manutenção dos 

íntrons I e /ou III gera uma protease PalB provavelmente inativa. Como PacC ativo ocorreu nas 

mesmas condições nas quais PalB está inativa, os autores levantam a probabilidade da existência 

de uma via de ativação alternativa. Contudo, não pode ser descartada a possibilidade de atividade 

para PacC não processado proteolicamente (Figura 1). 

PalH é apontada como o sensor de membrana responsável pela percepção do pH 

extracelular alcalino, possivelmente em cooperação com PalI (Herranz et al., 2005). A fosforilação e 

ubiquitinação da arrestina PalF, que é dependente de pH alcalino, leva à endocitose do complexo 

PalF-PalH, transduzindo o sinal captado no nível de membrana para os componentes internos da 

via (Herranz et al., 2005). O papel de PalI ainda não está totalmente elucidado, mas há evidências 

de que esta proteína auxilia na localização de PalH na membrana plasmática (Calcagno-Pizarelli et 

al., 2007). 

PalA e PalC são proteínas que interagem com complexos multiprotéicos para o transporte 

intracelular de vesículas em direção ao corpo multivesicular (Negrete-Urtasun et al., 1997 e 1999; 

Tilburn et al., 2005; Galindo et al., 2007). PalA faz a ligação entre PacC e esta via de tráfego 

intracelular. Tal dado é relevante, uma vez que Penãs e colaboradores (2007); Galindo e 

colaboradores (2007); e Rodríguez-Galan e colaboradores (2009) demonstraram ser provável que a 

primeira etapa de processamento de PacC envolva o complexo formado por PalA, PalB e PacC, que 

ocorreria ancorado a membranas endossomais.  

No entanto, evidências mais recentes mostraram que o processamento de PacC ocorreria 

preferencialmente junto à membrana plasmática da célula (Galindo et al., 2012). Mesmo associado 
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a proteínas de complexos multiprotéicos envolvidas no transporte intracelular de vesículas, esse 

processamento provavelmente não envolve a endocitose do complexo PalF-PalH. PalH 

permaneceria como um sensor na membrana e PalF, ubiquitinilado, recrutaria as demais proteínas 

envolvida no mecanismo que culmina na clivagem de PacC. 

Homólogos ao sistema PacC de A. nidulans já foram caracterizados para os fungos 

filamentosos Aspergillus niger (MacCabe et al., 1996), Penicillium chrysogenum (Suárez & Peñalva, 

1996), Acremonium chrysogenum (Schmitt et al., 2001), Sclerotinia sclerotiorum (Rollins & 

Dickman, 2001), Fusarium verticillioides (Flaherty et al., 2003), Fusarium oxysporum (Caracuel et al., 

2003), Ustilago maydis (Aréchiga-Carvajal & Ruiz-Herrera, 2005), Aspergillus giganteus (Meyer et 

al., 2005), Trichophytum rubrum (Ferreira-Nozawa et al., 2006), Paracoccidioides brasiliensis 

(Poças-Fonseca et al., 2008) e no fungo polimórfico Wangiella dermatitidis (Wang & Szaniszlo, 

2009). Nesses micro-organismos, PacC tem sido relacionado a diferentes processos biológicos, 

como a produção de metabólitos secundários, a enzimas e a patogenicidade em plantas e animais. 

Nas leveduras Yarrowia lipolytica (Blanchin-Roland et al., 2005), Sacharomyces cerevisiae (Hayashi 

et al., 1998) e Candida albicans (Davis, 2003), o sistema homólogo à PacC está envolvido, 

respectivamente, na produção/secreção de proteases; esporulação e meiose; e na patogenicidade. 

 

1.4 O pH e a regulação transcricional de enzimas do complexo lignocelulolítico 

 

A produção de enzimas envolvidas na degradação da lignocelulose é regulada 

principalmente no nível transcricional (revisto por Aro et al., 2005). Entretanto, são poucos os 

dados disponíveis a respeito do envolvimento da via PacC na regulação de genes que codificam 

essas enzimas em resposta a alterações no pH. Uma correlação entre alterações de pH e a 
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produção de hidrolases é bastante plausível, uma vez que tais enzimas geralmente apresentam 

limites restritos de pH para uma atividade ótima. 

O gene da beta-xilosidase xlnD de A. nidulans apresenta, em sua região promotora, sítios 

para ligação de PacC. No entanto, Pérez-González e colaboradores (1998) não conseguiram 

demonstrar que PacC atua de fato na regulação transcricional desse gene. Curiosamente, os genes 

das endoxilanases xlnA e xlnB deste mesmo fungo apresentam padrões opostos de expressão: xlnA 

é expresso exclusivamente em pH alcalino, enquanto xlnB é expresso em condições acídicas, 

ambos regulados por PacC (MacCabe et al., 1998). Em Penicillium purpurogenum, a expressão dos 

genes xynA e xynB é claramente regulada pelo pH, apesar da inexistência de sítios de ligação para 

PacC no promotor de xynB (Chávez et al., 2002). Tanaka e colaboradores (2006) demonstraram que 

o gene xynII de Aureobasidium pullulans tem sua expressão aumentada em mais de 22 vezes 

quando o fungo é crescido em pH alcalino. 

 

1.5 A repressão por carbono 

 

A disponibilidade de distintas fontes de carbono representa mais uma variável ambiental a 

qual os micro-organismos devem se adaptar. Um dos mecanismos regulatórios nesta adaptação é a 

repressão por carbono. Neste mecanismo, a presença de fontes de carbono rapidamente 

metabolizáveis, como D-glicose ou frutose, promove a repressão da síntese de enzimas 

relacionadas ao catabolismo de fontes alternativas de carbono, como a celulose. Segundo Ruijter e 

Visser (1997), sob o ponto de vista da fisiologia celular, a existência de tal mecanismo regulatório é 

vantajosa na medida em que a fonte de carbono energeticamente mais favorável é consumida, não 

havendo gasto desnecessário de energia na síntese de enzimas que degradam substratos 

complexos. Estes mesmos autores ressaltam que esse mecanismo regulatório pode ser 
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desencadeado por diversas fontes de carbono, mas, como a D-glicose é uma das fontes mais 

repressoras, o termo “repressão por glicose” também é utilizado, embora se refira a um caso 

específico da repressão por carbono. Outra terminologia empregada para se referir à “repressão 

por carbono” é “repressão catabólica por carbono”, com a sigla CCR na língua inglesa. Essa 

segunda expressão não está necessariamente correta, uma vez que implica na participação de 

catabólitos no mecanismo de repressão, o que ainda não é claro. Mesmo assim, a terminologia 

CCR ainda é muito utilizada na literatura científica. 

Em diversos fungos filamentosos, a repressão por glicose é mediada por homólogos da 

proteína CreA/CREI (Dowzer & Kelly, 1989; Strauss et al., 1995; Takashima et al., 1998). CreA é um 

fator transcricional cujo domínio de ligação ao DNA é composto por dois domínios em “dedos-de-

zinco”, também da classe Cys2His2, que reconhecem o motivo de ligação consensual 5’-SYGGRG-3’ 

em A. nidulans (Cubero & Scazzocchio, 1994). O sítio funcional de ligação para CreA/CRE1 

geralmente consiste na presença de pelo menos dois motivos 5’-SYGGRG-3’ espaçados por alguns 

pares de bases (Portnoy et al. 2011). 

Os genes codificadores das glicosil hidrolases, que são enzimas fundamentais no 

metabolismo de fontes alternativas de carbono, estão entre os alvos da repressão por CreA (Mach 

et al., 1996; Ilmén et al, 1996; Orejas et al., 1999). Tal regulação pode ocorrer diretamente pela 

ligação de CreA aos promotores de genes alvo e também pode ocorrer indiretamente pela 

repressão de ativadores transcricionais, como XlnR de A. nidulans (Tamayo et al., 2008). Ainda não 

foi proposto um modelo claro para o mecanismo de repressão por carbono mediado por 

homólogos de CreA/CREI, mas há indícios que apontam a fosforilação do fator como requisito para 

sua atividade regulatória(Cziferszky et al., 2003). Há ainda indícios de auto-regulação transcricional 

do fator em A. nidulans (Strauss et al., 1999), além do remodelamento de cromatina como possível 

mecanismo de repressão por CreA (Garcia et al., 2004). 
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1.6 Humicola grisea como modelo de estudo 

 

O fungo termofílico H. grisea var thermoidea produz um conjunto de enzimas hidrolíticas 

que apresenta uma vasta gama de atividades, que inclui, por exemplo: trealase (Zimmermann et 

al., 1990), glicoamilase (Campos & Felix, 1995), celulases (Azevedo et al., 1990, Poças-Fonseca et 

al., 1997, Poças-Fonseca et al., 2000; Nascimento et al., 2010) e xilanases (Da-Silva et al., 1994). Em 

vista disso, H. grisea apresenta considerável potencial para bioconversão de resíduos 

agroindustriais (De-Paula et al., 2003; Rossi et al., 2007), também podendo ser empregado como 

doador de genes para expressão heteróloga de enzimas (De-Faria et al., 2002; Benoliel et al., 2010) 

e para complementação de coquetéis enzimáticos já existentes (Takashima et al., 1999b). 

 Vários genes relacionados ao complexo hidrolítico de H. grisea já foram clonados e 

caracterizados molecularmente: cbh1.1 (Azevedo et al., 1990), cbh1.2 (Poças-Fonseca et al., 1997), 

egl1 (Takashima et al., 1996), egl2 (Takashima et al., 1997), egl3 e egl4 (Takashima et al., 1999a), 

xyn1 (Ikura et al., 1997), xyn2 (De-Faria et al., 2002) e bgl4 (Takashima et al., 1999b). No entanto, 

apesar do potencial biotecnológico de H. grisea, pouco se sabe sobre a regulação da expressão 

gênica neste fungo. 

Muitos esforços têm sido direcionados visando o melhoramento de micro-organismos para 

maior produção de enzimas (revisto por Elkins et al., 2010). No entanto, a pesquisa sobre 

mecanismos biológicos “básicos”, como a regulação da expressão de genes e da produção de 

enzimas lignocelulolíticas, tem, muitas vezes, sido negligenciada em prol de abordagens 

experimentais, em princípio, mais diretamente “aplicáveis” na escala produtiva. Tal visão tem 

levado a gargalos insolúveis há vários anos, como o insucesso em se obter uma maior produção 

e/ou atividade enzimática pelo mero aumento do número de cópias de um determinado gene, 

bem como a sobrecarga do aparato de secreção protéica (Azevedo & Poças-Fonseca, 2002).  
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A identificação e caracterização de novos elementos que atuem em cis ou em trans na 

regulação da função promotora em genes de celulases e xilanases são imprescindíveis para uma 

compreensão refinada dos mecanismos de expressão diferencial de genes ao longo do processo de 

hidrólise da lignocelulose. Estudos sobre mecanismos que regulam a transcrição de genes de 

interesse industrial contribuem para o desenvolvimento de estratégias visando uma maior 

produção de enzimas específicas e uma otimização de bioprocessos já estabelecidos. Além disso, 

tais estudos impulsionam o desenvolvimento de novas estratégias para a expressão heteróloga de 

hidrolases e de outras proteínas de interesse industrial, como a engenharia de promotores fortes 

com diferentes elementos regulatórios induzíveis.  

Neste contexto, o sistema celulolítico de H. grisea se torna um modelo bastante atraente 

para estudos da regulação da expressão gênica, uma vez que diferentes variáveis, como fonte de 

carbono, nitrogênio, temperatura, osmolaridade e, até mesmo, a estrutura física do substrato na 

natureza, parecem influenciar tal processo. A regulação transcricional mediada pelo pH necessita 

ser profundamente investigada, face a sua importância em outros fungos e face a evidências 

experimentais de nosso grupo de pesquisa, que apontam sua ocorrência em H. grisea. Nossos 

experimentos, por exemplo, mostraram perfil protéico diferencial em pHs variados e a 

identificação de um fragmento genômico homólogo a pacC (Poças-Fonseca et al., 2009). 

Este trabalho representa um aprimoramento nos estudos de regulação da expressão gênica 

de glicosil hidrolases do fungo termofílico H. grisea, objeto de estudo de nosso grupo de pesquisa 

há quase vinte anos. 
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2. Objetivo e Metas 
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2.1 Objetivo 

 

 Investigar o mecanismo de regulação transcricional mediado pelo pH ambiental em H. 

grisea var. thermoidea, com ênfase em seu papel na expressão de genes codificadores de glicosil 

hidrolases e em uma possível relação deste sistema regulatório com a repressão por carbono. 

 

2.2 Metas propostas 

 

1. Clonagem e caracterização do gene homólogo a pacC de H. grisea;  

2. Análise dos perfis de expressão de pacC, creA e de genes de glicosil hidrolases em resposta 

a alterações no pH do meio de cultivo e na presença de diferentes fontes de carbono; 

3. Análise estrutural das regiões regulatórias de diferentes genes de glicosil hidrolases: 

investigação in silico de possíveis elementos regulatórios; 

4. Produção heteróloga em Escherichia coli das regiões correspondentes aos domínios de 

ligação ao DNA das proteínas PacC e CreA para experimentos de interação DNA-proteína 

com os promotores de pacC, creA e dos genes de glicosil hidrolases. 

5. Integração dos dados obtidos na proposição de um modelo regulatório para a expressão de 

glicosil  hidrolases em H. grisea. 
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3. Metodologia 
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3.1 Condições de cultivo de H. grisea  

 

O fungo H. grisea foi rotineiramente mantido em cultura e esporulando, em meio semi-

sólido contendo flocos de aveia (Quaker) 4% (p/v) a 42 °C. Para indução enzimática, 106 

esporos/mL foram inoculados por 24 h (42 °C/120 RPM) em 50 mL de meio mínimo de Pontecorvo 

(MM) (Pontecorvo et al., 1953), pH 6.8 (não tamponado), enriquecido com extrato de levedura 

0,25% (p/v), peptona 0,1% (p/v) e suplementado com D-glicose (GLI) 1% (p/v). O micélio crescido 

foi então filtrado, lavado com água destilada estéril e transferido para nova alíquota de 50 mL de 

MM, suplementado com GLI 1% (p/v) ou bagaço de cana-de-açúcar explodido a vapor (BCA) 0,1% 

(p/v) como únicas fontes de carbono. O valor de pH do meio de cultivo foi ajustado para 5,0 ou 8,0 

(tamponamento com citrato de sódio 100 mM). As culturas foram incubadas por 0,5, 2, 6, e 18 h 

(42 °C/120 RPM).  

Para o ensaio de mudança de ambiente acídico para alcalino, o micélio filtrado e lavado foi 

previamente cultivado por 2 h (42 °C/120 RPM) em 50 mL de MM, pH 5.0 com GLI 1% (p/v) e então 

transferido para outra alíquota de 50 mL de MM com GLI 1% (p/v) ou BCA 0,1% (p/v) e então 

incubado por mais 2 h (42 °C/120 RPM). Para cada condição de cultivo e período de incubação, o 

micélio foi coletado para extração de RNA e determinação de peso seco. Amostras dos 

sobrenadantes de cultivo também foram coletadas. O consumo de D-glicose nos sobrenadantes de 

cultivo foi medido pelo ensaio colorimétrico da glicose oxidase/peroxidase utilizando o kit Glucose 

(Biosystems). A concentração de proteínas nos sobrenadantes foi estimada pelo método de 

Bradford (1976), utilizando-se albumina sérica bovina (BSA) como padrão. Ácido tricloroacético 

(TCA) foi adicionado a 1,0 mL de cada sobrenadante para uma concentração final de 10% (v/v) e 

incubadas a 4° C durante 1 h. O material precipitado foi lavado uma vez com 0,25 mL de acetona 
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gelada, ressuspendido em 25 µL de tampão de amostra 1X (Tris-HCl a 100 mM, SDS 2% (p/v), ß-

mercaptoetanol 2% (p/v), glicerol 2% (v/v), pH 6,8) e submetido à eletroforese em gel de 

poliacrilamida desnaturante 12% (SDS-PAGE). Nenhuma variação nos valores de pH dos meios 

tamponados foi observada ao longo do cultivo. 

 

3.2 Clonagem do gene pacC 

 

Anteriormente em nosso grupo, um fragmento de DNA com aproximadamente 2,9 kb, 

correspondente ao gene pacC de H. grisea, havia sido selecionado de uma biblioteca genômica 

previamente construída no sistema Lambda DASH II (Stratagene). Um fragmento adicional de 630 

pb, correspondente à região 5' não codificadora a montante do gene (5' UP), foi obtido por meio 

da técnica Single Oligonucleotide Nested-PCR (SON-PCR) (Antal et al., 2004), utilizando-se DNA 

genômico como molde e os oligonucleotídeos reversos descritos na Tabela 1. 

Tabela 1. Oligonucleotídeos utilizados neste trabalho. 

Gene 
Número de 
acesso no 
GenBank 

Aplicação 
Seqüência (5' - 3')b  

F R 

cbh1.1 (X17258.1) 
PCR em tempo real GGTCTCAGCCGCTATCCTG CCTCGCCGTTGATGAACTT 
Amplificação do 5' UP GTCTAGAGCACATCACTGGCAAAGCTA TTCTAGATTTGAAGGAGGGTGACTGAT 

cbh1.2 (U50594.1) 
PCR em tempo real CTCATGGCCAACCAGAACA CGCTGTTGATACCGCACTC 
Amplificação do 5' UP GTCTAGACAGGCACATCCAAGAAACC TTCTAGACTTGAAAGACTGCTGCTGAG 

egl1 (D63516.1) 
PCR em tempo real AGTACGGCGTCACCACCAAC GTGGAGCATCTCATAGCGGC 
Amplificação do 5' UP TTCTAGAATTCGGTTCGTCAACGTC GTCTAGAGGTTGTTTGAGCTGGTGCG 

egl2 (D84470.1) 
PCR em tempo real AGAACGGCAAGGTTGGACTG TCCTGGAGGTGGTTGAGCAT 

Amplificação do 5' UP CTCTAGATGCTCCCAACTCTTCTTCCT 
GTCTAGAGGTAATAGTGTTCAAGGGGAA
C 

egl3 (AB003107.1) 
PCR em tempo real ATGGGCTGTGAACGACGACT GGACCGGATGTGAAGGTGAG 
Amplificação do 5' UP TTCTAGACAGCTCGTTTGGAAACCTCT ATCTAGACTTGATCGGAGTTGAGACG 

egl4 (AB003108.1) 
PCR em tempo real GCTTTGACTGGTGCGTTTCC CACAACTTCTTCCCATCGTCTG 
Amplificação do 5' UP GTCTAGAGCCACATGGTTTGCTTTCAT GGTCAGGGGGAGCTGCATCTAGAG 

bgl4 (AB003109.1) 
PCR em tempo real AAGTACCCCGACTCGATGC TGCCGTAGAAGTCGTTGGA 
Amplificação do 5' UP GTCTAGAAACACGCGGGAGAATG ATCTAGATGGGCTAACGGGGAAG 

xyn1 (AB001030.1) 
PCR em tempo real GCGTCTTTGGCACCGACTAC GTCCGTCTTGGCTTGGTTGT 
Amplificação do 5' UP GTCTAGATCCCTCAATAGCCAGATGCT TTCTAGACCTGTCTTTGTTGCTGTTGT 

  SON-PCR  
TGAGTCTGCTGCTGGGTCT e 
TGAGTCTGCTGGCCTTGAG 

pacC (EU684545.1) 

PCR em tempo real TTGACCTGCCAGTGGAACA CGCACTTGTGAGGCTTGAG 
Clonagem do DBD GGATCCACTCCCTCGACTGGTGCTC CTCGAGGGTAGGCGGCGCTGAGAG 
Amplificação do 5' UP CTCTAGATTTGCATCTGTTGGAGGAA TGCGGGAAGTTCCGACATCTAGAC 
EMSA (sonda 1)a CCCTCAGCCCCACGCGTCTTGGCCCCACG TGTGCGTGCGGGGCCGTGGGGCCAAGAC
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GCCCCGCACGCACA GCGTGGGGCTGAGGG 
EMSA (sonda 2)a GAGAAGGGCCCCAGGGAAGGTT AACCTTCCCTGGGGCCCTTCTC 

EMSA (sonda 3)a 
CCAAGAACTCTTGGCCTTGGCGCGCCTTT
G 

CAAAGGCGCGCCAAGGCCAAGAGTTCTT
GG 

EMSA (sonda 4)a 
GCACCGGCCAAGTCTCCGTTTCTCCTCGAC
CGTCCTTGGCATTCCC 

GGGAATGCCAAGGACGGTCGAGGAGAAA
CGGAGACTTGGCCGGTGC 

creA (AB003106.1) 

PCR em tempo real TCTGTCGTCACCCAACGTC ATAAGGGGCACGGCTGTAA 
DBD cloning GGATCCTCGGCGTCGTCCGAGCAG GTCGACTGCTGGTGATGGCCCTTGTG 
Amplificação do 5' UP TCTAGATGGCCATAATCAACGGAGAC TCTAGATGATCGCCCTCCCGGAT 
EMSA (sonda 5)a AACCTGCCCTGGCCAGCCCA TGGGCTGGCCAGGGCAGGTT 

act (AB003111.1) PCR em tempo real TGCCCATCTACGAGGGTTT CGCTCAGCAAGGATCTTCA 
a Os oligonucleotídeos F utilizados para EMSA foram sintetizados com e sem a marcação fluorescente 5'-FAM. b As regiões 
sublinhadas indicam a introdução de sítios de restrição enzimática. 
 

