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Resumo



O pH ambiental é um sinal importante para fisiologia de fungos, intervindo na
regulacdo da transcricdo de vdérios genes. Em fungos filamentosos e leveduras, PacC é um
importante fator transcricional que regula a expressdo de genes tanto em pH acido como
alcalino. A producdo de enzimas envolvidas na bioconversdo de biomassa vegetal é regulada
principalmente no nivel da transcrigdo. No entanto, o envolvimento da via de regulacdo por pH
na expressdo de enzimas lignoceluloliticos ndo tem sido extensivamente estudado. Nosso
grupo havia demonstrado anteriormente que o deuteromiceto termofilico Humicola grisea var.
thermoidea é um potente produtor de celulases, apresentando um consideravel potencial
biotecnolégico para bioconversdo de residuos agricolas. Nossos resultados sustentam a
existéncia de uma via de regulagdo por pH para as glicosil hidrolases em H. grisea. Neste
trabalho, foram realizadas andlises quantitativas por RT-PCR em tempo real para varios
transcritos de H. grisea. O perfil transcricional de oito genes codificadores de enzimas
lignoceluloliticas (cbh1.1, cbhl1.2, egll, egl2, egl3, egl4, bgld e xynl) e de dois fatores de
transcricdo (pacC e creA) foi avaliado na presenca de glicose ou de bagaco de cana-de-agucar
em condi¢cdes de pH 4acido e alcalino. A analise por qRT-PCR revelou uma inducdo forte e
precoce de quase todos os genes de enzimas lignoceluloliticas, de uma maneira sinérgica
qguando o fungo foi cultivado com a fonte de carbono complexa e em condig¢des alcalinas (pH
8,0). A Unica excec¢do foi egl4, que foi induzido por pH acido. Um padrdo oposto para a
expressdo dos dois fatores transcricionais foi observado. Enquanto pacC foi induzido em
condicGes alcalinas e fortemente reprimido na presenca de glicose, creA foi induzido por
glicose e reprimido em condig¢des alcalinas. Os dados de perfil de transcrigdao, combinados com
a analise da liga¢do in vitro de PacC e CreA aos promotores dos genes analisados, apdiam a
repressdo por carbono, mediada por CreA, e a via de regulagao 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 sitio de ligagdo. Tomados em
conjunto, estes dados corroboram as hipdteses de que PacC possa ser o mediador da regulagao
influenciada pelo pH e de que a repressdo por glicose, possivelmente atribuida a CreA, é capaz
de sobrepujar a a¢do indutéria do pH alcalino. Temos ainda evidéncias de que CreA também
esteja envolvido na repressdo de PacC, estabelecendo uma interacdo entre os dois sistemas
regulatorios.

O foco do segundo capitulo desse trabalho foi a producdo e caracterizagdo de Xyrl
(regulador de xilanases 1), que é o principal fator transcricional que atua na regulacdo da
expressdo dos genes codificadores de xilanases em Trichoderma reesei. Os resultados
apresentados mostraram a bem sucedida producdo heterdloga da versdao completa da proteina

Xyrl, algo até entdo inédito entre reguladores de xilanases em fungos filamentosos. Nossas

Xiv



andlises empregando técnicas de interacdo DNA-proteina e géis nativos indicaram que Xyrl
pode naturalmente formar homodimeros em solugdo. Contudo, a dimerizacdo ndo é
fundamental para a interacdo com o DNA, o que implica em uma dindmica complexa de ligacdo
ao promotor do gene xynl. Sdo possiveis as formas de mondmero, dimero e interacdo com
ambos os motivos do sitio palindromico. A capacidade de dimerizagdo do fator fortalece a
proposicdo de modulacdo adicional da atividade de Xyrl por meio de possiveis interaces
proteina-proteina com outros fatores transcricionais, sendo candidatas as proteinas Acel e
Ace2. O papel de modifica¢gdes pds-traducionais tem sido apontado como crucial na regulagdo
mediada por Xyrl. Mostramos que a fosforilagdao possivelmente estd envolvida na regulacdo da
atividade de Xyrl, sendo necessaria para a interagao DNA-proteina in vitro, mas sem afetar a
formacdo de dimeros. Apresentamos ainda indicios de modulacdo alostérica de Xyrl que
depende tanto da interagao com o DNA quanto, possivelmente, com carboidratos, o que torna

mais complexo este modelo de regulacdo.

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

glicosil hidrolases.
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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, cbhl1.2, 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 egl/4, 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 Xyrl
(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 Xyrl, 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 Xyrl can form homodimers in solution.
Nevertheless, dimerization is not essential for the interaction with DNA, suggesting a complex
binding dynamics to the xynl promoter region (as monomer, dimer and interacting with both
palindromic binding sites). The dimerization capacity of Xyrif strengthens the proposition of an
additional modulation for this factor activity, probably by protein-protein interactions with
other transcription factors, such as Acel and Ace2. A crucial role for post-translational
modifications was proposed for gene regulation mediated by Xyrl. We initially showed that
phosphorylation has a possible role in the regulation of Xyrl 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 Xyrl, 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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Capitulo 1

Investigag¢do do mecanismo de regulagéo
transcricional mediada pelo pH ambiental em
Humicola grisea var. thermoidea



1. Introducao



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, proteinas e pectina
também podem ser encontradas nos residuos lignoceluloliticos, embora sua composicao varie
conforme a natureza da fonte de biomassa (Sanchéz, 2009). A producdo anual de biomassa na
natureza é estimada em torno de 200 bilhdes de toneladas (Lin & Tanaka, 2006). Com o
crescimento populacional, a aceleracdo da economia mundial e 0 aumento da demanda energética,
temos um consideravel aumento no acumulo de rejeitos agricolas e das indUstrias téxtil e de papel,
agravando o problema da poluicdo ambiental por material lignoceluldsico (Dashtban et al, 2010).
Nesse sentido, a biodegradacdo da biomassa por fungos e bactérias, visando a obtencdo de
energia, desempenha um papel estratégico no equilibrio dos ecossistemas e do ciclo do carbono,
impedindo o acimulo de dejetos na superficie terrestre (Levy, 1987).