 

3.3 Extração de RNA, transcrição reversa e análise por PCR em tempo real 

 

Os micélios coletados foram imediatamente congelados em nitrogênio líquido e 

armazenados a -80 °C até o momento da extração. Cerca de 100 mg de cada amostra de micélio 

congelado foram macerados na presença de nitrogênio líquido com a utilização de almofariz e 

pistilo até a obtenção de um pó fino. O RNA das amostras foi extraído pela utilização do reagente 

Trizol (Invitrogen) e a síntese do cDNA foi realizada com 2 μg de RNA total tratado com DNase I 

(Promega) e com a enzima SuperScript III (Invitrogen), de acordo com as recomendações do 

fabricante. As PCRs em tempo real foram realizadas no aparelho 7500 Fast Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems). As reações de amplificação foram feitas em volume final 10 μL, contendo 0,2 

μM de cada oligonucleotídio, 5 μL do Fast SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) e 2 μL do 

molde de cDNA (em diluição 1:3). Os oligonucleotídeos empregados na análise foram descritos na 

Tabela 1. O programa de PCR em tempo real consistiu de 40 ciclos a 95 °C por 3 s e 60 °C por 20 s. 

Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Reações sem cDNA funcionaram com controles 

negativos. A especificidade dos produtos de PCR foi confirmada pela análise da curva de 

dissociação de cada produto de amplificação. A análise da expressão relativa foi realizada pelo 

método do 2 –ΔΔct (Livak & Schmittgen, 2001), empregando-se o gene da actina (act) como controle 



19 

interno constitutivo. Os dados foram apresentados como índices de mudança nos valores de 

expressão (fold change) para cada gene. A análise de variância (ANOVA) de uma via seguido do 

pós-teste de Tukey foram utilizados para identificar diferenças significativas entre os grupos 

experimentais. A distribuição normal do conjunto de dados foi comprovada pelo teste de Shapiro-

Wilk com auxílio do programa SigmaPlot (Systat Software Inc). 

 

3.4 Análise in silico das regiões 5' UP 

 

A procura por possíveis elementos de ligação em cis nas regiões 5’ UP dos genes de 

interesse (Tabela. 1) foi realizada com a ferramenta Transcription Element Search System (TESS) 

(http://www.cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess/tess). Tal análise restringiu-se à busca das seqüências 

consenso de ligação a PacC 5’-GCCARG-3’ (Tilburn et al., 1995; Espeso et al., 1997) e CreA 5’-

SYGGRG-3’ (Cubero & Scazzocchio, 1994). 

 

3.5 Produção das proteínas de fusão  

 

A produção dos domínios de dedos-de-zinco das proteínas PacC e CreA fusionados a 

glutationa S-transferase (GST) foi inicialmente realizada pela amplificação das regiões codificadoras 

dos domínios de ligação ao DNA (DLD) de pacC e creA, com subseqüente clonagem no vetor 

pGEM-T (Promega). As PCRs foram realizadas a partir de moldes de cDNA, empregando-se a 

preparação enzimática Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen) e os 

oligonucleotídeos listados na Tabela 1. Os fragmentos Bam HI/Xho I (391 pb) de pacC e Bam HI/Sal 

I (254 pb) de creA foram subclonados no vetor de expressão pGEX-4T2 (GE Healthcare). Os vetores 

http://www.cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess/tess
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resultantes foram transformados por choque térmico (Sambrook & Russel, 2001) na linhagem de 

Escherichia coli BL21(DE3) (Novagen) e os clones positivos selecionados em placas de LB-ágar 

(peptona de caseína 1% (p/v), extrato de levedura 0,5% (p/v), NaCl 1% (p/v), ágar bacteriológico 

1,4% (p/v) e pH 7,0) com 100 µg/mL de ampicilina. Os clones transformantes foram crescidos em 

30 mL de meio LB com 100 µg/mL de ampicilina até OD600 = 0,5 (37°C, 200 RPM). As culturas foram 

então transferidas para 300 mL do mesmo meio LB, novamente crescidas até OD600 = 0,5 (37°C, 200 

RPM) e, então, induzidas por IPTG 1 mM por 3h, a 37°C sob constante agitação (200 RPM). As 

proteínas recombinantes GST::PACC(81-210) e GST::CreA(51-130) foram purificadas nas colunas de 

afinidade GSTrap FF (GE Healthcare), conforme instruções do fabricante. A concentração das 

proteínas foi estimada pelo método de Bradford (1976). 

 

3.6 Ensaio de pull-down para DNA 

 

As sequências de DNA genômico correspondentes às regiões 5' UP dos genes em estudo 

foram amplificadas com a Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen) e com os 

oligonucleotídeos listados na Tabela 1. Os produtos de amplificação foram purificados com o GFX 

PCR and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare). As reações de ligação foram realizadas à 

temperatura ambiente, por 30 min, com 2 μg de cada fragmento de DNA e 5 μg de GST::PACC (81-210) 

ou GST::CreA(51-130) em uma mistura consistindo de KCl 0,1 M, ZnCl2 2,5 μM, espermidina 4 mM e 2 

μg de poli [d(I-C)]. As reações de ligação foram, então, incubadas com 10 μL da matriz glutationa-

sefarose 4B (Amersham Biosciences) por mais 30 min à temperatura ambiente, seguindo-se três 

lavagens com PBS (500 x g, temperatura ambiente). Os materiais precipitados e sobrenadantes 

obtidos após a última lavagem foram submetidos a um tratamento a 65 °C por 1 h com proteinase 

K (PK) (100 μg/mL) em 100 μL do tampão PK 1X (Tris-HCl 10 mM, pH 7,8, EDTA 5 mM e SDS 0,5% 
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(p/v)). As proteínas foram extraídas por tratamento com fenol/clorofórmio e o DNA recuperado foi 

precipitado com etanol. Um quarto do volume do DNA recuperado foi analisado por eletroforese 

em gel de agarose 1,5 %. Controles negativos foram realizados empregando-se 5 μg de GST 

purificada no lugar das proteínas de fusão. 

 

3.7 Ensaio de retardo de mobilidade eletroforética (EMSA) – versão I 

 

 Sondas consistindo de fragmentos de DNA fita dupla foram obtidas pelo anelamento de 

oligonucleotídeos sintéticos marcados com fluorescência (FAM) com suas seqüências 

complementares (Tabela 1). 500 ng de cada oligonucleotídeo foram aquecidos a 95°C por 5 min 

em 30 µL do tampão de anelamento 1X (0,2 M Tris-HCl, pH 7,7) e vagarosamente resfriadas até 

atingirem a temperatura ambiente. A formação dos complexos DNA-proteína foi realizada pela 

incubação das proteínas de fusão com 30 ng da sonda (20 min, temperatura ambiente) em uma 

mistura consistindo de KCl a 0,1 M, ZnCl 2 a 2,5 μM, espermidina 4 mM e 1 μg de poli [d(I-C)] em 

um volume final de 20 µL. Para os ensaios de competição, sondas não marcadas (tipo selvagem e 

versões mutadas) foram empregadas em excesso molar de 100 e 200X. A formação dos complexos 

foi analisada por eletroforese em TBE 0,25X (Tris-borato a 22,5 mM e EDTA 0,5 mM) em géis de 

poliacrilamida não desnaturantes 8% ou 15%. Os géis foram documentados e analisados no 

equipamento Typhoon 9210 (GE Healthcare). 
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4. Resultados e Discussão 



23 

4.1 Análise da seqüência de pacC 

 

Experimentos de Southern blot anteriormente realizados em nosso grupo, empregando-se 

sonda homóloga, mostraram que pacC ocorre em cópia única no genoma do fungo (dados não 

mostrados). A análise comparativa de seqüências genômicas e de cDNA do gene pacC de H. grisea 

revelou a existência de fase aberta de leitura (ORF) de 2111 pb, que contém dois íntrons (98 e 93 

pb) (Figura 2a). Esta ORF codifica um polipeptídeo predito de 639 resíduos de aminoácidos, o que 

daria origem a uma proteína de aproximadamente 67,5 kDa. 

A utilização da ferramenta ScanProsite (http://www.expasy.ch/tools/scanprosite/) permitiu 

a identificação, na seqüência de resíduos de aminoácidos deduzida de PacC, de três distintos 

motivos do tipo Cys2His2 (resíduos 99 a 124, 135 a 159 e 165 a 187, Figura 2a), denominados 

“dedos-de-zinco” (Evans & Hollenberg, 1988). Domínios do tipo “dedo-de-zinco” são estruturas 

freqüentemente presentes em fatores transcricionais, constituindo um domínio de ligação ao DNA 

(DLD). Estas estruturas são geralmente compostas por 25 a 30 resíduos de aminoácidos e contêm 

duas cisteínas e duas histidinas posicionadas nas extremidades, de modo a fazerem a coordenação 

tetraédrica de um átomo de zinco (Figura 3a e 3b) (Berg, 1988). Já a análise por meio da 

ferramenta MOTIF Search (http://motif.genome.jp/) identificou na seqüência uma região rica em 

glutamina (resíduos 44 a 63) (Figura 2a). Regiões ricas em glutamina estão presentes em fatores de 

transcrição de diversos organismos e são domínios que possuem papel fundamental na ativação 

transcricional (Gerber et al., 1994). 

A realização de alinhamentos múltiplos de seqüência indicou que a proteína predita de H. 

grisea mostrou considerável similaridade com homólogos de PacC identificados em outros fungos 

como Magnaporthe grisea (73,8 %) (Dean et al., 2005), Neurospora crassa (72 %) (Galagan et al., 

2003), Fusarium oxysporum (69,7 %) (Caracuel et al., 2003), Aspergillus niger (61,3 %) (MacCabe et 

http://www.expasy.ch/tools/scanprosite/
http://motif.genome.jp/
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al., 1996) e Aspergillus nidulans (60,1 %) (Tilburn et al., 1995). Conforme esperado, o DLD é a 

região que apresenta maior similaridade, em particular, a similaridade de 92,1 % compartilhada 

com o DLD de PacC de A. nidulans (Figura 3a). Especialmente o terceiro “dedo-de-zinco”, muito 

conservado entre homólogos de PacC e que, em A. nidulans, inclui em si um sinal de localização 

nuclear (KKHVKT), cujas duas primeiras lisinas são essenciais para endereçamento da proteína para 

o núcleo (Fernandéz-Martínez et al., 2003). 

Outras regiões de interesse aparecem bastante conservadas entre os homólogos de PacC 

em H. grisea e A. nidulans. A primeira é uma região compreendida entre os resíduos 496 e 521 

(Figura 2a). Denominada signaling protease box em A. nidulans, essa é a região envolvida na 

primeira clivagem proteolítica de PacC, com especial destaque para o resíduo de leucina na posição 

498 (conservada como Leu-516 em H. grisea), cuja substituição por serina impede o 

processamento do fator transcricional (Diéz et al., 2002). Flanqueando esta região, pudemos 

observar a presença de dois movivos YPSL (posições 483-486 e 632-635), que correspondem 

diretamente às regiões YPRL e YPTL nas posições 455 e 662 em A. nidulans. Estes dois motivos são 

encontrados em todos os homólogos de PacC (consenso YPXL/I) e, em A. nidulans, são 

especificamente reconhecidos por PalA que recruta PacC formando um complexo protéico junto 

com PalB e PalC, culminando na primeira clivagem e na remoção de ~180 resíduos de aminoácidos 

da porção C-terminal da proteína (Vicent et al., 2003). 

Tomados em conjunto, esses dados comparativos indicam fortemente que a proteína de H. 

grisea provavelmente não só reconhece e é capaz de se ligar à seqüência consenso 5'-GCCARG-3’ 

(Espeso et. al., 1997), como também poderia compartilhar do mesmo mecanismo de 

processamento com seu homólogo em A. nidulans. 
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gttgggagctctcccatatggtcgacctgcaggcgtgcgcactagtgatttgcatctgttggaggaactggt  -559 
cttctccccctttttgcatctcctgtgtgcgtcactttgcaccggcccaaagtgtgcagaatcaccgccaga  -487 
aatccagacgcaaacgcgaaactgtcttccgagtcttgcaccggccaagtctccgtttctcctcgaccgtcc  -415 
ttggcattcccgttttttgagcgccgagctctgcaccgtccgagcctcccaagaactcttggccttggcgcg  -343 
cctttggcaagcagccattgaagttctgggcgaagtcttgggagaagggccccagggaaggtttgcagcaca  -271 
gccaatcagactctgacaacctgacgctgagtcagccgaccaatcacgtcgcttgccctcagccccacgcgt  -199 
cttggccccacggccccgcacgcacacacaaaaacccctcacgtgaaacccacgtgatttttttctctttct  -127 
tcctctcacggaactttccgccttcttcccctcaccaccgactttttaccgactttttcccgaacatcaccc   -55 
                                                         M   S   E   L       4 
accacaccgcccgactgccaagccaagcgaagccaagcacgtgacgtgatcacg  ATG TCG GAA CTT     12 
 P   A   D   Q   G   Q   A   A   Q   A   S   A   P   A   T   N   D   N      22 
CCC GCA GAC CAA GGC CAA GCC GCC CAG GCT TCG GCG CCG GCG ACC AAT GAC AAT     66 
 G   A   A   A   P   N   A   T   T   T   N   V   A   S   T   V   A   S      40 
GGC GCT GCT GCC CCG AAT GCC ACG ACG ACC AAC GTC GCC TCG ACG GTT GCG TCG    120 
 T   T   A   Q   G   Q   Q   T   Q   Q   A   Q   Q   T   Q   Q   Q   T      58 
ACG ACC GCT CAA GGC CAG CAG ACT CAA CAG GCC CAG CAG ACC CAG CAG CAG ACT    174 
 Q   Q   V   Q   Q   A   V   A   T   S   A   S   P   V   T   A   S   T      76 
CAG CAG GTC CAG CAG GCC GTC GCG ACG TCG GCA TCT CCC GTC ACT GCA TCC ACC    228 
 D   A   T   P   T   P   S   T   G   A   P   T   S   T   S   S   T   G      94 
GAT GCC ACT CCG ACT CCC TCG ACT GGT GCT CCC ACC AGC ACC TCC AGC ACC GGT    282 
 Q   D   E   G   L   I   C   R   W   E   D   C   R   E   S   F   V   S     112 
CAG GAT GAG GGT CTG ATC TGC CGC TGG GAG GAC TGC CGC GAA TCT TTC GTC TCT    336 
 A   E   A   L   Y                                                         117 
GCC GAG GCT CTC TAC  gtaagtcgctgacaatcatggcgactgaacattttttgctttgacctttgc   402 
                                                 E   H   L   C   E   R     123 
aacccaactttcatttccgacgaagacactgactctttgctctccag GAG CAT CTT TGT GAG CGC    467 
 H   V   G   R   K   S   T   N   N   L   Q   L   T   C   Q   W   N   N     141 
CAT GTT GGT CGC AAG AGC ACC AAC AAC CTG CAG TTG ACC TGC CAG TGG AAC AAC    521 
 C   R   T   T   T   V   K   R   D   H   I   T   S   H   I   R   V   H     159 
TGC CGC ACC ACC ACC GTC AAG CGT GAC CAC ATC ACC TCC CAC ATC CGC GTG CAT    575 
 V   P   L   K   P   H   K   C   D   N   C   G   K   S   F   K   R   P     177 
GTG CCC CTC AAG CCT CAC AAG TGC GAC AAC TGC GGC AAG AGC TTC AAG CGC CCT    629 
 Q   D   L   K   K   H   I   K   T   H   A   D   D   P   N   S   M   A     195 
CAA GAC TTG AAG AAG CAC ATC AAG ACC CAT GCA GAT GAC CCC AAC AGC ATG GCT    683 
 A   R   A   H   H   D   P   N   A   A   L   S   A   A   Y   R   P   A     213 
GCT CGC GCC CAT CAC GAC CCC AAC GCC GCT CTC AGC GCC GCC TAC CGC CCG GCT    737 
 P   G   P   R                                                             217 
CCC GGC CCG AGG C gtaagttttttcttttctccctttgtcatttcgttttcccactttcttttcttc   804 
                                         P   P   T   G   F   Y   N   Q     225 
ccttccgtcacggtaaatcaatttgctaacttctgtcag  CC CCC ACT GGC TTC TAC AAC CAG    866 
 N   P   G   A   A   P   F   H   P   Q   G   P   T   G   Y   Y   A   A     243 
AAC CCC GGC GCC GCG CCC TTC CAT CCT CAA GGT CCG ACC GGC TAC TAT GCC GCT    920 
 P   P   G   A   P   V   Y   S   G   A   V   Y   Y   P   Q   Q   A   P     261 
CCG CCG GGC GCC CCG GTC TAC AGC GGT GCC GTT TAC TAC CCG CAG CAG GCT CCC    974 
 Q   M   G   A   P   R   A   D   Y   G   H   Q   A   H   M   G   H   Q     279 
CAG ATG GGT GCC CCC CGT GCC GAT TAT GGC CAC CAA GCC CAT ATG GGC CAT CAA   1028 
 P   A   G   S   A   F   A   D   A   R   K   R   D   I   D   N   L   N     297 
CCT GCC GGA AGT GCG TTC GCC GAT GCC CGC AAA CGC GAC ATT GAC AAC TTG AAT   1082 
 E   W   F   G   S   V   K   R   A   Q   I   D   P   R   S   Y   S   Q     315 
GAG TGG TTC GGT AGT GTT AAG CGA GCC CAG ATT GAT CCC CGT TCC TAT TCC CAA   1136 
 I   G   R   S   L   M   P   L   H   S   A   V   S   F   H   A   G   G     333 
ATC GGT CGA TCC CTG ATG CCC CTG CAC TCG GCC GTC AGC TTC CAC GCT GGC GGT   1190 
 G   L   A   A   E   Y   I   Q   P   P   H   T   L   A   G   N   T   N     351 
GGT CTG GCC GCT GAA TAC ATC CAG CCT CCG CAC ACA CTG GCT GGC AAC ACC AAT   1244 
 P   L   T   Q   H   Y   S   L   P   P   M   P   N   V   R   T   K   E     369 
CCG CTT ACC CAG CAT TAC TCG CTT CCC CCG ATG CCG AAT GTG CGT ACC AAG GAG   1298 

a 
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 D   L   Q   Q   L   D   Q   M   L   E   Q   M   E   Q   T   I   H   L     387 
GAT CTG CAG CAG CTC GAT CAG ATG CTG GAG CAG ATG GAG CAA ACA ATC CAC CTC   1352 
 G   A   S   P   T   T   H   Y   P   H   V   D   M   R   G   S   P   T     405 
GGA GCC TCG CCC ACG ACC CAC TAC CCT CAT GTC GAT ATG CGC GGT TCC CCC ACC   1406 
 T   A   S   A   P   Y   G   Q   R   S   S   V   D   G   A   Y   A   A     423 
ACG GCC TCG GCT CCC TAC GGT CAG CGC TCC TCG GTT GAC GGT GCC TAC GCC GCC   1460 
 A   A   V   S   A   A   Q   V   V   S   P   V   S   A   G   A   H   S     441 
GCC GCA GTT TCG GCC GCC CAA GTC GTG TCC CCC GTT AGC GCC GGC GCA CAC TCC   1514 
 N   G   G   S   P   A   I   T   P   P   S   S   A   M   S   Y   T   S     459 
AAT GGT GGC AGC CCC GCC ATC ACC CCG CCC TCG AGC GCC ATG TCG TAC ACG TCG   1568 
 G   G   S   P   T   T   S   S   A   N   L   S   P   S   S   R   H   S     477 
GGT GGT TCG CCG ACC ACT TCT TCT GCC AAC TTG TCT CCT TCG TCG CGC CAC AGC   1622 
 S   T   S   V   S   Y   P   S   L   P   S   R   P   N   L   P   F   P     495 
TCG ACT TCG GTC TCG TAC CCC AGC CTG CCG AGC CGC CCC AAC CTG CCG TTC CCG   1676 
 Q   A   A   T   L   G   S   S   F   A   H   S   E   R   R   L   S   G     513 
CAG GCG GCC ACC CTC GGT TCG TCG TTT GCT CAT AGC GAG CGC CGT CTC TCG GGC   1730 
 G   M   L   Q   R   A   S   G   M   G   T   R   H   S   D   G   D   R     531 
GGC ATG CTT CAG CGC GCC TCC GGC ATG GGC ACC CGC CAC TCG GAT GGA GAC CGT   1784 
 S   P   T   P   R   A   S   E   H   N   A   A   V   G   S   P   S   E     549 
TCC CCG ACT CCT CGC GCA TCG GAG CAC AAC GCG GCC GTT GGC TCG CCC TCG GAA   1838 
 G   G   A   E   S   G   N   E   T   E   N   Y   D   P   Q   Q   A   L     567 
GGC GGC GCC GAG TCC GGC AAT GAG ACC GAG AAC TAC GAC CCC CAG CAG GCT CTC   1892 
 R   T   L   T   T   L   H   N   W   V   R   L   R   L   A   N   Q   D     585 
CGC ACC CTT ACG ACC CTC CAC AAC TGG GTG CGC CTT CGC CTC GCG AAC CAG GAC   1946 
 Y   E   D   D   S   G   Q   A   G   T   S   A   S   A   A   G   A   R     603 
TAC GAG GAC GAT TCG GGC CAG GCT GGC ACG TCG GCC AGC GCC GCC GGC GCC CGC   2000 
 E   N   D   N   V   V   D   N   S   R   I   D   P   L   L   H   G   D     621 
GAG AAC GAC AAT GTC GTG GAC AAC AGC CGC ATC GAT CCC TTG CTG CAC GGC GAC   2054 
 Q   A   G   R   G   D   T   R   V   N   Y   P   S   L   P   P   M   T     639 
CAG GCG GGA CGG GGT GAC ACT CGT GTC AAC TAT CCG TCG CTC CCG CCG ATG ACT   2108 
 *                                                                         640 
TAG  gaagaactcaacaggtcgtggcagtcggggttctatgggttttacaactggtataacgggtatagcg  2178 
gttaacgggtttacggggttgatgggatggatgggtttgggatgggaaaaaaaaggaaatgacaacatggac  2250 
gggaaatgaggactttgtttcgtcatggctttcagatggctcatggctgggttgatattttctttcggcgtt  2322 
gtcttttattattccttgtttgagtttctacctacggggtgttgataccttaccttgcaacatgtctgagtt  2394 
gagaggaccgagctggcggttttctttcgtttttcctgtctgcgctctccgttctccgttctccgttatctt  2466 
ccagttcgttcggttgtcggtttgttgtccgtctgcttttgcgctcgcccgcccttgggatgcgatccattc  2538 
atggattttcctttttccttcaagaggaagaaacactctccttgcgacgcgaagtggggcaggcattgaacc  2610 
ggactggactggaagctggacgcatgtccttccagcagcgggaacgttgagagcagcacgattatacatgga  2682 
tcatgagcacgcctggcggtagatcatgggcatggaaatgcaaatgcaaatgcaaatggaaatgaaacccga  2754 
tttgatttgaacctcgtgtgcttcctatcatcatcatctccatggtgaggtaatatcgtaatgtcccctaag  2826 
tacggacgtaggaggtacctggaccggacctactacgcgtacttaatcctcctccctccgcccccgtccatt  2898 
acac                                                                      2902 

 

                                                                                                                      *                             * 

 

 

 

 

 

b 

Figura 2. Seqüência do gene pacC de H. grisea. (a) A ORF predita de 2111pb é interrompida pela presença de dois íntrons. As 
seqüências não-codantes estão representadas em letra minúscula. Em amarelo, está destacada a região rica em glutamina, 
referente à possível região de ativação transcricional. Em azul, estão destacados os possíveis motivos “dedos-de-zinco”, formando o 
domínio de ligação ao DNA. Em verde, o signaling protease box, onde ocorre possível clivagem proteolítica por um homólogo de 
PalB. Flanqueando esta região, há dois motivos YPSL (em laranja), passiveis de reconhecimento por um homólogo de PalA. A 
seqüência de nucleotídeos foi depositada no GenBank com o número de acesso EU684545.1. As posições são relativas ao códon de 
iniciação da tradução (ATG). (b) Representação esquemática de PacC de H. grisea. DAT: domínio de ativação transcricional, ZF1-3: 
motivos em “dedos-de-zinco”, SPB: signaling protease box. Os asteriscos indicam os motivos YPSL. 
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4.2 Perfis de expressão dos genes de hidrolases e de fatores transcricionais 

 

Apesar do grande potencial biotecnológico de H. grisea, pouco ainda se sabe a respeito dos 

mecanismos que regulam a expressão de seus genes codificadores de enzimas hidrolíticas. Em 

trabalho anterior, Poças-Fonseca e colaboradores (1997) mostraram que cbh1.1 e cbh1.2, que 

codificam as duas celobiohidrolases de H. grisea, são sujeitos a indução por uma fonte de carbono 

complexa (palha de cereal moído 0,1%). Em 1998, Takashima e colaboradores clonaram e 

caracterizaram o primeiro fator transcricional de H. grisea. Os autores mostraram, pelas técnicas 

de EMSA e footprint in vitro, que o repressor transcricional CreA parece estar diretamente 

a 

b 

Figura 3. (a) Similaridade da região correspondente ao DLD de PacC em 
H.grisea e A. nidulans (resíduos 99 a 187). H.gri: Humicola grisea, A.nid: 
Aspergillus nidulans. SLN: sinal de localização nuclear. Os resíduos de 
aminoácidos idênticos são representadas por "*", as substituições 
conservativas são representadas por ":" e as substituições semi-conservativas 
são representadas por ".". (b) Diagrama estrutural do motivo Cys2His2, 
formando um motivo do tipo “dedo-de-zinco” (adaptado de Berg, 1988). 
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relacionado com o controle da expressão de uma endoglicanase (egl1) e de cbh1.2 (exo1). Neste 

mesmo trabalho, a análise de acumulação dos transcritos de egl1 e cbh1.2 por Northern blotting 

revelou que tais genes são claramente mais expressos quando o fungo é crescido em celulose 

microcristalina (Avicel). Por outro lado, quando apenas D-glicose estava disponível como fonte de 

carbono, tais genes foram reprimidos, ao passo que creA foi substancialmente mais expresso. 

Em outro trabalho (Takashima et al., 1999c), a análise por Northern revelou que, ao longo 

de 36 h, diversos genes de celulases (egl1, egl2, egl3, egl4 e cbh1.2) também foram altamente 

induzidos por Avicel, sendo os mensageiros detectados a partir de 12h. De-Paula e colaboradores 

(1999) mostraram que, na presença de bagaço de cana-de-açúcar, o mRNA de cbh1.1 apresenta 

um pico de acumulação em 6 h. Esses estudos confirmam a influência que as fontes de carbono 

têm na regulação transcricional em H. grisea e mostram que o sistema celulolítico do fungo 

responde de forma diferencial, ao menos temporalmente, de acordo com a fonte de carbono 

utilizada. No entanto, apesar de informações úteis terem sido obtidas, a análise por Northern 

blotting é menos sensível que abordagens baseadas em PCR, portanto mRNAs produzidos em 

períodos de indução anteriores aos analisados podem não ter sido detectados. 

Em nosso trabalho, os perfis de acumulação dos RNAs mensageiros de oito genes 

codificadores de glicosil hidrolases e de dois fatores transcricionais foram acompanhados ao longo 

de 18 h de cultivo de H. grisea crescido em duas fontes de carbono e duas condições de pH do 

meio de cultura (Tabela 2). A exposição do fungo ao bagaço de cana-de-açúcar explodido a vapor 

(BCA) como única fonte de carbono, quando em comparação ao uso de D-glicose, resultou nos 

maiores níveis de acumulação de transcritos para todos os genes de celulases e para o de xilanase. 
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Tabela 2. Análise por PCR em tempo real, da acumulação dos transcritos de genes de glicosil hidrolases e fatores transcricionais de 
H. grisea. 

Gene 
Período de 
cultivo (h) 

D-glicose Bagaço de cana-de-açúcar 
pH 5,0 pH 8,0 pH 5,0 pH 8,0 

cbh1.1 

0,5 1,74 ± 0,05a 1,68 ± 0,05a 16,27 ± 1,75 74,33 ± 9,90 

2 1,82 ± 0,60a 1,80 ± 0,02a 53,31 ± 4,99 345 ± 103,35 

6 2,16 ± 0,30a 2,00 ± 0,05a 127 ± 14,60 38,5 ± 8,59 

18 9,57 ± 1,33a 10,20 ± 1,44a 11,02 ± 1,59a 30,49 ± 4,72 

cbh1.2 

0,5 3,64 ± 0,51a  3,58 ± 0,25a 3,34 ± 0,62ab 2,14 ± 0,10b 

2 4,56 ± 1,47a 4,55 ± 0,38a 6,15 ± 0,58a 10553,92 ± 2,147,12 

6 10,28 ± 0,51a 10,53 ± 0,82a 3297,59 ± 328,56 5671,75 ± 651,42  

18 44,46 ± 7,05ab 40,98 ± 4,21a 78,81 ± 12,48b 304,96 ± 26,48 

egl1 

0,5 3,92 ± 0,45a 3,49 ± 0,23a 18,04 ± 1,22 0,52 ± 0,04 

2 1,89 ± 0,65ab 1,37 ± 0,44a 3,89 ± 0,50b 452,07 ± 116,33 

6 1,69 ± 0,16a 1,54 ± 0,20a 291,26 ± 43,35b 179,52 ± 40,65b 

18 4,13 ± 1,00a 4,39 ± 0,70a 13,32 ± 3,38ab 7,07 ± 1,88b 

egl2 

0,5 0,40 ± 0,06ab 0,44 ± 0,05a 0,27 ± 0,02ab 0,72 ± 0,10a 

2 0,28 ± 0,09a 0,21 ± 0,02a 0,22 ± 0,01a 23,37 ± 8,30 

6 0,21 ± 0,04a 0,18 ± 0,06a 118,18 ± 21,73 500,42 ± 49,14 

18 0,23 ± 0,03a 0,19 ± 0,03a 1,67 ± 0,73a 25,82 ± 6,24 

egl3 

0,5 0,47 ± 0,06a 0,23 ± 0,11a 0,54 ± 0,08a 1,57 ± 0,48a 

2 0,36 ± 0,09ab 0,50 ± 0,01a 0,18 ± 0,05b 23,55 ± 7,34 

6 0,21 ± 0,03a 0,19 ± 0,04a 5,38 ± 1,02 10,41 ± 1,2 

18 0,60 ± 0,10a 0,69 ± 0,02a 0,62 ± 0,05a 1,14 ± 0,23a 

egl4 

0,5 2,30 ± 0,38a 0,04 ± 0,02b 2,37 ± 0,34a 0,01 ± 0,00b 

2 3,01 ± 0,55 0,21 ± 0,01a 5,72 ± 0,21 0,78 ± 0,22a 

6 2,30 ± 0,14a 0,14 ± 0,07b 3,60 ± 0,37 1,27 ± 0,55ab 

18 4,34 ± 0,97ab 1,69 ± 0,30a 5,07 ± 0,72b 0,27 ± 0,08 

bgl4 

0,5 10,01 ± 3,25a 10,41 ± 0,48a 38,07 ± 5,91 262,33 ± 20,12 

2 14,64 ± 1,23a 10,22 ± 1,04a 14,46 ± 2,90a  297,71 ± 90,75 

6 13,13 ± 1,06a 12,09 ± 0,45a 35,36 ± 4,13 187,54 ± 31,80 

18 10,58 ± 1,80a 9,36 ± 0,19a 7,41 ± 1,07a 125,45 ± 17,34 

xyn1 

0,5 1,17 ± 0,11a 1,12 ± 0,05a 3,27 ± 0,28 19,42 ± 2,13 

2 0,93 ± 0,20a 0,82 ± 0,01a 3,46 ± 0,86 709,81 ± 182,41 

6 1,12 ± 0,16a 1,44 ± 0,12a 65,17 ± 6,04 255,36 ± 42,46 

18 0,48 ± 0,07a 0,40 ± 0,01a 3,23 ± 0,23 9,43 ± 2,15 

pacC 

0,5 0,70 ± 0,17a 0,88 ± 0,49a 1,58 ± 0,28a 1,27 ± 0,15a 

2 1,49 ± 0,35a 1,39 ± 0,22a 1,30 ± 0,08a 1,00 ± 0,39a 

6 1,10 ± 0,07a 1,81 ± 0,60a 0,99 ± 0,16a 1,37 ± 0,09a 

18 0,76 ± 0,11a 1,38 ± 0,11b 0,83 ± 0,12a 1,77 ± 0,22b 

creA 

0,5 15,60 ± 6,70a 3,48 ± 1,57a 8,29 ± 1,57a 0,36 ± 0,03a 

2 30,34 ± 6,24 2,51 ± 0,29ab 5,31 ± 1,14a 1,45 ± 0,26b 

6 95,43 ± 12,17 44,21 ± 13,09 4,20 ± 0,47a 6,10 ± 1,20a 

18 18,65 ± 4,99 4,06 ± 0,84 1,11 ± 0,06a 0,74 ± 0,24a 
Os dados são apresentados como valores de fold change ± erro padrão da média de três repetições, em comparação com os 
valores de expressão observados no período de cultivo de 0 h (fold change = 1). Letras iguais denotam que não houve diferença 
estatística entre os dados comparados no mesmo período de incubação (P < 0,05). 
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Tomando em consideração as condições de pH empregadas, um padrão pôde ser 

distinguido para sete dos oito genes de hidrolases analisados. cbh1.1, cbh1.2, egl1, egl2, egl3, bgl4 

e xyn1 apresentaram um notável e paralelo aumento nos níveis de mRNA quando o fungo foi 

crescido em BCA em pH 8,0. Nesta condição, a acumulação dos transcritos não foi apenas maior 

como também alcançou níveis máximos mais precocemente do que em pH 5,0. Isso foi observado 

como picos de acumulação em 2 h, excetuando-se egl2, com máximo alcançado em 6 h, e bgl4, 

que apresentou a resposta de indução mais rápida (0,5 h) e manteve um alto nível de mRNA ao 

longo das 18 h de cultivo. Quando D-glicose foi empregada como fonte de carbono, nenhuma 

diferença de acúmulo foi observada para estes sete genes nos pHs 5,0 e 8,0. Contudo, um padrão 

divergente foi observado para egl4, cujo mensageiro preferencialmente acumulou em condições 

acídicas. 

 Esta análise de expressão dos genes de celulases e de xilanase de H. grisea reforça não 

apenas as propriedades indutoras do bagaço de cana-de-açúcar, mas também fornece evidências 

do mecanismo subjacente. O padrão de acumulação de transcritos de glicosil hidrolases, que 

atingem um pico máximo para depois decaírem, já foi reportado para outros fungos, tais como T. 

reesei (Verbeke et al. 2009) e Polyporus arcularius (Ohnishi et al. 2007). Assim, a acumulação 

tardia dos mRNAs observada nos estudos de Northern blotting com H. grisea anteriormente 

poderia acontecer devido a síntese de novo. Essa suposição corrobora uma refinada regulação da 

transcrição e do turnover de mRNAs. Uma vez que a estabilidade dos transcritos de celulases varia 

de horas a minutos em diferentes fungos (Messner & Kubicek, 1991; Yagüe et al. 1997). Futuras 

análises no modelo de H. grisea, empregando-se compostos repressores da transcrição e 

tradução, assim como a avaliação de tempos de cultivo mais longos, podem elucidar o papel da 

estabilidade dos mRNAs e a possibilidade da síntese de novo durante a produção das hidrolases. 

 Diferenças na capacidade de indução da fonte de carbono empregada representam outra 
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possibilidade que explica as diferenças nos padrões de expressão dos genes de celulases 

encontradas em nosso estudo. Diferentes respostas de indução para a expressão de genes de 

celulases e de xilanases já foram descritas para T. reesei em razão da fonte de carbono utilizada 

(Margolles-Clark et al., 1997). Em H. grisea, Poças-Fonseca e colaboradores (2000) demonstraram 

que o emprego de várias fontes de carbono solúveis e insolúveis também resultaram em 

diferentes padrões de expressão para cbh1.1 e cbh1.2. Enquanto o transcrito de cbh1.2 foi 

detectado em todas as condições utilizadas, cbh1.1 é induzido apenas em resposta à presença de 

fontes de carbono complexas e insolúveis, como o BCA.  

 Com a utilização de Avicel como fonte de carbono (Takashima et al., 1999c), quatro genes 

de endoglicanases (egl1, egl2, egl3 e egl4) de H. grisea apresentaram um padrão similar de 

indução, em pH 7,0, com acumulação dos transcritos iniciando em 24 h e estendendo-se até 36 h. 

No entanto, no presente trabalho, a utilização de BCA (e pH alcalino) levou a um pico tardio dos 

níveis de mRNA de egl2 (6 h), quando em comparação com os transcritos dos outros genes de 

endoglicanases (2 h). Adicionalmente, é relevante notar que o trabalho conduzido por Takashima 

e colaboradores (1999c) não avaliou a abundância dos mRNAs em períodos posteriores a 36 h e, 

portanto, a possibilidade de decaimento nos níveis dos transcritos em períodos subseqüentes de 

cultivo não pode ser desconsiderada. Já outro estudo de nosso grupo (De-Paula et al., 1999), como 

mencionado anteriormente, mostra uma detecção precoce do mRNA de cbh1.1 em 6 h, com 

decaimento em 12 h, não ocorrendo detecção nos tempos subseqüentes de cultivo. Assim como 

De-Paula e colaboradores (1999), nós também utilizamos BCA como fonte de carbono e o padrão 

observado para o transcrito de cbh1.1 vai de encontro aos nossos resultados, embora apenas no 

ambiente acídico (Tabela 2). No presente estudo, a indução de cbh1.1 foi antecipada em pH 

alcalino; posteriormente, será discutido o papel do pH do meio de cultivo na indução dos genes de 

hidrolases . 
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 Diferenças nas cinéticas de sacarificação do substrato fornecem uma explicação razoável 

para o fato de BCA antecipar a resposta de expressão dos genes de hidrolases em H. grisea em 

relação à Avicel. A taxa de hidrólise enzimática da celulose é diretamente afetada pelo seu grau de 

cristalinidade (Jeoh et al., 2007), de forma que substratos mais cristalinos tendem a apresentar 

uma menor taxa de degradação. Desta forma, o alto grau de cristalinidade da celulose encontrada 

no Avicel presumivelmente torna a bioconversão mais lenta e, conseqüentemente, a liberação de 

produtos solúveis que poderiam funcionar como indutores. Por outro lado, o BCA que utilizamos 

representa um substrato mais complexo (celulose 47,7%, hemicelulose 8,9% e lignina 34,3%; 

Golvea et al., 2009) e seguramente conta com regiões de menor grau de critalinidade, estando, 

assim, mais acessível à degradação enzimática. Adicionalmente, os pré-tratamentos impostos ao 

bagaço de cana-de-açúcar, como a explosão a vapor e a moagem em moinho de bolas, 

provavelmente levaram a uma formação antecipada de oligossacarídeos indutores de glicosil 

hidrolases (Ramos, 2003). Além disso, independentemente da fonte de carbono complexa 

empregada, a diminuição dos níveis de mRNA após o máximo atingido parece ser devida ao rápido 

consumo dos açúcares indutores formados ao longo do processo de hidrólise, como observado 

por Verbeke e colaboradores (2009). 

 Dados a respeito do consumo de D-glicose, peso seco dos micélios e conteúdo de proteínas 

nos sobrenadantes de cultivo também foram coletados durante as 18 h de cultivo (Figura 4). Os 

resultados indicam um acelerado consumo de D-glicose quando H. grisea foi cultivado em pH 

alcalino, resultando em um maior acúmulo de massa miceliana (Figuras 4a e 4b). A D-glicose 

produzida nas culturas com BCA não pôde ser quantificada provavelmente devido ao seu rápido 

consumo após liberação a partir da lignocelulose (Figura 4a). A utilização de BCA em pH 8,0 levou 

a uma maior secreção de proteínas nos sobrenadantes de cultivo, com destaque para CBH1.2 

(Figuras 4c e 5). Isso representa uma condição de cultivo otimizada para H. grisea, visando a 
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produção de enzimas para aplicações biotecnológicas, especialmente aquelas que requerem pH 

alcalino, como a formulação de detergentes, o branqueamento do papel e a sacarificação de 

biomassa vegetal pré-tratada em ambiente alcalino (revisto por Horikoshi, 1999). 

 A concentração de D-glicose também foi medida depois das 24 h de pré-crescimento dos 

micélios, antes da sua transferência para os meios de indução. Tal resultado indicou que todo o 

carboidrato havia sido consumido ao longo dessas 24 h (dados não mostrados). A medida dos 

valores de pH dessas mesmas pré-culturas indicou que, sem tamponamento do meio, H. grisea 

espontaneamente aumentou o pH do meio de cultivo, de 6,8 para 7,8 (± 0,2). Essa alcalinização do 

meio de cultura por H. grisea já havia sido reportada anteriormente por nosso grupo (De-Paula, 

1999). 
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 Figura 4. Cultivo de H. grisea na presença de 1% de glicose (GLI) ou 0,1% de bagaço de cana-de-açúcar 
(BCA) e em diferentes condições de pH. (a) consumo de glicose, (b) peso seco do micélio e (c) teor de 
proteína total secretado para os sobrenadantes de cultura. As barras de erro indicam ± desvio padrão 
da média das três repetições. Letras iguais denotam que não houve diferença estatística entre os dados 
comparados no mesmo período de incubação (P < 0,05) 

a 

b 

c 

a 

b b 

a 

a 

b 

c 

a 

b 

c 

c 

b 

a 
a 

a,b 

b,c 

c 

a 

a 

a,b 

b 
b 

b 

a,b 

a 

c 

b 

a a 

a b 

b 

b 

c 

d 

c c 

b 



35 

 

 

 

 

Além dos genes codificadores das enzimas hidrolíticas, também foram avaliados os perfis 

de expressão dos genes relacionados aos fatores de transcrição PacC, que atua na regulação 

mediada pelo pH, e CreA, mediador da repressão por carbono (Tabela. 2). Ao longo das 18 h de 

cultivo, não foi observada diferença significativa na acumulação dos transcritos de pacC. A 

literatura científica indica que o sistema PacC é auto-regulado em vários fungos (Tilburn et al., 

1995; MacCabe et al., 1996; Rollins and Dickman, 2001; You et al., 2007). Levando isso em 

consideração, assim como o incremento nos valores de pH no período de 24 h do pré-crescimento 

do micélio, inferimos que a transcrição de pacC já havia alcançado um estado de equilíbrio antes 

da transferência dos micélios para os meios de indução, o que poderia explicar a manutenção dos 

níveis de mRNA ao longo das 18 h de cultivo. Por sua vez, os transcritos de creA acumularam na 

presença de D-glicose e ainda mais em ambiente acídico, com um pico em 6 h de cultivo. 

Figura 5. Gel de poliacrilamida desnaturante a 12% corado com azul de Comassie de 1 mL dos sobrenadantes de cultivo de H. 
grisea, precipitados com TCA, após 0,5, 2, 6 e 18h de indução. A banda de proteína que se destaca corresponde a CBH1. 2 (50 KDa), 
conforme identificada por De-Paula e colaboradores (2003). 

D-glicose BCA 

pH 5,0 pH 5,0 pH 8,0 pH 8,0 
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A manutenção dos níveis de transcritos de pacC motivou a investigação do perfil de 

expressão deste gene durante a mudança de pH do meio (Figura 6a). Após uma prévia incubação 

na presença de glicose e pH 5,0 por 2 h, os micélios foram transferidos para novos meios, 

contendo glicose ou BCA, pH 5,0 ou 8,0 e incubados por mais 2 h. Neste ensaio, o mRNA de pacC 

atingiu o maior acúmulo em ambiente alcalino, corroborando o papel do pH ambiente em sua 

regulação. Como essa maior acumulação do transcrito ocorreu na presença de BCA e como não foi 

observada diferença de expressão quando glicose foi empregada, existe a possibilidade que a 

repressão por carbono influencie a regulação de pacC. O padrão de acumulação do mRNA de creA 

também foi avaliado neste ensaio (Figura 6b) e apresentou um padrão similar àquele observado 

ao longo das 18 h de cultivo (Tabela 2). 

Analisados em conjunto, nossos dados dos perfis transcricionais indicam que uma fonte de 

carbono complexa como BCA, assim como o pH do meio de cultivo, influenciam de forma 

significativa na regulação da transcrição nos genes de celulases e de xilanase em H. grisea. Nossos 

dados indicam fortemente que H. grisea é sujeito à repressão por glicose, como anteriormente 

proposto (Takashima et al. 1998b; De-Paula et al. 1999). O padrão oposto do perfil de transcrição 

de creA em comparação com os demais genes indica que CreA seja o mediador do processo de 

repressão por glicose.  
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Figura 6. Análise por PCR em tempo real da acumulação dos transcritos de (a) pacC e
(b) creA após a mudança de pH ácido para alcalino. Os micélios de H. grisea foram 
produzidos pela incubação direta de esporos no meio enriquecido de Pontecorvo 
por 24 h. Os micélios foram filtrados, lavados e pré-cultivados em MM com 0,1% GLI 
e incubados por 2 h. Posteriormente, estes micélios foram transferidos para novas 
alíquotas de MM com 1,0% GLI ou 0,1% BCA, em diferentes valores de pH (5,0 e 8,0) 
e incubados por mais 2 h. Os valores de fold change são apresentados em 
comparação com os níveis de mRNA dos micélios cultivados por 24 h em meio 
enriquecido de Pontecorvo (fold change = 1). As barras de erro indicam ± erro 
padrão da média de três repetições. Letras iguais denotam que não houve diferença 
estatística (P <0,05). 
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 Apesar de H. grisea estar sujeito à repressão por carbono, a utilização de glicose como 

fonte de carbono não levou a um completo estado de repressão dos genes analisados, uma vez 

que todos os transcritos puderam ser detectados. Por outro lado, a falta de glicose, por si só, não 

foi suficiente para disparar a indução de glicosil hidrolases, com conseqüente acumulação de 

mRNAs. Isso é corroborado pelo fato de não haver diferenças entre os padrões dos transcritos 

quando o fungo foi cultivado em glicose com dois valores distintos de pH (Tabela 2). 

 Essas observações dão suporte à proposta de que, em H. grisea, indutores sejam 

requeridos para ativar a transcrição dos genes de glicosil hidrolases quando da ausência de fonte 

de carbono prontamente metabolizável. Isso vai de encontro com o que já é descrito para T. reesei 

(revisto por Kubicek et al., 2009). Neste fungo, mesmo em condições de repressão, assume-se a 

existência de um nível basal de expressão de genes de celulases e hemicelulases (El-Gogary et al. 

1989; Carle-Urioste et al. 1997). As enzimas resultantes dessa expressão basal podem dar início à 

degradação de polissacarídeos complexos, permitindo uma rápida liberação de pequenas 

quantidades de oligossacarídeos indutores que vão impulsionar a biosíntese de mais hidrolases. 

Vários oligossacarídeos têm sido propostos com candidatos a indutores, especialmente os 

celooligossacarídeos (revisto por Aro et al., 2005). A soforose, um dissacarídeo potente indutor de 

celulases (Hrmová et al. 1991; Ilmén et al. 1997), provavelmente é produzida a partir de celobiose 

por enzimas com atividade de beta-glicosidase  (revisto por Aro et al., 2005).  

 Em H. grisea, pequenas quantidades de celobiose foram capazes de induzir a expressão de 

cbh1.1 e cbh1.2 (Poças-Fonseca et al., 2000). Como as beta-glicosidades podem atuar sobre a 

celobiose, clivando-a e liberando glicose ou gerando soforose por transglicosilação, o produto do 

gene bgl4 de H. grisea poderia ser importante para a manutenção dos níveis de concentração de 

oligossacarídeos, de maneira a promover a indução de glicosil hidrolases dependendo da fonte de 

carbono disponível. Em nosso estudo, o perfil de transcrição de bgl4 dá suporte a esta suposição, 
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uma vez que bgl4 apresentou a mais rápida resposta de indução e manteve seu alto patamar de 

acumulação de mRNA ao longo de todo o período de cultivo (Tabela 2). O requerimento de beta-

glicosidases para a rápida indução do sistema celulolítico já foi descrito anteriormente (Fowler & 

Brown, 1992; Mach et al. 1995).  

 Ressalta-se ainda o acúmulo alcançado pelo mRNA de cbh1.2 (Tabela 2), cujo produto já foi 

relatado como a principal proteína secretada por H. grisea sob condições de indução para glicosil 

hidrolases (BCA) (De-Paula et al. 2003). Isso torna o promotor de cbh1.2 interessante para 

aplicações biotecnológicas. 

 O pH do meio de cultura também foi relevante para o perfil de expressão dos genes 

estudados, especialmente o pH alcalino como adjuvante na presença de uma fonte de carbono 

complexa. Alguns exemplos da influência do pH na regulação da expressão de hemicelulases estão 

disponíveis. A expressão dos genes xynA e xynB de Penicillium purpurogenum é estritamente 

condicionada a um pH neutro (Chávez et al., 2002). Em A. nidulans, xlnA e xlnB apresentam 

padrões opostos de expressão: enquanto xlnA é expresso em pH alcalino, xlnB só é expresso em 

condições acídicas (McCabe et al., 1998). O transcrito de xynII de Aureobasidium pullulans atingiu 

um acúmulo 22 vezes maior em pH 8,0 do que em pH 2,7 (Tanaka et al., 2006). Extensivamente 

estudada em A. nidulans, a regulação transcricional dependente do pH tem como principal 

mediador o fator de transcrição PacC (Tilburn et al. 1995). Embora o sistema PacC esteja 

diretamente relacionado à regulação transcricional de algumas hemicelulases de A. nidulans 

(MacCabe et al., 1998; Gielkens et al., 1999), nossos dados ainda não permitem fazer tal 

associação para as glicosil hidrolases de H. grisea. Partimos então para a análise in silico do que é 

conhecido das regiões 5' não codificadoras a montante dos genes de interesse (5' UP). 
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4.3 Análise in silico das regiões 5' UP 

 

 No intuito de se obter informações adicionais sobre a regulação dos genes em estudo, foi 

realizada uma varredura de possíveis sítios de ligação de PacC e de CreA nas regiões 5' UP (Tabela. 

3). A seqüência consenso de ligação de PacC, 5'-GCCARG-3' (Tilburn et al., 1995; Espeso et al., 

1997) foi observada em todos os genes de hidrolases, assim como em pacC e CreA, sendo egl3 a 

única exceção. O motivo consensual 5'-SYGGRG-3', ao qual se liga CreA (Cubero & Scazzocchio, 

1994), foi encontrado em todos os genes analisados, com exceção de creA. De uma forma geral, 

essa análise in silico reforça não só a hipótese de participação direta dos fatores PacC e CreA na 

regulação dos genes codificadores das hidrolases, como também a auto-regulação de pacC (oito 

motivos 5'-GCCARG-3' encontrados) e aponta ainda para uma possível regulação cruzada entre os 

dois fatores transcricionais.  

 

Tabela 3. Possíveis sítios de ligação para PacC e CreA nas regiões 5' UP dos genes de H. grisea. 

Gene 
Tamanho conhecido da região  

5' UP (pb) 
Sítios de ligação para PacC Sítios de ligação para CreA 

5'-GCCARG-3' 5'-SYGGRG-3' 
cbh1.1 1618 4 12 
cbh1.2 1158 3 8 

egl1 562 2 5 
egl2 1277 1 2 
egl3 607 - 4 
egl4 849 1 6 
bgl4 288 1 2 
xyn1 1020 2 7 
pacC 630 8 4 
creA 242 1 - 

 

 No entanto, é importante notar que a porção conhecida das regiões 5' UP empregadas na 

análise variam muito em tamanho (de 242 a 1618 pb). Por isso, é possível que nem todos os sítios 

de ligação tenham sido detectados, especialmente nas seqüências menores como creA (242 pb) e 

bgl4 (288). Neste contexto, vale ressaltar que a porção conhecida da região 5' UP de egl3 não 

apresenta possíveis motivos de ligação a PacC, embora a expressão deste gene pareça ser 
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influenciada pelo pH (Tabela 2). 

4.4 Análise in vitro da ligação de PacC e CreA a elementos em cis 
 

 Ensaios de pull-down empregando-se os DLDs de PacC e CreA permitiram recuperação de 

fragmentos de DNA correspondentes a várias regiões 5' UP (Figura 7). O emprego da proteína 

recombinante GST::CreA(51-130) resultou na recuperação de fragmentos dos promotores de todos os 

genes de hidrolases, assim como de um fragmento correspondente à região regulatória de pacC. 

Essa interação in vitro de CreA com as regiões regulatórias dos genes em estudo, juntamente com a 

presença de vários motivos de ligação 5'-SYGGRG-3' em todas as essas sequências (Tabela 3), 

sugerem o envolvimento direto de CreA na regulação de tais genes. Como esperado, a proteína 

recombinante GST::CreA(51-130) não foi capaz de se ligar a um fragmento do promotor de seu 

próprio gene, uma vez que não foi identificado um motivo de ligação. No entanto, conforme 

discutido anteriormente, a porção conhecida da região 5' UP de creA possui apenas 242 pb; assim, 

a existência de possíveis motivos de ligação à CreA à montante desses 242 pb não pode ser 

descartada. Esta hipótese é plausível, uma vez que em outros fungos, como A. nidulans e 

Sclerotinia sclerotiorum, há indícios de que CreA regule sua própria expressão (Strauss et al., 1999; 

Vautard-Mey & Fèvre, 2003). 

 A utilização de GST::PacC(81-210) nos ensaios de pull-down também permitiu a recuperação 

de vários fragmentos de promotores dos genes de interesse, o que também reforça uma possível 

participação deste fator na regulação de sua expressão. Nesta perspectiva, PacC atuaria como 

ativador para a maioria dos genes de hidrolases de H. grisea e como um repressor para egl4. 

Entretanto, duas exceções foram observadas (creA e egl3, Figura 7). A análise da região 5' UP de 

creA revelou a presença de um provável sítio de ligação a PacC (5'-GCCAGG-3'). Contudo, o pull-

down do fragmento de promotor não ocorreu. No caso de egl3, o pull-down não ocorreu em 
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virtude da inexistência de motivos de ligação a PacC. No entanto, os padrões de expressão de creA 

e egl3 foram claramente influenciadas pelo pH do meio de cultivo (Tabela 2). Desta forma, uma 

potencial regulação mediada por PacC poderia ocorrer diretamente, por meio de elementos cis 

ainda não descobertos, ou poderia ocorrer indiretamente, como resposta à ação de outros 

produtos gênicos cuja expressão seja influenciada por PacC. Uma terceira possibilidade, que 

igualmente explica a falha na recuperação de fragmentos de promotores e que leva em 

consideração os perfis dos transcritos de creA e egl3, é a existência de um mecanismo de 

regulação relacionado ao pH, independente do fator PacC. Diferentemente de CreA, o DLD de PacC 

é capaz de se ligar a região 5' UP de seu próprio gene, corroborando uma possível auto-regulação. 

 As análises de pull-down não indicam quais são os elementos em cis que interagem 

diretamente com as proteínas de fusão a GST. No entanto, mostram a capacidade de ligação ao 

DNA dos DLD de PacC e CreA, o que foi confirmado pelo emprego de controles negativos com GST 

purificada.  

 



43 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

pb 
 
1514 
 
 
1114 
 
 
543 
 
 
1257 
 
 
594 
 
 
825 
 
 
280 
 
 
936 
 
 
602 
 
 
242 

Figura 7. (a)Ensaios de pull-down para ligação in vitro de PacC e CreA nas regiões 5' UP de genes de H. grisea. As colunas estão 
indicadas como se segue: (I) input de DNA, antes do pull-down; (P) fragmentos de DNA recuperados dos precipitados após o pull-
down; (S) fragmentos de DNA recuperados dos sobrenadantes. O tamanho dos fragmentos amplificados está indicado à direita (b) 
Diagrama dos promotores dos genes analisados com o posicionamento dos possíveis sítios de ligação. 

a 

b 
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Com o objetivo de investigar mais aprofundadamente a proposição de auto-regulação de 

PacC, o envolvimento do mesmo na expressão de creA e a possível participação de CreA na 

regulação de pacC, foram realizados ensaios de retardos de mobilidade eletroforética (EMSA). Tais 

ensaios visaram à detecção de complexos DNA-proteína entre os fragmentos de DNA dupla fita 

marcada com fluorescência (sonda) e as proteínas de fusão GST::PacC(81-210) e GST::CreA(51-130). 

 Empregando-se sondas que correspondem a fragmentos da região 5' UP de pacC (Figura 

8a), foi possível demonstrar que GST::PacC(81-210) se liga com especificidade a todos os cinco 

motivos de ligação testados (Figura 8b). Para a sonda 4, que possui dois motivos de ligação a PacC, 

notou-se uma aparente diferença de intensidade entre os complexos formados. Essa diferença 

indica que a proteína interagiu preferencialmente com o sítio número 2, embora tenha sido 

observada a formação de dois complexos DNA-proteína. O ensaio de competição utilizando uma 

versão da sonda 4, não marcada com fluorescência e contendo o sítio 2 mutado, aboliu a formação 

do segundo complexo (Figura 8b), mas não a ligação ao sítio 1. Este fato está de acordo com o 

observado em análises de interação de PacC em um sítio 5'-GCCAAG-3' no promotor do gene ipnA 

de A. nidulans (Espeso et al., 1997). Os autores demonstraram que a presença de uma base T, 

imediatamente precedendo o motivo de ligação, aumenta a afinidade de ligação de PacC ao 

elemento em cis. Em nosso caso, uma base T também precede o sítio 2 na sonda 4 (Figura 8a).  

 A sonda 5 apresenta um sítio de ligação a PacC, cuja seqüência se encontra na região 5' UP 

de creA. No entanto, o emprego de GST::PacC(81-210) juntamente com esta sonda não resultou na 

formação de um complexo de interação DNA-proteína (Figura 8c). Isso confirma o dado 

experimental de que o DLD de PacC não foi capaz de recuperar o fragmento do promotor de creA 

no ensaio de pull-down (Figura 7). 
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Figura 8. Ensaios de EMSA para as regiões 5' UP de pacC e creA. (a) Representação esquemática das sondas empregadas. Os sítios 
de ligação foram numerados e representados em negrito para ligação a PacC ou sombreado para ligação a CreA. As sequências das 
sondas de 1 a 4 estão contidas na região regulatória de pacC, enquanto a sonda 5 corresponde a uma parte da região 5' UP de creA. 
As posições são relativas ao códon de iniciação da tradução (ATG). Os EMSAs foram realizados em géis de poliacrilaminda não 
desnaturantes 8%, com 0,5 µg de GST:: PacC(81-210) ou GST::CreA(51-130) e as sondas fluorescentes para (b) pacC ou (c) creA. Sondas 
não marcadas, do tipo selvagem (wt) e mutantes (mut), foram utilizadas como competidores específicos em excesso molar de 100X 
e 200X. Os sítios de ligação mutados estão indicados conforme a numeração. Mutações que abolem a ligação de PacC foram 
realizadas mediante a inserção de um “T” na posição ocupada pelo segundo “C” e pelo quarto “A” no motivo 5'-GCCARG-3' (Espeso 
et al., 1997). Por sua vez, como mutações nos sítios de ligação a CreA, um “A” foi escolhido para substituir o terceiro e quarto “Gs” 
no motivo 5'-SYGGRG-3' (Cubero & Scazzocchio, 1994). As setas indicam os complexos DNA-proteína formados. A especificidade da 
ligação foi observada pela capacidade dos competidores não marcados em impedir a formação dos complexos. (d) O ensaio de 
competição na sonda 1 foi realizado em gel de poliacrilamida não desnaturante 15%, com 0,5 µg de GST::CreA(51-130) e quantidades 
crescentes de GST:: PacC(81-210) (0; 0,2; 0,4 e 0,6 µg). As intensidades relativas dos complexos formados foram estimados por análise 
densitométrica.  

 

A utilização de GST::CreA(51-130) nos ensaios de EMSA demonstrou atividade de ligação desta 

proteína recombinante a três dos quatro sítios de ligação a CreA presentes na região 5' UP de PacC 

(Figura 8b). A formação de apenas um complexo DNA-proteína entre a sonda 1 e GST::CreA(51-130) 

inicialmente indicou a ligação em apenas um dos três sítios presentes nesta sonda. Entretanto, os 

ensaios de competição empregando sondas não marcadas e contendo mutações nos sítios de 

ligação a CreA revelaram que os três motivos em conjunto parecem contribuir para a formação do 

complexo. A utilização de um competidor contendo uma base A substituindo as bases G na terceira 

e quarta posições em todos os motivos 5'-SYGGRG-3' não impediram a formação do complexo 

DNA-proteína, o que indica a especificidade de ligação para um dos três sítios, mas não se pode 

saber qual. A participação dos três sítios na formação do complexo foi confirmada pela utilização 

de diferentes versões de competidores: com as substituições de G para A nos sítios 1, 3  e 4 

individualmente; ou em combinação dos sítios 1 e 3, 3 e 4 ou 1 e 4, cobrindo assim, todas as 

possibilidades de configurações (dados não mostrados). GST::CreA(51-130) não foi capaz de se ligar 

ao único sítio de ligação a CreA presente na sonda 2 (Figura 8b), cuja seqüência também está 

contida na região 5' UP de pacC . 

 Como pode ser observado para a sonda 1 (Figura 8a), a região localizada entre as posições -

215 e -173 no promotor de pacC contém três motivos de ligação para CreA, sendo que um deles 

(sítio 3) está sobreposto a um motivo de ligação para PacC (sítio 2). Esta observação motivou a 
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realização de um teste de ligação utilizando a sonda 1 juntamente com as duas proteínas de fusão 

(Figura 8d). Neste ensaio, PacC foi capaz de impedir a formação do complexo da sonda com CreA, 

o que mostra claramente que ambas as proteínas competem entre si pela ligação aos sítios 

sobrepostos. 

 A presença de sítios de ligação para PacC em quase todos as regiões 5' UP analisadas sugere 

a participação de PacC na regulação dos genes de hidrolases de H. grisea. Contudo, a mera 

existência de possíveis sítios de ligação não garante regulação direta por PacC. Um exemplo é o 

gene xlnD  de A. nidulans, cuja seqüência do promotor possui três possíveis sítios de ligação para 

PacC (Pérez-Ganzáles et al., 1998), embora a transcrição do gene não pareça ser influenciada pelo 

pH do meio de cultivo. 

 Arst e Peñalva (2003) propuseram uma série de critérios que devem ser obedecidos para 

confirmar a regulação mediada pelo pH. Os autores estipularam que a expressão do gene em 

estudo deve variar, em um organismo selvagem, na medida em que o pH ambiental seja 

progressivamente alterado. Adicionalmente, isso deve ser confirmado pela utilização de linhagens 

de fungo mutantes para pacC e para os demais genes cujos produtos estão envolvidos na via de 

sinalização. Embora ainda não existam tais mutantes para H. grisea, a existência de um homólogo 

a pacC, a notável influência do pH alcalino no acúmulo dos mensageiros dos genes em estudo e a 

ligação in vitro de GST::PacC(81-210) às regiões 5' UP dão suporte à hipótese da participação de PacC 

na regulação dos genes de hidrolases. 

 Vautard-Mey & Fèvre (2003) mostraram a influência do pH acídico na expressão de creA em 

A. nidulans de uma maneira independente de PacC. Nossos resultados indicam que, em H. grisea, 

o efeito do pH sobre a expressão de creA também é independente de PacC. Apesar de existir um 

sítio 5'-GCCARG-3' na região 5' UP de creA, GST::PacC(81-210) não interage com esse motivo de 

ligação (Figuras 7a e 5c). No entanto, a cinética do consumo de glicose (Figura 4a) fornece uma 
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explicação razoável para o acúmulo do transcrito de creA em pH 5,0 (Tabela 2 e Figura 4b). Em 

ambiente alcalino, o consumo de glicose pelo fungo foi muito mais veloz. Assim, a redução nos 

níveis de glicose, que funciona como indutor para creA (Ruijter & Visser, 1997; Takashima et al., 

1998), levou a diminuição de seu transcrito em pH 8,0 e o acúmulo em pH 5,0.  

 A influência do pH sobre o consumo de glicose pode estar relacionada aos valores ótimos 

de pH para a ação dos sistemas transporte de glicose. Assim, interferência do pH não estaria 

diretamente ligada a PacC (Peñalva & Arst, 2004). Por outro lado, homólogos de PacC já foram 

reportados como atuantes na expressão de genes codificadores de transportadores de glicose, 

como mstA em Aspergillus niger (vanKuik et al., 2004) e gtt1 in Trichoderma harzianum (Moreno-

Mateos et al. 2007). Desta forma, uma influência indireta de PacC na expressão de creA poderia 

ocorrer. Isso também pode explicar a maior expressão de creA durante a mudança de pH do meio, 

mesmo na presença de BCA (Figura. 6b). Em 2 h de cultivo em pH 5,0, a glicose é parcialmente 

consumida (Figura 4a). Assim, é possível que a glicose restante da pré-incubação anterior à 

mudança de pH do meio (2 h em pH 5,0) tenha sido transferida para as culturas subseqüentes. 

 Se, por um lado, a regulação direta de PacC sobre creA parece improvável, a repressão 

direta de CreA sobre pacC parece ocorrer. Nossos resultados sustentam essa hipótese, uma vez 

que os genes que codificam os dois fatores transcricionais apresentam padrões opostos de 

acúmulo de seus mRNAs (Figura 6) e que CreA foi capaz de se ligar à região regulatória de pacC 

(Figuras 7 e 8b). A repressão por glicose, mediada por CreA, da expressão de outros fatores 

transcricionais já foi reportada na literatura científica. Tamayo e colaboradores (2008) 

demostraram que xlnR, que codifica um ativador transcricional de xilanases em A. nidulans, é 

reprimido por CreA. O mesmo ocorre com xyr1, homólogo de xlnR em T.reesei (Mach-Aigner et al., 

2008). 
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5. Conclusão 
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 Antes deste trabalho, pouco se sabia sobre a regulação da expressão de genes codificadores 

de hidrolases em H. grisea var. thermoidea. Trabalhos anteriores de nosso grupo já haviam 

demonstrado de forma pontual que cbh1.1 e cbh1.2 estão sujeitos a indução por fontes de 

carbono complexos, empregando abordagens de análise por Northern blotting e longos períodos 

de incubação. Este estudo representou um aprofundamento desse tipo de estudo, apresentando 

uma abordagem quantitativa mais refinada sobre a expressão precoce de tais genes. 

Em conclusão, nossos dados mostram que os genes de celulases e o gene de xilanase até 

então descritos em H. grisea têm sua expressão fortemente induzida por BCA e pelo pH alcalino. 

Os nossos resultados reforçam não só as propriedades indutoras do bagaço de cana-de-açúcar em 

pH alcalino, mas também dão pistas sobre o mecanismo subjacente da indução. O pico de 

acumulação de mRNA para a maioria dos genes que codificam hidrolases ocorreu em 2h, o que 

indica uma resposta de indução rápida e paralela para a maioria dos genes estudados. Além disso, 

PacC parece ser o mediador da regulação influenciada pelo pH e a repressão por glicose observada 

é possivelmente atribuída a CreA, que é capaz de sobrepujar a propriedade indutória do pH 

alcalino. Temos ainda evidências de que CreA também esteja envolvido na repressão de PacC, 

desta forma, estabelecendo uma interação entre os dois sistemas regulatórios.  
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6. Perspectivas 
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Como perspectivas futuras desse trabalho, podemos destacar: 

1- Realização de futuras análises no modelo de H. grisea, empregando-se compostos 

repressores da transcrição e tradução, assim como a avaliação de tempos de cultivo mais 

longos para elucidar o papel da estabilidade dos mRNAs e a possibilidade da síntese de 

novo durante a produção das hidrolases; 

2- Realização os ensaios enzimáticos com os sobrenadantes de cultivos de H. grisea no intuito 

de confirmar o efeito direto da regulação transcricional na produção das hidrolases; 

3- Clonagem e análise funcional dos promotores dos genes em estudo, empregando o 

sistema de gene repórter goxA (glicose oxidase) de A. niger;  

4- Análises por footprint in vivo de todos os promotores dos genes de hidrolases de H. grisea, 

além dos promotores dos genes pacC e creA, para confirmar a funcionalidade dos sítios de 

ligação ao DNA avaliados no trabalho.  
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1. Introdução 
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1.1 A degradação de xilana por Trichoderma: uma visão geral 

 

Muitas espécies de Trichoderma são saprófitas. Estes fungos degradam uma grande 

variedade de substratos biopoliméricos como a celulose e a hemicelulose, os principais 

componentes da matéria vegetal. Conforme citado no Capítulo 1, hemicelulose é um termo geral 

que sumariza vários heteropolissacarídeos formados por um esqueleto de D-xilose (xilana) ou 

manose e D-glicose (mananas e glicanas), com cadeias laterais substitutas de arabinose, galactose, 

ácido acético ou glicorônico. As hemiceluloses são insolúveis em água, assim, sua hidrólise 

representa um desafio aos saprófitas. A degradação completa das hemiceluloses requer um grande 

número de enzimas extracelulares atuando em sinergismo para gerar pequenos oligossacarídeos e, 

finalmente, os respectivos monômeros (revisto por Polizeli et al., 2005). 

Várias das enzimas secretadas por Trichoderma apresentam grande interesse industrial, 

levando a uma ampla gama de aplicações, por exemplo, na indústria de polpa e de papel (Buchert 

et al., 1998), na indústria têxtil (Galante et al., 1998a) e na produção de rações, alimentos e 

biocombustíveis (Galante et al., 1998b). Tal fato tem motivado estudos a respeito das propriedades 

bioquímicas (Zeilinger et al., 1993; Biely et al., 1994), da sua estrutura tri-dimensional, assim como 

o isolamento e caracterização dos seus respectivos genes (Margolles-Clark et al, 1996a, b, c, d). Nas 

últimas duas décadas, numerosos genes codificadores de hemicelulases foram clonados de 

Trichoderma reesei (teleomorfo: Hypocrea jecorina) e outras Trichoderma spp., mas apenas poucos 

deles (xyn1 e xyn2, codificando duas endoxilanases) foram estudados em detalhe quanto à 

regulação de sua expressão. Tais estudos foram realizados sobretudo pelo grupo do Dr. Robert L. 

Mach, da Technische Universität Wien (Mach et al., 1996; Zeilinger et al., 1996; Mach et al., 1998; 

Aro et al., 2001; Mach & Zeilinger 2003; Würleitner et al., 2003; Stricker et al., 2006; Stricker et al., 
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2007; Stricker et al., 2008a; Mach-Aigner et al., 2008; Mach-Aigner et al., 2010). 

A compreensão dos diferentes mecanismos regulatórios das glicosil hidrolases pode servir 

de base para o desenvolvimento de linhagens que expressem coquetéis enzimáticos desenhados 

para aplicações industriais específicas. Ainda, deve colaborar no desenho de promotores artificiais 

com mecanismos de ativação/desativação definidos, para serem utilizados na produção heteróloga 

de proteínas. Além disso, tal conhecimento permitirá uma melhor compreensão de como um 

microrganismo saprófita é capaz de perceber substratos insolúveis e, posteriormente, induzir a 

expressão de genes de enzimas hidrolíticas necessárias para a sua degradação.  

Nos últimos anos, os principais elementos em cis e os fatores de transcrição relacionados 

com a expressão dos genes xyn1 e xyn2 foram identificados e sua caracterização funcional foi 

iniciada (Aro et al., 2002; Mach & Zeilinger 2002; Würleitner et al., 2003; Rauscher et al., 2006; 

Stricker et al., 2006). Curiosamente, Xyr1, um importante fator regulatório em T. reesei, é 

indispensável para a expressão de genes de celulases e xilanases, mas não tem sua expressão 

afetada por moléculas indutoras (D-xilose, xilobiose ou soforose) ou pela fonte de carbono 

empregada (xilana, D-xilose, celulose ou lactose) (Stricker et al., 2006; Stricker et al., 2007). 

Embora outros estudos tenham apontado a participação acessória de outros fatores de transcrição 

(Ace1 e Ace2) na regulação da expressão de genes de xilanases em T reesei, Xyr1 parece ser o 

receptor e o transmissor do sinal geral da indução (Rauscher et al., 2006; Stricker et al., 2007).  

 

1.2 A regulação da expressão de xilanases: diferentes indutores ativam genes distintos 

 

Os primeiros estudos que estabeleceram as condições de cultura de T. reesei capazes de 

induzir a produção de xilanases indicaram abundante produção quando o fungo era cultivado em 

meios contendo celulose, xilana ou misturas de polímeros vegetais (revisto por Bisaria & Mishra 
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1989; Kubicek, 1993; Zeilinger & Mach, 1998). Uma vez que estes indutores são insolúveis e 

incapazes de entrar nas células fúngicas, é consensual que oligossacarídeos liberados a partir 

desses polímeros e/ou respectivos derivados funcionem como as reais substâncias que provocam a 

indução da expressão dos genes de xilanases. 

Enquanto os sistemas xilanolítico e celulolítico de Aspergillus niger são estritamente co-

regulados por meio da D-xilose como indutor (Hasper et al., 2000), as enzimas que participam nos 

respectivos complexos hidrolíticos de T. reesei não o são. O cultivo de T. reesei na presença de 

celulose ou xilana leva à síntese de duas xilanases específicas (XYNI e XYNII) e de uma 

endoglicanase específica (EG I) (Senior et al., 1989). O emprego de soforose, que é o mais potente 

composto indutor de celulases em T. reesei (Mandels & Reese 1960; Mandels et al., 1962; 

Sternberg & Mandels 1979), culmina na produção da xilanase XYNII e de EGI, enquanto a utilização 

de xilobiose resulta na produção de ambas as xilanases (XYNI e XYNII), de uma beta-xilosidase, mas 

não de EGI (Hrmová et al., 1986; Margolles-Clark et al., 1997). Ainda, ao contrário dos demais 

genes codificadores de xilanases e celulases de T. reesei, xyn1 é induzido por D-xilose (Mach et al., 

1996). Adicionalmente, há evidências de expressão diferencial para os dois genes de xilanases 

quando D-glicose é utilizada como única fonte de carbono (Mach et al., 1996; Zeilinger et al., 1996). 

Demonstrou-se que o mRNA de xyn2 apresenta um nível basal quando o fungo é cultivado em D-

glicose. Este nível basal é aumentado na presença de xilana, xilobiose ou soforose. A utilização 

simultânea de D-glicose e xilana levou a uma queda na transcrição de xyn2 ao nível basal, 

enquanto sua indução por xilobiose não foi afetada por D-glicose (Würleitner et al., 2003). No 

entanto, a transcrição de xyn1, que é induzida por D-xilose, não é afetada pelo emprego 

simultâneo de D-glicose e D-xilose, enquanto o uso exclusivo de D-glicose leva à completa 

repressão de sua expressão (Mach et al., 1996; Rauscher et al., 2006). O modelo postulado para o 

mecanismo geral de reconhecimento do substrato e os mecanismos de indução dos principais 



genes codificadores de xilanases e celulases de T. reesei (Stricker et al., 2006) são apresentados na 

Figura 1. Esse modelo inclui Xyr1, o ativador global da transcrição.  

O modelo engloba todos os genes de glicosil hidrolases que são passíveis de indução pelos 

produtos de degradação e/ou transglicosilação da xilana e/ou celulose: xyn1 por D-xilose (Mach et 

al., 1996), xyn2 por xilobiose e soforose (Zeilinger et al., 1996) e bxl1 por xilobiose (Margolles-Clark 

et al., 1997). Os genes de celulases, como cbh1, cbh2 e egl1 (Ilmén et al., 1996), assim como bgl1 

(Fowler & Brown, 1992) e bgl2 (Saloheimo et al., 2002), são induzidos por soforose. O modelo 

também indica que, para todos os casos (exceto para bgl2), Xyr1 é um fator indispensável (Stricker 

et al., 2008b).  
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igura 1. (a) Representação esquemática do papel central de
yr1 na regulação de genes de enzimas hidrolíticas
esponsáveis pela degradação de xilana ou celulose. Xyr1 atua
omo: (i) um ativador transcricional (+), diretamente na
xpressão de xilanases (como XYNI e XYNII) e celulases (como
BHI, CBHII, EGLI), assim como (ii) na expressão de BXLI, que é
esponsável pela produção do indutor D-xylose (X1) e de BGLI,
ue produzirá o indutor soforose (SO). As setas brancas

ndicam a degradação enzimática do respectivo biopolímero
té a formação de açúcares oligo ou monoméricos (X1 a X8, G
 C2 a C8). A seta cinza indica a reação de transglicosilação
atalizada por BGLI e BGLII. O símbolo (–) indica que a
xpressão de bgl2 é independente de Xyr1 (adaptado de 
tricker et al., 2008b). (b) Resumo da inter-relação entre Xyr1, 
ce1 e Ace2. Ace1 é repressor de xyr1 e xyn1 e antagoniza com 
yr1 ao competir pelo sítio de ligação ao DNA. Ace2 interage 
om sítios de ligação de Xyr1 no promotor de xyn2 e sendo 
ecessário para sua expressão basal. 
 e
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1.3 Fatores transcricionais envolvidos na regulação dos genes de xilanases 

 

 A regulação da transcrição dos genes codificadores de hidrolases xyn1, xyn2 (endoxilanases 

1 e 2), cbh1, cbh2 (celobiohidrolases 1 e 2) e egl1 (endoglicanase 1) é estritamente dependente de 

Xyr1. A regulação transcricional destes genes via Xyr1 não é afetada por substâncias indutoras (D-

xilose, xilobiose ou soforose) e é indispensável para a expressão gênica (Stricker et al., 2006). 

Desse modo, na linhagem mutante de T. reesei na qual o gene xyr1 foi deletado, não foi possível 

detectar a presença dos mRNAs de xyn1 (Mach et al., 1996) ou xyn2 (Zeilinger et al., 1996), mesmo 

em condições de indução ou de desrepressão. Furukawa et al. (2009) também mostram que a 

deleção de xyr1 bloqueia de forma global a transcrição de genes codificadores de celulases e 

xilanases, mesmo em condições de indução, como lactose e soforose. 

 Os promotores dos genes xyn1 e xyn2 possuem sítios de ligação a Xyr1. Tais sítios ocorrem 

com repetições invertidas com um espaçamento de 10 ou 12 bases. No caso da regulação de xyn1,  

acredita-se que a formação de complexos DNA-proteína entre o promotor do gene e o fator 

transcricional possa depender de um homodímero da proteína Xyr1, sendo que cada unidade faria 

o contato com uma das repetições invertidas (Rauscher et al., 2006). O mesmo acredita-se 

acontecer para os sítios de ligação a Xyr1 na região regulatória de xyn2. Entretanto, a adição de 

desoxicolato de sódio (que interfere na interação proteína-proteína, mas não na ligação DNA-

proteína (Baeuerle & Baltimore 1988) levou à ligação de Xyr1 como um monômero (Stricker et al., 

2006). Desta forma, Xyr1 tende a dimerizar antes de se ligar aos promotores, mas a dimerização 

não é fundamental para a interação com o DNA.  

 Tais hipóteses foram formuladas com base em experimentos empregando proteínas 

recombinantes que representam apenas uma região específica de Xyr1, no caso, o domínio de 

ligação ao DNA fusionado a um domínio GST (Glutationa S-transferase). A estratégia de purificação 
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de proteínas recombinantes na forma de proteínas de fusão a GST é amplamente difundida na 

pesquisa científica; no entanto, o tal domínio GST é capaz de induzir a formação artificial de 

dímeros e de interferir na habilidade de ligação da proteína recombinante ao DNA (Niedziela-

Majka et al., 1998). Diante do exposto, são necessários estudos empregando a proteína Xyr1 

completa, mesmo que em versão recombinante, para se investigar em detalhe a dinâmica de 

interação DNA-proteína e proteína-proteína. 

 Como mencionado anteriormente, Xyr1 é o ativador essencial para transcrição de xyn1 e 

xyn2 e, direta ou indiretamente, recebe e media todos os diferentes sinais de moléculas indutoras. 

Nos últimos anos, tem-se demonstrado que ocorre o envolvimento de outras proteínas na 

regulação da expressão das glicosil hidrolases de T. reesei, por exemplo, o complexo Hap2/3/5 e o 

repressor Cre1 (Mach et al., 1996; Zeilinger et al., 1996; Würleitner et al., 2003; Rauscher, et al., 

2006). Os dados também apontam para a participação dos fatores de transcrição Ace1 e Ace2, que 

são direcionados para a regulação específica de determinados genes, como xyn1 e xyn2 (Figura1b). 

Ace1 (ativador de celulases 1) funciona como repressor a xyn1 e antagoniza com Xyr1 ao competir 

por um sítio de ligação ao DNA (Rauscher et al., 2006); Ace2 (ativador de celulases 2) interage com 

sítios de ligação de Xyr1 no promotor de xyn2 e é necessário para a expressão basal de xyn2 

(Würleitner et al 2003; Stricker et al., 2006). Significante progresso tem sido obtido nos últimos 

anos na identificação e caracterização de elementos que atuem em cis e em trans na regulação da 

expressão de xilanases. As primeiras investigações a respeito das interações entre Xyr1, Ace1 e 

Ace2 sugerem uma grande gama de mecanismos subjacentes à da regulação mediada por Xyr1: 

fosforilação, competição, homo e heterodimerização e o recrutamento de outras proteínas 

regulatórias (Würleitner et al., 2003; Rauscher et al., 2006; Stricker et al., 2006). No entanto, a 

confirmação dessas modificações e interações como necessárias ao mecanismo regulatório 

proposto para Xyr1 requer experimentos adicionais.
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2. Objetivo e Metas 
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2.1 Objetivo 

 

 Produzir em Escherichia coli e caracterizar funcionalmente in vitro a versão recombinante 

de Xyr1, o principal fator transcricional que atua na regulação da expressão dos genes 

codificadores de xilanases em T. reesei. 

 

2.2 Metas propostas 

 

1. Produção heteróloga em E. coli da versão completa de Xyr1. 

2. Estudar a dinâmica de ligação de Xyr1 recombinante (rXyr1) ao promotor de xyn1. 

3. Investigar uma possível formação de homodímeros e como isso afetaria a ligação ao DNA. 

4. Investigar o papel da fosforilação de rXyr1 na afinidade de ligação ao DNA in vitro, assim 

como nas interações proteína-proteína. 

5. Investigar uma possível modulação alostérica em rXyr1. 
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3. Metodologia 
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3.1 Clonagem e produção de rXyr1 e rXyr1T577A 

 

 Um fragmento de 2945 pares de bases compreendendo o promotor do bacteriófago T7, o 

operador lac, a região codante de xyr1 e uma cauda C-terminal de seis histidinas foi quimicamente 

sintetizado (GeneArt, Invitrogem), com códon otimizado para Escherichia coli. Este fragmento foi 

clonado no vetor de expressão pET28a (Novagen) por meio dos sítios de restrição Bgl II e Not I. Da 

mesma forma, uma versão mutante de rXyr1, apresentando a substituição Thr-577-Ala, foi 

quimicamente sintetizada e clonada no mesmo vetor de expressão. Todas as construções foram 

checadas quanto ao perfil de restrição e as seqüências confirmadas por seqüenciamento 

automático (LGC Genomics). Os vetores para as duas versões de rXyr1 foram transformados por 

choque térmico (Sambrook & Russel, 2001) na linhagem de E. coli BL21(DE3) (Novagen) e os clones 

positivos selecionados em placas de LB-ágar (peptona de caseína 1% (p/v), extrato de levedura 

0,5% (p/v), NaCl 1% (p/v), ágar bacteriológico 1,4% e pH 7,0) com 35 µg/mL de kanamicina e 

suplementado com D-glicose 1%. Os clones transformantes foram crescidos em 30 mL de meio LB 

com 35 µg/mL de kanamicina e D-glicose 1% até OD600 = 0,5 (37°C, 200 RPM). As culturas foram 

então transferidas para 300 mL do mesmo meio LB, novamente crescidas até OD600 = 0,5 (37°C, 200 

RPM) e então induzidas com IPTG 0,5 mM por 24h, a 18°C, sob agitação constante (200 RPM).  

 A purificação das proteínas foi realizada por cromatografia de afinidade ao níquel utilizando 

–se o kit His•Bind Resin (Novagen) de acordo com as instruções do fabricante. As amostras de 

proteína foram então submetidas à cromatografia de gel filtração empregando-se colunas PD-10 

(GE Healthcare) para dessalinização das amostras e troca de tampão para Tris 50 mM, NaCl 200 

mM, NaH2PO4 50 mM e glicerol 10% (v/v) (pH 7,5).  

 A concentração das proteínas foi estimada pelo método de Bradford (1976) e por 
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espectrofotometria na região do ultravioleta, após centrifugação (10000 x g, 10 min) e coleta dos 

sobrenadantes utilizando o coeficiente de extinção molar E = 108595 M-1· cm-1.  

 

3.2 Imunodetecção 

 

 Para o experimento de imunodetecção (Western Blotting), amostras de 100 ng de rXyr1 e 

rXyr1T577A foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante 8% (SDS-PAGE). 

Após separação eletroforética, as proteínas foram transferidas para membrana de PVDF 

empregando-se transferência em tanque com tampão contendo Tris 25 mM, glicina 192 mM e 

metanol 20% (v/v) (pH 8,3). A transferência foi realizada durante a noite a 35 mA e 95V. Em 

seguida, a membrana foi bloqueada por 1h sob agitação à temperatura ambiente em solução TBS 

(Tris 10 mM e NaCl 150 mM, pH 7,5) com BSA 3% (p/v). Após lavagem com TBS, a membrana foi 

incubada com soro policlonal de coelho específico contra Xyr1 (Santa Cruz Biotechnology) (1:5000 

em TBS e BSA 0,3%) por 1h sob agitação à temperatura ambiente. Após lavagens com TBS e TBST 

(TBS e Tween 20 0,05%(v/v)), a membrana foi incubada por 1h com soro policlonal anti-IgG de 

coelho conjugado à HRP (Pierce) como anticorpo secundário (1:10000 em TBST). Os complexos 

formados foram revelados utilizando-se o kit ECL Plus Western Blotting Substrate (Pierce) segundo 

instruções do fabricante, sendo a membrana exposta a filme para raios-X. 

 

3.3 Teste de solubilidade de rXyr1 

 

 Para o teste das soluções tampão empregadas para solubilização de rXyr1, amostras de 500 

µL da proteína foram dializadas (MWCO 15000) por 6 horas (4°C) contra 250 mL do tampão 
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testado (seção 4.2 em Resultados e Discussão). Em seguida, as amostras de rXyr1 foram 

centrifugadas a 10000 x g, 10 min à temperatura ambiente para remoção dos agregados e foram 

submetidas a SDS-PAGE. Os géis foram documentados empregando-se o sistema de captação de 

imagens Gel Doc XR+ System (Biorad) e as frações solúveis foram quantificadas por densitometria 

em comparação a um padrão de albumina sérica bovina (BSA) (Fermentas). 

 

3.4. Ensaio de retardo de mobilidade eletroforética (EMSA) – versão II 

 

 Sondas consistindo de fragmentos de DNA fita dupla foram obtidas pelo anelamento de 

oligonucleotídeos sintéticos marcados em sua extremidade 5' com fluoresceína (FAM) com suas 

seqüências complementares (Tabela 1). Quinhentos ng de cada oligonucleotídeo foram aquecidos 

a 95°C por 5 min em 30 µL do tampão de anelamento 1X (0,2 M Tris-HCL a 0,2 M, pH 7,7) e 

vagarosamente resfriadas até atingirem a temperatura ambiente. Posteriormente, tais sondas 

foram diluídas 10 vezes em Tris 50 mM, NaCl 200 mM, NaH2PO4 50 mM e glicerol 10% (p/v), pH 7,5. 

A formação dos complexos DNA-proteína foi realizada pela incubação das proteínas de fusão com 1 

µL da sonda diluída (10 min à temperatura ambiente) em uma mistura consistindo de Tris 50 mM, 

NaCl 200 mM, NaH2PO4 50 mM, glicerol 10% (p/v), pH 7,5 em um volume final de 20 µL. Para os 

ensaios de competição, sondas não-marcadas foram empregadas em excesso molar de 3, 6 e 9 

vezes. A formação dos complexos foi analisada por eletroforese em TBE 0,25X (Tris-borato 22,5 

mM e EDTA 0,5 mM) em géis de poliacrilamida não desnaturantes 8%. Os géis foram 

documentados e analisados no equipamento Typhoon 9410 (GE Healthcare). 

Para desfosforilação de rXyr1, 100 ng da proteína foram incubadas durante 15 min a 30 °C 

com quantidades crescentes de fosfatase alcalina de mucosa intestinal bovina (BIAP, Sigma) em 
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uma mistura de reação de 15 µL contendo Tris-HCl 5 mM (pH 8,5),  MgCl2 0,1 mM e ZnCl2 0,01 mM. 

Para o controle com a fosfatase alcalina inativada, a enzima foi incubada a 65°C por 10 min. 

Nos ensaios onde a cauda C-terminal de rXyr1 foi removida, 100 µg de proteína foram 

tratados com 10 unidades de trombina de plasma bovino (Sigma), por 2h, à temperatura ambiente, 

em uma mistura de reação de 100 µL contendo Tris 50 mM, NaCl 200 mM, NaH2PO4 50 mM e 

glicerol 10% (p/v), pH 7,5. 

 

Tabela 1. Oligonucleotídeos utilizados neste trabalho. 

Nome Seqüência (5'-3') Posição Gene Uso 

pxyn1.1f a TTGGCAGGCTAAATGCGACATCTTAGCCGGATGCA -430 to -396 xyn1 EMSA, CDb 

pxyn1.1r  TGCATCCGGCTAAGATGTCGCATTTAGCCTGCCAA -396 to -400 xyn1 EMSA, CDb 

pxyn1.1M1f a TTGGCAGTCTAAATGCGACATCTTAGCCGGATGCA -430 to -396 xyn1 EMSA, CDb 

pxyn1.1M1r TGCATCCGGCTAAGATGTCGCATTTAGACTGCCAA -396 to -400 xyn1 EMSA, CDb 

pxyn1.1M2f a TTGGCAGGCTAAATGCGACATCTTAGACGGATGCA -430 to -396 xyn1 EMSA, CDb 

pxyn1.1M2r TGCATCCGTCTAAGATGTCGCATTTAGCCTGCCAA -396 to -400 xyn1 EMSA, CDb 

pxyn1.1M1M2f a TTGGCAGTCTAAATGCGACATCTTAGACGGATGCA -430 to -396 xyn1 EMSA, CDb 

pxyn1.1M1M2r TGCATCCGTCTAAGATGTCGCATTTAGACTGCCAA -396 to -400 xyn1 EMSA, CDb 

a Os oligonucleotídeos f utilizados para EMSA foram sintetizados com e sem a marcação fluorescente 5'-FAM. b CD = Circular 
Dichroism. c As regiões em cinza indicam os putativos sítios de ligação a Xyr1 e sublinhadas, as bases mutadas. As posições dos 
oligonucleotídeos são relativas ao códon de iniciação da tradução (ATG). 
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3.5 Eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida azul nativo (2D BN-PAGE) 

 

 A separação eletroforética de proteínas em gel de poliacrilamida não desnaturante foi 

realizada conforme os protocolos descritos por Cunha e colaboradores (2011) e Fiala e 

colaboradores (2011), com modificações. Para a primeira dimensão, em torno de 1 µg de proteína 

foi suspenso em tampão de amostra não desnaturante 1X (ácido aminocapróico 75 mM, Bis-Tris 50 

mM e Azul de Coomassie Brilhante G-250 0,5% (p/v)) e submetido a eletroforese em gel de 

poliacrilamida (concentrador 5%, separador 8%, 180V, 4°C), omitindo o SDS na formulação do gel. 

Uma tira deste primeiro gel contendo a proteína de interesse foi incubada em tampão de amostra 

desnaturante 1X (Tris-HCl 100 mM, SDS 2% (p/v), ß-mercaptoetanol 2% (v/v), glicerol 2% (v/v), pH 

6,8) por 1h, sob agitação, e submetido a SDS-PAGE (segunda dimensão). 

 

3.6 Caracterização estrutural 

 

 Os espectros de CD na região do UV distante (200 a 260 nm) de rXyr1 e rXyr1T577A foram 

obtidos em um espectropolarímetro Jasco J-815, com controle de temperatura por sistema tipo 

Peltier PFD 425S. Os espectros foram coletados em intervalos de 1 nm a uma velocidade de 50 

nm/min.  Foram feitas cinco varreduras consecutivas e foi utilizada a média destes espectros. As 

condições de tampão foram Tris 50 mM, NaCl 200 mM, NaH2PO4 50 mM, glicerol 10%, pH 7,5 e as 

leituras feitas a 22 °C com 0,3 µM de proteína em cubeta de quatzo de 0,2 cm. O registro e 

tratamento dos dados foram feitos empregando-se o programa Spectra Manager (JASCO), com o 

auxílio do programa GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc). Os espetros foram corrigidos 

subtraindo-se a contribuição do tampão na ausência de proteína. Os dados foram apresentados na 
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forma de elipticidade residual molar [θ], onde: [θ], em graus · cm2/dmol = (miligraus · MRW) / 

(percurso óptico em mm · concentração em mg/mL) e MRW = 109,69. Para estimativa de estrutura 

secundária, foi utilizado o algorítimo K2D (Andrade et al., 1993).  

 Os ensaios de interação DNA-proteína foram realizados empregando-se as mesmas sondas 

de DNA dupla fita descritas no item 3.4, mas sem a marcação fluorescente. As titulações foram 

realizadas com 0,3 µM de proteína, adicionando-se 0 – 0,9 µM de DNA, com um tempo de 

equilíbrio de 2 min entre cada varredura, a 22 °C. As aparentes constantes de dissociação (Kd) dos 

complexos DNA-Proteína foram estimadas seguindo as mudanças de elipticidade residual molar a 

222 nm utilizando a equação Y= (BmaxX)/(Kd+X), onde Bmax representa a fração de complexo 

formado no ponto de saturação, na mesma unidade que Y (fração ligante) e X representa a 

concentração de DNA a cada ponto da titulação. A fração ligante foi definida como sendo Y = 

([θ]inicial – [θ]observado)/(Δ[θ]max). Onde, [θ]inicial é a elipcidade residual molar proteina, [θ], em 222 nm, 

na ausência de DNA;[θ]observada é [θ] observada a cada ponto da titulação e Δ[θ]max = [θ]inicial -  [θ], 

no ponto de saturação. Os valores de Kd foram obtidos por regressão não-linear empregando-se a 

equação acima descrita com auxílio do programa SigmaPlot (Systat Software Inc)(Figura 

Suplementar S1, ver em Anexos).  
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4. Resultados e Discussão 



4.1 Produção e purificação de rXyr1 e rXyr1T577A 

 

 A proteína rXyr1 e uma versão mutante da mesma foram produzidas por expressão 

heteróloga na linhagem de E. coli BL21(DE3) induzida por IPTG e purificadas por cromatografia de 

afinidade ao níquel. Uma alíquota de cada proteína foi analisada por SDS-PAGE (Figura 2a) e 

apresentaram grau de pureza >95%, estimado por densitometria. As identidades dos produtos 

recombinantes foram confirmadas por imunodetecção (Figura 2b). Em cooperação com a Dra. 

Martina Marchetti-Deschmann (Institut für Chemische Technologien und Analytik, Technische 

Universität Wien), a identidade de rXyr1 foi adicionalmente corroborada por espectrometria de 

massa (dados não mostrados). O intuito da produção e análise da versão mutante de rXyr1 é 

verificar o efeito de fosforilação na proteína (maior detalhamento no item 4.4.). 
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igura 2. Purificação e identificação de Xyr1 e suas versões mutantes. (a) Análise eletroforética em gel de 
oliacrilamida desnaturante corado com azul de Comassie de 100 ng de rXyr1 e rXyr1T577A. (b)

munodeteção de rXyr1 e rXyr1T577A. 
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4.2 Instabilidade de rXyr1 em solução 

 

 Os primeiros ensaios de espectroscopia de Dicroísmo Circular (CD) com as amostras de 

rXyr1 e sua versão mutante (rXyr1T577A) revelaram uma intrínseca instabilidade dos produtos 

protéicos. Ao longo de 72 h de armazenamento a 4°C, observou-se diminuição progressiva da 

elipticidade negativa das amostras em conseqüência da perda de estrutura secundária (Figuras 3a 

e 3b). Concomitante a essa da perda de estrutura secundária, foram também observadas a 

agregação e a precipitação irreversível das amostras, fato este confirmado pela inspeção visual de 

alíquotas de cada uma das proteínas e pela diminuição da concentração (dados não mostrados). 

Estes resultados foram obtidos em um primeiro momento pós-purificação, quando as proteínas 

foram dessalinizadas em Tris 10 mM (pH 7,5) para remoção do imidazol, utilizado para a 

purificação das mesmas.  

 A agregação e precipitação irreversível de proteínas têm sido reportadas como um 

problema corriqueiro no emprego de cromatografia de afinidade ao níquel e eluição em tampões 

contendo imidazol (revisto por Bondos & Bicknell, 2003).  

 Em um caso que muito se assemelha ao deste trabalho, Hamilton e colaboradores (2003) 

descreveram o insucesso na produção de fragmentos de anticorpos como proteínas recombinantes 

usando o mesmo sistema de purificação. Após testarem sem sucesso diversas formulações de 

tampões envolvendo a adição de detergente (Tween-20), carboidrato (sacarose), aminoácidos 

(glicina, alanina, ácido glutâmico e arginina), diferentes concentrações de NaCl e compostos como 

glicerol e polietilenoglicol, os autores só conseguiram manter suas proteínas solúveis conservando 

o imidazol a uma concentração mínima de 50 mM.  Contudo, a remoção de imidazol, no caso deste 

trabalho, é absolutamente necessária. Tal composto é incompatível com a análise de proteínas por 



CD, pois, mesmo em pequenas concentrações (1mM), impõe grande ruído de fundo às amostras 

por possuir alta absorbância na região do UV distante, especialmente em comprimentos de onda 

menores que 220 nm (Kelly et al., 2005).  
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Figura 3. Espectros de CD na região do UV distante (200 – 260 nm) de 0,3 µM rXyr1 (a) e rXyr1T577A (b) em Tris a 10 mM, pH 
7.5. Varreduras realizadas em 2h (▲), 48h (○) e 72h (▼). 
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 Outro fator importante é relativa inflexibilidade da formulação dos tampões utilizados em 

ensaios de CD, que, idealmente, devem evitar compostos com grande absorbância em pequenos 

comprimentos de onda e que limita uma gama de sais e detergentes (Kelly et al., 2005; Greenfield 

et al., 2006). Mantendo-se a formulação básica de Tris 50 mM e NaH2PO4 50 mM (pH 7.5), foram 

testados os seguintes sais como agentes cosmotrópicos: KCl (50 e 100 mM), Na2SO4 (50 mM), 

(NH4)2SO4 (50 e 100 mM) e NaCl (50, 100, 150 e 200 mM, combinados com glicerol 0% e 10%).  

 Essas formulações de tampões foram testadas em ensaios nos quais rXyr1 foi dializada por 

6 horas (4°C). Após diálise, as amostras foram centrifugadas para remoção de agregados, 

submetidas a SDS-PAGE e as frações solúveis foram quantificadas (Tabela 2). A menor perda de 

proteína por precipitação ocorreu com a formulação Tris 50 mM, NaH2PO4 50 mM, NaCl 200 mM e 

glicerol 10% (pH 7,5). No entanto, esta última formulação de tampão não evitou a precipitação 

quando a proteína foi estocada por mais de 72h a 4°C (perda em cerca de 80%). Em vista do 

exposto, a estratégia escolhida foi a utilização de alíquotas recém-preparadas de rXyr1 e sua versão 

mutante em todos os ensaios apresentados neste trabalho. 

Tabela 2. Soluções tampão empregadas para solubilização de rXyr1. 

Formulação 
Concentração pré-diálise 
(µg/mL) 

Concentração pós-diálise 
(µg/mL) 

Redução 

I- 20 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 120 mM 
imidazol, pH 7.9 

0,645 ± 0,09 0,578 ± 0,021 10,3% 

II- 10 mM Tris pH 7,5 0,578 ± 0,011 0,048 ± 0,019 91,6% 
III- 50 mM Tris, 50 mM NaH2PO4, pH 7,5 0,613 ± 0,012 0,118 ± 0,029 80,7% 
IV- 50 mM NaCl 0,623 ± 0,022 0,133 ± 0,011 78,7% 
V- 100 mM NaCl 0,623 ± 0,022 0,145 ± 0,010 76,7% 
VI- 150 mM NaCl 0,623 ± 0,022 0,154 ± 0,021 75,2% 
VII- 200 mM NaCl 0,623 ± 0,022 0,173 ± 0,017 72,2% 
VIII- 200 mM NaCl, 10% glicerol 0,633 ± 0,022 0,351 ± 0,025 44,5% 
IX- 50 mM KCL 0,553 ± 0,033 0,109 ± 0,022 80,2% 
X- 100 mM KCL 0,553 ± 0,033 0,105 ± 0,008 81,0% 
XI- 50 mM Na2SO4 0,553 ± 0,033 0,128 ± 0,023 76,8% 
XII- 50 mM (NH4)2SO4 0,553 ± 0,033 0,145 ± 0,010 73,8% 
XIII- 100 mM (NH4)2SO4 0,553 ± 0,033 0,128 ± 0,024 76,8% 

Os dados foram representados como média ± desvio padrão (n = 3). A formulação I representa o tampão de eluição utilizado para 
purificação da proteína na cromatografia de afinidade. Os tampões IV a XIII possuem a formulação básica de 50 mM Tris, 50 mM 
NaH2PO4, pH 7,5. 
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4.3 Topologia de Xyr1: um paralelo com XlnR 

 

 A região codante de xyr1 de T. reesei foi inicialmente clonada por Rauscher e colaboradores 

(2006) a partir de screening em biblioteca genômica da linhagem QM 9414 (ATCC 26921). O 

produto protéico predito de tal gene (GenBank AF479644) apresenta 934 resíduos de aminoácidos 

e massa molecular predita de 102 kDa. Uma correção da seqüência empregando-se a linhagem 

parental tipo selvagem QM 6a (ATCC 13631) revela um produto protéico deduzido de 940 resíduos 

de aminoácidos (103 kDa) (Robert L. Mach, comunicação pessoal, dados não publicados). Esta 

segunda seqüência foi escolhida como base para a clonagem em vetor de expressão e a 

caracterização do fator transcricional.  

 A análise da seqüência deduzida de resíduos de aminoácidos realizada nesse trabalho, 

revelou que a proteína predita de T. reesei apresentou considerável similaridade com os ativadores 

transcricionais NcXlnR de Neurospora crassa (72%) (Galagan et al., 2003), AoXlnR de Aspergillus 

oryzae (62%) (Marui et al., 2002a) e XlnR de Aspergillus niger (65%) (Pel et al., 2007). Esta 

similaridade foi ainda maior tomando como base a região N-terminal da proteína, o que colocaria 

Xyr1 como membro da família de fatores transcricionais do tipo Zn(II)2Cys6, até então somente 

encontrada em fungos (Todd & Andrianopoulos, 1997; McPherson et al., 2006).  

 Nos tópicos a seguir, será apresentada uma análise da topologia de Xyr1, traçando um 

paralelo com proteínas da família Zn(II)2Cys6, especialmente com XlnR de A. niger, até então o 

regulador de xilanases melhor caracterizado funcionalmente. 
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4.3.1 Domínio de ligação ao DNA 

 

 Conforme supracitado, a maior similaridade de Xyr1 com outros homólogos é encontrada 

na porção N-terminal da proteína, onde se pode observar a seqüência C-X2-C-X6-C-X6-C-X2-C-X6-C 

(resíduos de 98 a 124, Figuras 4 e 5a) que formaria um domínio de ligação ao DNA (DLD) do tipo 

cluster binuclear de zinco, Zn(II)2Cys6, no qual dois íons de zinco estão coordenados por seis 

resíduos de cisteína, originando uma estrutura em forma de trevo (Figura 5b). Esse tipo de 

domínio pode ser visto como duas repetições do motivo C-X2-C-X6-C separados por seis resíduos de 

aminoácidos. Cada um destes motivos formaria uma pequena estrutura em α-hélice separados por 

uma alça, com uma volta associada a um resíduo de prolina (resíduo 113, Figuras 4 e 5a), em 

concordância com o que já é bem descrito para a proteína GAL4 de Saccharomyces cerevisiae 

(Baleja et al., 1992; Kraulis et al., 1992; Marmorstein et al.,1992), típico representante dessa família 

de proteínas. Outras peculiaridades desse tipo de DLD incluem a predominância de resíduos 

básicos (Lys, Arg e His) localizados entre a segunda e terceira cisteínas. Estudos cristalográficos 

revelaram que são estes resíduos que fazem contato direto com o DNA no caso de GAL4 e PPR1 

(Marmorstein et al.,1992; Marmostein & Harrison, 1994). 



Figura 4. Alinhamento das seqüências protéicas dos fatores Xyr1 de T. reesei e XlnR de A. niger. As possíveis regiões funcionais 
estão indicadas. Em vermelho, está destacado o possível domínio de ligação ao DNA (DLD) do tipo dedo de zinco binuclear, 
Zn(II)2Cys6. Em azul, o possível sinal de localização nuclear (SLN) bipartido e o adicional motivo RKKR. Em verde, uma região com 
potencial de formação de estrutura em coiled-coil. Em laranja, um proposto domínio de regulação da atividade transcricional 
responsivo à glicose e, em roxo, o putativo domínio de ativação transcricional. Os resíduos de aminoácidos idênticos são 
representadas por "*", as substituições conservativas são representadas por ":" e as substituições semi-conservativas são 
representadas por ".". 
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 A funcionalidade do DLD de Xyr1 foi evidenciada anteriormente em estudos de interação 

ntos das regiões promotoras de xyn1 (Rauscher et al., 2006), 

iversos outros promotores de genes codificadores de xilanases e 
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Figura 5. (a) Similaridade da região correspondente ao DLD de Xyr1 (resíduos 98 a 124) com outros membros da família Zn(II)2Cys6. 
A.nig, Aspergillus niger; A.ory, Aspergillus oryzae; N.cra, Neurospora crassa; S.cer, Saccharomyces cerevisiae; T.ree, Trichorderma 
reesei. Os resíduos de aminoácidos idênticos são representadas por "*", as substituições conservativas são representadas por ":" e 
as substituições semi-conservativas são representadas por ".". (b) Diagrama estrutural do motivo C-X2-C-X6-C-X6-C-X2-C-X6-C, 
integrante do DLD de GAL4. Os resíduos de cisteína que coordenam os dois íons de zinco (esferas em preto) estão numerados de C1 
a C6 (Adaptado de Todd & Andrianopoulos, 1997). 
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vários promotores (cbh1-2, egl1-5 e xyn1-3). Pela simplicidade na produção das proteínas 

recombinantes, o emprego apenas de DLDs em estudos de interação DNA-proteína é muito útil 

para a caracterização inicial de elementos em cis. No entanto, a demonstração que DLDs e outros 

domínios regulatórios podem operar de forma independente quando desacopladas, como a 

clássica utilização de GAL4 no Sistema de Dois Híbridos (Fields & Song, 1989), não implica 

necessariamente que eles não terão uma interação funcional em seu contexto nativo. 

 Os ensaios de EMSA realizados com a proteína inteira (Figura 6) e empregando diferentes 

sondas para o promotor de xyn1 (Tabela 1) confirmam a interação da proteína com os dois motivos 

do sítio de ligação palindrômico. Variando as quantidades de proteína entre 25 a 300 mM, foi 

possível observar a formação de dois complexos de interação DNA-Proteína quando se empregou a 

sonda “pxyn1 WT” (Figura 6a), na qual os dois motivos de ligação estão presentes, indicando a 

ocupação dos dois sítios ou possível formação de um dímero. A utilização de sondas nas quais foi 

introduzida uma mutação na posição G2 para T (5’-GGCTAA-3’ para 5’-GTCTAA-3’), tanto no 

primeiro (pxyn1 M1) quanto no segundo motivo (pxyn1 M2), também revela formação de dois 

complexos, especialmente quando se empregando 300 nM de proteína (Figura 6a). Utilizando as 

mesmas sondas e o DLD de Xyr1, Rauscher e colaboradores (2006) também observaram a 

formação de dois complexos DNA-Proteína para a sonda “pxyn1 WT”. No entanto, ao se empregar 

as versões “M1”, “M2”, apenas um complexo pôde ser observado. Os resultados do presente 

trabalho, analisados em conjunto com esses dados fortalecem a hipótese de formação de dímero 

por rXyr1.  

 Como controle, o emprego da sonda duplo mutante “M1M2” aboliu a formação dos 

complexos (Figura 6a). A especificidade de ligação foi comprovada pelos ensaios de competição 

usando versões não marcadas com 6-carboxi-fluoresceína (FAM) em excesso molar de 3, 6 e 9 

vezes (Figura 6b; 6c e 6d).
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Figura 6. Ensaios de EMSA: ligação de rXyr1 na região promotora de xyn1. (a) Interação de quantidades crescentes de rXyr1 com 7,5 
nM das sondas “pxyn1 WT”, “pxyn1 M1”, “pxyn1 M2” e “pxyn1 M1M2”. A confirmação da especificidade de ligação foi evidenciada 
empregando competidores não marcados em excesso molar de 3, 6 e 9 vezes paras sonda “pxyn1 WT” (b), “pxyn1 M1” (c) e “pxyn1 
M2” (d). (e) Representação esquemática das sondas empregadas. Todas as sondas foram preparadas como DNA dupla fita. As setas 
indicam os complexos DNA-proteína formados. 
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A hipótese da formação de dímeros de rXyr1 foi corroborada por ensaios de EMSA 

empregando-se desoxicolato de sódio (DOC) (Figura 7a). DOC é um detergente iônico que interfere 

na interação proteína-proteína, mas não na ligação DNA-proteína (Baeuerle & Baltimore 1988). O 

emprego de concentrações crescentes do detergente levou à ligação de rXyr1 como um monômero 

(Figura 7a). No intuito de confirmar que o evento de dimerização não ocorre em função da cauda 

de histidina C-terminal, utilizada para purificação da proteína recombinante, a remoção desta 

região foi realizada por clivagem proteolítica com trombina. Conforme mostrado na Figura 7b, a 

formação do dímero empregando-se as sondas “WT” e “M1” não é afetada pela excisão dessa 

região. 
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Figura 7. Ensaios de EMSA: ligação de rXyr1 na região promotora de xyn1: confirmação da dimerização de rXyr1. (a) Emprego de 
crescentes concentrações de desoxicolato de sódio (DOC) para interferir nas interações proteína-proteína levando rXyr1 a interagir 
com o DNA apenas como um monômero. (b) Efeito da remoção da cauda de histidina C-terminal sobre a dimerização de rXyr1. 
A interação de rXyr1 com a região promotora de xyn1 também foi avaliada por meio de 
spectroscopia de Dicroísmo Circular (CD). A cole

roteína sozinha e na presença das diferentes so

 análise do espectro da proteína sozinha revelou
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ta dos espectros CD de rXyr1 foi realizada com a 

ndas do promotor de xyn1 (Tabela 1 e figura 6e). 

 sugestões a respeito de sua estrutura secundária 



(Figura 8). A presença de distintos picos negativos em 208 e 222 nm é indicativa de considerável 

conteúdo de estruturas em α-hélice (Kelly et al., 2005). O emprego do algoritmo K2D (Andrade et 

al, 1993) estimou um conteúdo de α-hélice em 35%, de folha-β em 17% e de regiões desordenadas 

(random coil) em 48%, apresentando boa correlação com a predição in silico realizada pela 

ferramenta SOPMA (http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-

bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html), (32,5 % de α-hélice) (Geourjon & Deléage, 

1995).  

 Na presença dos oligonucleotídeos, é clara a interação DNA-proteína, pois ocorreram 

modificações no espectro de rXyr1 que puderam ser interpretadas como perda no conteúdo de 

estrutura secundária da proteína (Figura 8). Essa redução na elipticidade negativa resultou na 

diminuição de 21-23% no conteúdo de α-hélice com as sondas “WT”, “M1”, “M2” e de 35% com a 

sonda “M1M2” (Tabela 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Espectros de CD de rXyr1 na região do UV distante (200 – 260 nm) na ausência e presença de DNA. 0.3 µM de 
proteína e complexos DNA-proteína com fragmentos do promotor de xyn1 (razão molar de 1:1). Proteína sozinha (●), complexo 
com “pxyn1 WT” (▲), “pxyn1 M1” (○), “pxyn1 M2” (▼) e “pxyn1 M1M2” (♦). A contribuição dos espectros dos 
oligonucleotídeos foi subtraída. 
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Tabela 3. Compilação dos dados de CD da interação de rXyr1 com fragmentos do promotor de xyn1. 

Sonda 
Redução do conteúdo 

de α-hélice 
Razão [θ222]/[θ208] 

da proteína sozinha 

Razão [θ222]/[θ208] 

do complexo DNA-
proteína 

Kd (nM) 

pxyn1 WT 21% 0,85 0,90 128 ± 14a 
pxyn1 M1 23% 0,85 0,94 475 ± 79a 
pxyn1 M2 23% 0,85 0,90 728 ± 107a 

pxyn1 M1M2 35% 0,85 0,94 1427 ± 369a 
aos dados são apresentados como media ± erro padrão (n=3). 
 

 

 

 Outros estudos empregando CD evidenciaram mudanças conformacionais induzidas pela 

interação com o DNA para diversas proteínas, tais como c-Jun/c-Fos, GCN4, Pax-6, NF-κB, MASH-1, 

Ets-1 e FMBP-1 (Patel et al., 1990; Weiss et al., 1990; Epstein et al., 1994; Matthews et al., 1995; 

Meierhan et al., 1995; Petersen et al., 1995; Saito et at., 2008).  

 Por um lado, nos casos de c-Jun/c-Fos (Patel et al., 1990) e GCN4 (Weiss et al., 1990), em 

exemplos de fatores transcricionais cujo DLD é um domínio básico do tipo “zíper de leucina” 

(bZIP), a interação com DNA promove uma clara indução e estabilização de regiões em α-hélice. O 

mesmo ocorre para outros fatores cujo DLD é basicamente formado por regiões em α-hélice, 

como Pax-6 (Epstein et al., 1994), com DLD do tipo paired box , MASH-1(hélice-alça-hélice, bHLH) 

(Meierhan et al., 1995) e FMBP-1 (score and three amino acid peptide repeat domain, STPR) (Saito 

et al., 2008).  

 Por outro lado, foi relatada perda de estrutura secundária para NF-κB e Ets-1(Matthews et 

al., 1995; Petersen et al., 1995). Os homodímeros de p50 e p65 do complexo NF-κB, que 



100 

compartilham um complexo DLD do tipo domínio de homologia Rel (RHD) com predominância em 

folhas-β, apresentaram considerável desenovelamento da proteína como um todo quando 

interagem com o DNA (Matthews et al., 1995). O caso de Ets-1 (Petersen et al., 1995) é o que mais 

se assemelha ao observado para rXyr1 (Figura 8). Ets-1 é um fator transcricional que apresenta um 

DLD na forma de “hélice-volta-hélice alada” (wHTH): a interação com o DNA promove o 

desenovelamento de uma hélice que flanqueia um domínio auto-inibitório, que regula a afinidade 

do fator ao DNA, e possivelmente expõe uma segunda região de interação proteína-proteína. Um 

possível papel do DNA na regulação alostérica de Xyr1 soa plausível, mas ainda carece de maior 

corroboração experimental, como ensaios utilizando versões truncadas da proteína ou ainda a 

verificação da sensibilidade proteolítica de rXyr1 na ausência e na presença de DNA. 

 A aparente mudança estrutural induzida em rXyr1 durante a interação DNA-Proteína foi 

observada apenas quando foram utilizadas quantidades equimolares, tanto da sonda de DNA 

quanto da proteína recombinante. No entanto, diferenças ficaram claras quando 300 nM de rXyr1 

foram titulados com quantidades crescentes de cada sonda, com os quais a proteína apresentou 

diferentes constantes de dissociação, Kd (Tabela 3 e Figura Suplementar S1, ver em Anexos). Estes 

dados de titulação apontaram para uma preferência de rXyr1 por se ligar ao segundo motivo 5’-

GGCTAA-3’ presente no sítio palindrômico do promotor de xyn1. Com uma afinidade de ligação 

quase 10 vezes maior quando utilizada a sonda “M1M2” em comparação com “WT”, a mudança 

conformacional observada em rXyr1, quando em contato com essa sonda, foi interpretada como 

ligação inespecífica, o que é corroborado pelo ensaio de EMSA realizado com a sonda “M1M2” 

(Figura 6a).  

 A utilização preferencial do segundo motivo 5’-GGCTAA-3’ vai de encontro com os 

resultados relatados por Rauscher e colaboradores (2006), nos quais a mutação no segundo 

motivo abole a formação de complexos DNA-proteína utilizando extratos protéicos de T. reesei e 
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reduz a atividade promotora da região. Adicionalmente, isso reforça a hipótese de uma possível 

interação/competição de Xyr1 com o regulador Ace1, cuja especificidade de ligação ao promotor 

de xyn1 ocorre justamente para este segundo motivo (Rauscher et al., 2006).  

 Analisados em conjunto com os dados de EMSA, as titulações por CD indicam um padrão 

complexo de interação DNA-proteína entre rXyr1 e as sondas utilizadas. A proteína pode interagir 

independentemente em cada um dos sítios de ligação da repetição invertida presente no promotor 

de xyn1 e pode, ainda, se ligar como um homodímero ou monômero.  

 A maioria dos fatores de transcrição da família Zn(II)2Cys6 se ligam como homodímeros a 

sítios contendo repetições da trinca CGG orientados em uma configuração simétrica (diretos, 

invertidos ou evertidos) separados em uma seqüência interna (revisto por Todd & Andrianopoulos, 

1997). No entanto, algumas proteínas da família, como AlcR de Aspergillus nidulans, se ligam como 

um monômero a uma seqüência alvo assimétrica (Nikolaev et al., 1999). No caso de XlnR, tanto em 

A. niger quanto em A. orizae, a análise dos promotores de seus genes alvos revela uma seqüência 

consenso de ligação como sendo um sítio único (van Peij et al., 1998a, b; de Vries et al., 2002; 

Marui et al., 2002a, b). Dados de footprint in vivo para os promotores de xyn1 e xyn2 de T. reesei 

indicam a ocupação de sítios palindrômicos (Rauscher et al, 2006; Stricker et al., 2008a).  

 Por outro lado, Fukurawa e colaboradores (2009) também evidenciam a ligação do DLD de 

Xyr1 em motivos únicos, o que, junto aos dados deste trabalho, colocam Xyr1 em uma situação 

intermediária. Curiosamente, o complexo DNA-Proteína formado com a sonda “WT” possui Kd 

menor que em relação á sonda “M1”, o que indica que, mesmo podendo interagir separadamente 

com cada um dos motivos 5’-GGCTAA-3’, a presença dos dois motivos intactos parece estabilizar o 

complexo DNA-proteína formado, no qual ambas as unidades protéicas do dímero fazem contato 

com a sonda. Isso fica evidente ao se comparar os resultados de EMSA deste trabalho, 
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empregando a proteína inteira, e o mesmo ensaio realizado com a mesma sonda somente com o 

DLD de Xyr1 (Rauscher et al., 2006; Fukurawa et al., 2008). Nestes trabalhos, o uso de crescentes 

quantidades do DLD promoveu um incremento de ambos os complexos DNA-proteína formados, 

com maior intensidade para o complexo de maior mobilidade, indicativo de saturação seqüencial 

dos motivos 5’-GGCTAA-3’. Já o emprego da proteína inteira favorece a formação do segundo 

complexo, de menor mobilidade (Figura 6a). 

 O número de motivos de interação com fatores de transcrição pode estar diretamente 

relacionado à força de um promotor. Para GAL4, onde o número de motivos de ligação e a relativa 

afinidade variam entre os genes da família GAL, o que acarreta uma ativação diferencial (revisto 

por Lohr et al 1995). Assim, uma possível associação entre o número de motivos de ligação a Xyr1 

e a força de certos promotores representaria um interessante campo de investigação. A análise dos 

genes xyn1-3 torna plausível a afirmação inicial de que um maior número de motivos de ligação a 

Xyr1 é diretamente proporcional à força dos promotores de cada um desses genes. Fukurawa e 

colaboradores (2009) mostraram que, para linhagem de T. reesei PC-3-7 sob indução de soforose, o 

acúmulo de mRNA de xyn3 é, pelo menos, 6 vezes maior do que em relação a xyn1 e xyn2. O 

promotor de xyn3 possui 3 motivos de ligação a Xyr1 fisiologicamente ativos (uma repetição 

invertida de 5’-GGCTAT-3’ e 5’-GGCTAT-3’ separados por 16 pb e um motivo não-palindrômico 5’-

GGCTAA-3’) (Fukurawa et al 2008), enquanto xyn1 e xyn2 contam com 2 motivos, na forma de um 

sítio palindrômico, separados por 10 e 12 pb, respectivamente (Rauscher et al., 2006; Stricker et al., 

2008a). No entanto, o número de motivos em cis é uma variável que ,mesmo importante, não deve 

ser considerada isoladamente. Conforme abordado no tópico introdutório deste capítulo, 

diferentes moléculas indutoras induzem diferencialmente xyn1 e xyn2. Há ainda a participação de 

fatores transcricionais acessórios, como Ace1 e Ace2 estabelecendo, portanto, uma rede 

regulatória. 
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4.3.2 Sinal de localização nuclear e região em coiled-coil 

 

 À montante do putativo DLD são observados dois pequenos grupamentos de resíduos 

básicos de lisina e arginina, RK-X9-RRR (resíduos 80 a 93, Figura 4), os quais se assemelham com o 

consenso descrito para um sinal de localização nuclear (SLN) bipartido: (K/R)2-X10-12-(K/R)3 

(Christophe et al., 2000). Por outro lado, imediatamente à jusante ao DLD, é observado outro 

grupamento de resíduos básicos de lisina e arginina (RKKR, resíduos 130 a 133, Figura 4). Esta 

seqüência, embora se encaixando no consenso (K/R)4-6, descrito como SLN de sítio único 

(Christophe et al., 2000), e comumente reportada como SLN de diversas proteínas (Kirito et al., 

2004; Mikami et al., 2005; Lopes et al., 2006; Song et al., 2006), mostra-se não funcional para o 

homólogo XlnR em A. niger. Hasper e colaboradores (2004) demonstraram que a deleção parcial e 

a mutagênese sítio-dirigida de RKKR não afetam a localização nuclear de XlnR. Ainda segundo 

Hasper e colaboradores (2004), o endereçamento ao núcleo de XlnR fica a cargo de uma região 

presente na porção C-terminal com possível estrutura na forma de hélices enroladas (coiled-coil). A 

análise da seqüência de Xyr1 pelo programa COILS (Lupas et al., 1991) aponta uma possível região 

em coiled-coil equivalente ao que é reportada para XlnR (resíduos 702 – 729, Figura 4). Regiões em 

coiled-coil comumente mediam a homodimerização de diversas proteínas da família Zn(II)2Cys6, 

incluindo GAL4, LEU3 e PPR1 (Carey et al., 1989; Marmostein et al., 1992; Marmostein & Harrison, 

1994; Remboutsika & Kohlhaw, 1994), embora nem todos representantes da família de proteínas 

necessariamente funcionem como homodímeros. 

 Os resultados dos EMSAs (Figuras 6 e 7) indicaram a formação de um padrão complexo de 

interação de rXyr1 com o fragmento da região promotora de xyn1, podendo se ligar como dímero 



ou monômero. No intuito de investigar se a formação do dímero é um evento dependente da 

interação com o DNA, o estado de dimerização da proteína foi verificado por BN-PAGE 

bidimensional (Figura 9). A primeira dimensão de separação eletroforética (gel nativo não-

desnaturante) evidenciou a separação de duas bandas que, segundo a segunda dimensão de 

separação (gel desnaturante), possuem a mesma massa molecular e, portanto, representam a 

mesma proteína (Figura 9a). A presença de duas bandas indica que rXyr1 ocorre como uma 

mistura de monômeros e homodímeros em solução, com a prevalência da forma monomérica 

observada pela aparente abundância da banda de maior mobilidade.  
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igura 9. Eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida azul nativo (2D BN-PAGE) para rXyr1 (a) e rXyr1T577A (b). 900 ng de cada 
roteína recombinante foram inicialmente submetidos ao BN-PAGE (5/8%) para separar dímeros de monômeros. Em seguida, as 
mostras foram submetidas à segunda dimensão (SDS-PAGE, 8%) para fracionar as proteínas por tamanho. 
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 Na espectroscopia de Dicroísmo Circular, a razão dos valores de elipticidade molar 

[θ222]/[θ208] tem sido utilizada para avaliar o estado de conformação em coiled-coil de proteínas 

(Lau et al., 1984), o que evidencia a interação inter-hélices, algo comum em eventos de homo e 

heterodimerização de proteínas. Em particular, a elipticidade em 222 nm é responsiva ao conteúdo 

α-helicoidal, enquanto que a variação em 208 nm é sensível ao eixo da hélice e, portanto, se o eixo 

α-hélice está interagindo com outra hélice. Desta maneira, a elipticidade molar em 222 nm 

permanece inalterada durante a interação inter-hélices, enquanto é observada uma redução para 

208 nm (Lau et al., 1984; Zhou et al., 1992; Mehboob et al., 2001; Paulucci et al., 2002; Choy et al., 

2003). A razão [θ222]/[θ208] ~1 é indicativa de α-hélices em conformação em coiled-coil, enquanto 

hélices simples que não interagem apresentam razão ~0,8.  

 As razões [θ222]/[θ208] para rXyr1 permanecem em torno de 0,8 na ausência das sondas de 

DNA (Tabela 3). Isso sugere que, nas condições empregadas no ensaio de CD, as regiões de α-

hélice permaneceram simples, o que foi interpretado como rXyr1 em uma forma prevalentemente 

monomérica. Por outro lado, na presença de DNA, foi observado um aumento na razão θ222/θ208, 

indicando aumento das interações inter-hélice, possivelmente, por formação do homodímero. 

Estes resultados, tomados em conjunto com os dados de EMSA e BN-PAGE, fortalecem a hipótese 

de que Xyr1 pode até dimerizar antes de se ligar aos promotores, mas a formação do homodímero 

é induzida pela interação com DNA. Contudo, a dimerização não é fundamental para a interação 

com o DNA, pelo menos in vitro. Em adição a isto, a possibilidade de rXyr1 de formar dímeros vai 

de encontro com uma possível interação direta com Ace1 e Ace2, em um modelo de regulação que 

iria além da simples competição por sítios de ligação ao DNA. 
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4.3.3 Domínio de ativação transcricional 

 

 Vários fatores transcricionais da família Zn(II)2Cys6 apresentam domínios regulatórios C-

terminais. Em GAL4, o domínio de ativação transcricional é observado entre os resíduos 768 e 881, 

os 113 últimos resíduos de aminoácidos da proteína (Keegan et al., 1986; Ma & Ptashne, 1987). Em 

LEU3 (886 resíduos de aminoácidos), o domínio de ativação transcricional encontra-se nos 30 

últimos resíduos (Wang et al., 1997) e em PUT3 (979 resíduos de aminoácidos) a região 

compreendida entre os resíduos C-terminais de 890 a 979 inclui domínios de ativação e regulação 

(Etages et al., 2001). Dois resíduos de aminoácidos que são imprescindíveis para ativação 

transcricional por XlnR (Leu-823 e Tyr-864) (van Peij et al., 1998a; Hasper et al., 2004) também são 

conservados em Xyr1 (Leu-823 e Tyr-923, Figura 4). Eles estão localizados entre os 60 últimos 

resíduos de XlnR, região considerada como o domínio de ativação transcricional (van Peij et al., 

1998a; Hasper et al., 2004), que apresenta alta identidade de seqüência com a extrema porção C-

terminal de Xyr1. 

 

4.3.4 Fosforilação em rXyr1 

 

 Comum mecanismo de modulação de atividade transcricional, a fosforilação também tem 

papel fundamental na regulação da atividade de proteínas da família Zn(II)2Cys6. Proteínas como 

CAT8 e SIP4, ativadores de genes envolvidos com a gliconeogênese em S. cerevisiae, se tornam 

fosforiladas durante a desrepressão de seus genes alvo (Randez-Gil et al., 1997; Vicent & Carlson, 

1998). GAL4 sofre múltiplas fosforilações que influenciam sua atividade e que estão relacionadas 

com a estabilização de uma conformação do complexo GAL4-GAL80 permissivo à ativação 

transcricional (Sadowski et al., 1996). Tais fosforilações que possivelmente funcionam como 



marcação para degradação proteolítica das unidades de GAL4 já engajadas no recrutamento do 

complexo de pré-iniciação da transcrição em seus genes alvo (Muratani et al., 2005). Dentre os 

reguladores de xilanases, Noguchi e colaboradores (2011) mostraram que AoXlnR de A. oryzae é 

uma fosfoproteína que assume um estado hiperfosforilado e reversível quando o fungo é crescido 

em D-xilose como única fonte de carbono. 

 No intuito de avaliar o papel da fosforilação em rXyr1, inicialmente foi realizado um EMSA 

com alíquotas de rXyr1 tratadas com fosfatase alcalina. Nesse experimento ficou evidente a 

diminuição da formação de complexos DNA-proteína na medida em que se aumentou a 

quantidade de fosfatase alcalina empregada, com reversão do quadro quando a enzima foi 

inativada por calor antes do tratamento de rXyr1 (Figura 10).  
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igura 10. Ensaio de EMSA para a região promotora de xyn1: 
esfosforilação de rXyr1. A proteína rXyr1 foi defosforilada por 30 min, 
0°C na presença de fosfatase alcalina antes da incubação com a sonda 
xyn1 WT. 
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idêntica entre Xyr1 e os homólogos XlnR em A. niger, A. oryzae e N. crassa e é consistente com o 

consenso utilizado pela caseína quinase II ((S/T)X2(D/E), Pinna, 1990). Uma região equivalente no 

fator Cre1 em T. reesei é também bastante conservada entre os homólogos em ascomicetos e é 

fundamental para a atividade do fator. Mutações nessa região reduzem a formação de complexos 

DNA-proteína e colocam o fungo em um estado desreprimido, considerando-se o sistema de 

repressão por carbono (Cziferszky et al., 2002). 

 Com base no exposto, além da versão selvagem de Xyr1, uma versão variante foi produzida 

(Figura 2) e caracterizada. A versão rXyr1T577A foi produzida no intuito de avaliar a mutação pontual 

em um possível sítio de fosforilação, com a substituição Thr-577-Ala (Figura 4).  

 A avaliação do mutante por CD não apontou diferenças em termos de conteúdo de 

estrutura secundária entre rXyr1T577A e o tipo selvagem (Figura 11).  

  

 

 

 

 

  

 

  

  

 

Figura 11.
e rXyr1T577

 

 Espectros de CD na região do UV distante (200 – 260 nm) de 0.3 µM de rXyr1 (●) 
A (▲). 
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 Como foi evidenciado pelos ensaios de BN-PAGE, a mutação não afeta a dimerização de 

rXyr1 (Figura 9b), dado este confirmado por EMSA (Figura 12a). No entanto, a versão rXyr1T577A 

apresentou maior Kd que a proteína selvagem (Figura 12b e Figura Suplementar S1, ver em 

Anexos), confirmando que a modulação da atividade de rXyr1 por fosforilação afeta diretamente a 

capacidade do fator de se ligar ao DNA. 
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 Adicionalmente, no intuito de avaliar a possível interferência na estabilidade estrutural de 

rXyr1 causada pela mutação T577A, um ensaio piloto de desnaturação térmica da proteína 

selvagem e do mutante foi realizado elevando-se a temperatura de 20 a 95°C, permitindo o 

equilíbrio por 5 minutos antes da realização das medidas. Não foi observada diferença entre a Tm 

de desnaturação entre as duas proteínas (dados não mostrados). No entanto, tal experimento não 

foi levado em consideração para uma real análise de resultados, em virtude do caráter não 

reversível da desnaturação térmica observada, com concomitante agregação e precipitação das 

proteínas. Isso impossibilitou o cálculo de parâmetros termodinâmicos que permitiriam uma 

análise mais segura desse resultado específico. 

  

4.3.5 Domínio responsivo à glicose 

 

 A modulação da atividade transcricional de proteínas da família Zn(II)2Cys6 em resposta a 

sinais metabólicos é comum para. Wang e colaboradores (1997) descrevem um fenômeno de 

modulação da atividade transcricional de LEU3 em S. cerevisiae, no qual a proteína sofre possível 

mudança conformacional na presença de isopropilmalato, um intermediário metabólico da 

biosíntese de leucina, expondo o domínio de ativação transcricional do fator. No caso de GAL4, o 

membro da família Zn(II)2Cys6 melhor estudado até então, o mascaramento do domínio de ativação 

transcricional ocorre pelo regulador GAL80. Na presença de galactose, uma terceira proteína, GAL3, 

forma um heterodímero com GAL80 liberando o domínio de ativação de GAL4 (revisto por Traven 

et al., 2006). Além da modulação da atividade de GAL4 por interações intermoleculares, existem 

evidências de um mecanismo de inibição direto por D-glicose. Stone & Sadowski (1993) 

demonstram que na região central de GAL4 há um domínio responsivo à D-glicose com papel na 
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inibição intramolecular da atividade transcricional do fator. Neste modelo, é considerada como 

hipótese para o mecanismo de modulação a ligação direta de D-glicose ou de seus metabólitos a 

GAL4 desencadeiam possível mudança conformacional na proteína. 

 A análise de mutantes de A. niger contendo três modificações em XlnR, a mutação Val-756-

Phe e a introdução de códons de parada após os resíduos Leu-668 e Gly-797 apresentaram 

conseqüências interessantes. Ambas as modificações resultam em uma maior atividade xilanolítica 

do fungo, assim como um aumento da expressão de genes alvo de XlnR, como xlnB (endoxilanase 

B), em condições de repressão com D-glicose como única fonte de carbono (Hasper et al., 2004). A 

região que contém essas mutações está localizada entre a região em coiled coil (o SLN) e o domínio 

de ativação transcricional, provavelmente, está relacionada com a modulação da atividade de XlnR 

por D-glicose. O modelo de repressão por D-glicose proposto para XlnR ocorreria por meio de 

interações inter ou intramoleculares com a região C-terminal da proteína que resultariam em um 

estado inativo da proteína.  

 O regulador Xyr1 apresenta alta identidade nesta região descrita para XlnR, incluindo o 

resíduo Val-756 (posição 821, Figura 4). Esta constatação motivou investigação de uma possível 

modulação alostérica de Xyr1 por carboidratos. O ensaio de CD para rXyr1 na presença de D-

glicose, assim como de D-xilose, mostrou-se que os dois carboidratos tiveram influência na 

estrutura secundária de rXyr1 (Figura 13).  Em ambos os casos, ocorre diminuição no conteúdo de 

α-hélice e aumento nas razões [θ222]/[θ208] (0,88 → 0,93 em ambos os casos), com um efeito muito 

similar à interação de rXyr1 com o DNA.  No entanto, ocorreu maior perda de estruturas em α-

hélice na presença de D-xilose (até 33% contra 22% em D-glicose), o que pode indicar que rXyr1 

assume diferentes conformações conforme o carboidrato empregado. Tais mudanças na estrutura 

da proteína aparentemente não interferem com a capacidade de ligação ao DNA (Figura 14).  
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 Evidências a respeito da regulação transcricional de Xyr1 sustentam a hipótese de 

modulação da atividade do fator por ativação pós-transcicional. Mach-Aigner e colaboradores 

(2008) reportaram que a expressão de xyr1 é diretamente influenciada por Cre1, o mediador da 

repressão por carbono em T. reesei, e que esse gene também é regulado negativamente por Ace1. 

Ainda no mesmo trabalho, a expressão de xyr1 não foi afetada via uma molécula indutora 

específica. Enquanto a utilização de D-xilose e xilobiose induzem diferencialmente xyn1 e xyn2, o 

acúmulo de mRNA de xyr1 se manteve constante. Quando são tomados em conjunto com o fato 

que o promotor de xyr1 não apresenta motivos de ligação a Xyr1, o que descartaria possível auto-

regulação, esses dados dariam suporte a um simples modelo regulatório baseado em um 

mecanismo de repressão/desrepressão. Tal hipótese também explica razoavelmente como a 

repressão por carbono regula a expressão de genes como cbh2 e xyn2, que não possuem sítios 

funcionais para a ligação de Cre1 (Zeilinger et al., 1996 e 2003).  
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igura 13. Espectros de CD de 0,25 µM de rXyr1 na região do UV distante (200 – 260 nm) na 
resença de D-glicose (a) e D-xilose (b). Relação proteína:carboidrato = 1:0 (▲), 5:1 (○) 1:1 
▼) e 1:5 (♦). A contribuição dos espectros dos carboidratos foi subtraída. 
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álise, é plausível considerar que a síntese de novo de Xyr1 teria um 

odelo de regulação. O que é contradito pelo fato de que análises de 

1 e xyn2 revelaram que Xyr1 se encontra ligado aos seus sítios de 

 condições de repressão (Rauscher et at. 2006, Stricker et al., 2008a). 

análises revelaram que o emprego de ciclohexamida, um inibidor da 

 indução de xyn1 é independente de uma nova síntese de Xyr1 (Mach-

staria permanentemente disponível na célula em níveis basais e cuja 

rreria por modificações pós-traducionais. O modelo de regulação por 

lexo do que as primeiras evidências experimentais sugeriram. 

entro desse modelo complexo, defendo a hipótese de que a regulação 

l e a proposição de que distintas mudanças conformacionais, induzidas 
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tanto por D-glicose e D-xilose, poderiam influenciar a ativação do fator. Nossos dados vão 

diretamente em encontro com os dados de Mach-Aigner e colaboradores (2008). Esses autores 

demonstraram que um transformante de T. reesei contendo uma cópia constitutiva de xyr1 

apresenta aumento considerável no acúmulo de mRNA de xyn1 quando o fungo é cultivado em D-

xilose. Adicionalmente, xyn1 é induzido por D-xilose mesmo na presença de D-glicose (Mach et al., 

1996). 

 Embora a proposição de modulação alostérica para Xyr1 seja plausível dentro do modelo e 

encontre correlação com outros reguladores transcricionais como GAL4, tal hipótese necessita de 

outra confirmação experimental. No entanto, os resultados aqui apresentados deverão nortear a 

investigação mais aprofundada deste mecanismo ainda não explorado em Xyr1 ou em qualquer 

outro reguladores de xilanases.  
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5. Conclusão 
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 Os resultados apresentados nesta etapa do trabalho mostraram a bem sucedida produção 

heteróloga da versão completa da proteína Xyr1 (rXyr1), a despeito de sua instabilidade, algo até 

então inédito entre reguladores de xilanases em fungos filamentosos. Nossos dados indicaram que 

rXyr1 naturalmente pode formar homodímeros em solução, mas também que a dimerização não é 

fundamental para a interação com o DNA, o que implica em uma dinâmica complexa de ligação ao 

promotor de xyn1, podendo se ligar como monômero ou dímero e interagir com ambos os motivos 

do sítio palindrômico. 

 A capacidade de dimerização fortalece ainda a hipótese de possíveis interações proteína-

proteína com outros fatores transcricionais como Ace1 e Ace2, que modulariam a atividade de 

Xyr1 durante a indução da expressão de genes do complexo xilanolítico de T. reesei. 

 Modificações pós-traducionais têm sido apontadas como cruciais na regulação mediada por 

Xyr1 (Mach-Aigner et al.,2008). No presente trabalho, iniciamos a investigação de duas facetas de 

tal modulação: a fosforilação e a modulação alostérica. A fosforilação tem um possível papel na 

regulação da atividade de rXyr1, sendo necessária para a interação DNA-proteína in vitro, mas não 

afeta a homodimerização. Adicionalmente, apresentamos indícios de modulação alostérica para 

Xyr1, dependente tanto da interação com o DNA, como carboidratos, o que torna mais complexo 

esse modelo de regulação que tem se demonstrado bastante elaborado ao longo dos últimos 15 

anos. 



118 

6. Perspectivas 
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Como perspectivas futuras desse trabalho, podemos destacar: 

1- Análise comparativa do padrão de ligação de rXyr1 a outros promotores e verificação de 

como o número de motivos de ligação afetaria a dinâmica de interação, afinidade e se isso 

estaria correlacionado com a força destes promotores; 

2- Análise da formação de heterodímeros entre rXyr1 e outros moduladores da expressão de 

xilanases, como Ace1 e Ace2, visando elucidar o mecanismo da rede de regulação 

transcricional; 

3- A investigação do papel de mutações pontuais na estrutura e função do fator, in vitro e in 

vivo, sobretudo em regiões como os possíveis “domínio responsivo à glicose” e o “domínio 

de ativação transcricional”; 

4- Análise do possível papel de mutação T577A e outras mutações pontuais na estabilidade 

estrutural de rXyr1 por meio de ensaios de desnaturação empregando agentes caotrópicos 

no lugar da temperatura. 

5- A confirmação da hipótese de modulação alostérica por meio do emprego de versões 

truncadas da proteína e com a verificação da sensibilidade proteolítica de rXyr1 na 

ausência e na presença de DNA e carboidratos, com concomitante identificação dos 

fragmentos gerados. Tal abordagem permitirá o mapeamento de possíveis interações 

intramoleculares e como isso interferiria nas em interações proteína-proteína. 
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Figura Suplementar 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
Figura Suplementar S1. Determinação das aparentes constantes de dissociação. As titulações foram realizadas com 0,3 µM de 
proteína, adicionando-se 0 – 0,9 µM de DNA, com um tempo de equilíbrio de 2 min entre cada varredura, a 22 °C. As aparentes 
constantes de dissociação (Kd) dos complexos DNA-Proteína foram estimadas seguindo as mudanças de elipticidade residual molar a 
222 nm utilizando a equação Y= (BmaxX)/(Kd+X), onde Bmax representa a fração de complexo formado no ponto de saturação, na 
mesma unidade que Y (fração ligante) e X representa a concentração de DNA a cada ponto da titulação. Os valores de Kd foram 
obtidos por regressão não-linear empregando-se a equação descrita. 
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Abstract 
Themophilic fungi and actinomycetes have been extensively studied in vegetal biomass bioconversion processes for the 
formulation of industrial enzymatic pools and as gene donors for the heterologous expression of thermostable enzymes. 
The production of second generation biofuels and the application in industries such as the textiles are of particular 
interest. In this chapter, we have reviewed the gene structure, gene regulation, biochemical properties and 
biotechnological applications of lignocellulolytic enzymes, and other potential industrial hydrolases of thermophilic 
fungi and actinobacteria. Besides Humicola grisea var. thermoidea, the main focus of our invstigations for several years 
have been on fungi such as Humicola insolens, Aureobasidium pullulans, Candida peltata, Chaetomium thermophilum, 
Coprinopsis cinerea, Ganoderma colossum, Malbranchae pulchella var. sulphurea, Melanocarpus albomyces, 
Rhizomucor pusillus, Myceliophthora thermophila, Myriococcum thermophilum,  Penicillium duponti, Sporotrichum 
pulverulentum, Sporotrichum thermophile, Stilbella thermophila, Talaromyces emersonii, Thermoascus aurantiacus, 
Thermomyces lanuginosus and Thielavia terrestris. Amongst the actinomycetes, we explored Acidothermus 
cellulolyticus, Cellulomonas spp., Streptomyces spp., Thermobifida fusca and Thermomonospora curvata. 
 
Keywords: Fungi, actinobacteria, thermophilic hydrolytic enzymes, lignocellulosic residues, biomass 

conversion. 
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ABSTRACT 

Filamentous fungi cellobiohydrolase genes have been extensively 

studied aiming the high-level heterologous expression of optimized 

enzymes which could be employed for vegetal residues conversion in useful 

products at the industrial level. The generation of biofuels, and of biostoning 

or biopolishing agents for the textile industry, are of particular interest. In 

this chapter, we review the main aspects of fungal cellobiohydrolase genes 

structure and regulation, as well as the most promising studies on their 

biotechnological applications. 

 

Keywords: filamentous fungi, cellobiohydrolase genes, heterologous 

expression, biomass conversion, biotechnological applications. 

 

Introduction 

Particular interest in cellulolytic microorganisms began during World 

War II, in the Salomon Islands (Southeast Pacific), when the troops` clothes, 

tents and other cellulosic fabrics were often degraded by the fungus latter 

classified as Trichoderma reesei. Soon, what was initially seen as an 

economical problem became a promising scientific research field, aiming 

the conversion of cellulose in products such as recycled paper, animal feed 

and plant fertilizers. In the textile industry, cellulases have been employed in 

the formulation of detergents and in the biostoning and biopolishing 

processes. 

The crude oil crises in the mid-1970s draw the attention to the 

studies on alternative and renewable energy sources. Second generation 

bioethanol production from lignocellulosic residues is at the moment the 

main driving force for cellulolytic microorganisms research. 
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