Dados como os apresentados acima tém estimulado o desenvolvimento de novos processos
tecnoldgicos para a conversao de residuos agroindustriais em produtos Uteis como adubo, ra¢ao
animal, papel e fibras téxteis reciclados (Dillon, 2004), aditivos alimenticios ou quimicos de
aplicacdo industrial (Scott et al., 2007), sobretudo como fonte de energia renovdvel, como
substitutos de combustiveis fosseis (Antoni et al.,, 2007; Weber et al 2010). Hahn-Hagerdal e
colaboradores (2007) apontam como vantagens da bioconversado de residuos lignoceluldsicos: (a) a
grande disponibilidade e capacidade de renovacgdo; (b) a reducdo na utilizacdo de terras férteis,
potencialmente produtoras de alimentos, para monoculturas destinadas unicamente a producao
de energia; (c) a menor emissdo de gases potencialmente causadores do efeito estufa; e (d)

geracdo de trabalho e renda nas comunidades rurais.



1.2 Estrutura da celulose, xilana e enzimas responsaveis por sua degradagdo

Micro-organismos lignoceluloliticos convertem a biomassa vegetal por meio da producdo e
secrecdo de celulases, hemicelulases e ligninases. A celulose apresenta uma composi¢ao quimica
simples, formada por longos polimeros lineares de D-glicose, unidos por ligacdes glicosidicas B-1,4.
A estrutura fisica da celulose, entretanto, é bastante complexa, pois cadeias paralelas se agrupam
por meio de numerosas ligacdes de hidrogénio e forcas de van der Waals, formando microfibrilas
rigidas e insollveis. Estas microfibrilas, por sua vez, rednem-se em fibras de alto grau de
cristalinidade, entremeadas por regioes amorfas (revisto por Béguin & Aubert, 1994). Trés enzimas
atuam de forma sinergistica para a degradacdo da celulose: a) as endoglicanases (EC 3.2.1.4), que
clivam as ligacOes glicosidicas B-1,4 ao longo das cadeias de celulose, preferencialmente, em
regioes amorfas; b) as exoglicanses ou celobiohidrolases (EC 3.2.1.91), que liberam celobiose (um
dimero de D-glicose) das extremidades geradas pelas endoglicanases, particularmente nas regides
cristalina da celulose; e c) as beta-glicosidades (EC 3.2.1.21), que liberam D-glicose e pequenas
cadeias de oligossacarideos a partir de residuos de celobiose e celodextrina (revisto por Sanchéz,
2009).

Ao contrario da celulose, a xilana € um heteropolimero ramificado. Sua estrutura inclui
unidades de D-xilose, ligadas por liga¢cdes glicosidicas B-1,4, com ramificacdes de residuos de
arabinofuranose, acido glucorénico e acido ferulico. A degradacao da xilana ocorre principalmente
pela acdo de endoxilanases (EC 3.2.1.8), que clivam as ligacGes internas B-1,4, gerando
xilooligosacarideos que sdo degradados a residuos de xilose pelas beta-xilosidases (EC 3.2.1.37)

(revisto por Polizeli et al., 2005).



1.3. A regulagdo transcricional mediada pelo pH ambiental

A adaptacdo a alteracdes do ambiente é algo crucial a todo microrganismo. Isso pode
ocorrer pela variacdo do padrdao de expressdao de seus genes, desencadeando uma resposta
adaptativa nas vias metabdlicas intracelulares, ou pode se refletir na sintese de moléculas de
exportacdo capazes de modificar o meio ambiente circundante (Espeso et al., 1993). A forma mais
efetiva de se proteger as macromoléculas localizadas na membrana plasmatica, ou além, é garantir
gue a sua sintese ocorra apenas no pH apropriado ao seu funcionamento (Nahas et al., 1982; van
den Hombergh et al., 1996).

Diversos fungos filamentosos e leveduras tém a expressao de determinados genes regulada
pelo pH ambiente, em um mecanismo dependente do sistema PacC (revisto por Pefalva & Arst,
2004). Tal sistema foi inicialmente descrito para o ascomiceto Aspergillus nidulans, organismo no
qual essa via regulatéria tem sido amplamente estudada do ponto de vista bioquimico, genético e
molecular. PacC é uma proteina capaz de, em resposta a mudancas de pH do meio, ativar
diferencialmente genes que devam ser expressos, por exemplo, em ambiente bdsico e de reprimir
aqueles que devam ser expressos preferencialmente em condi¢des acidicas. O desencadeamento
de tal resposta é dependente de uma via de transdug¢do de sinal da qual participam os produtos
dos genes palA, palB, palC, palf, palH e pall. Um modelo proposto até 2009 para a ativacao de
PacC é mostrado na Figura 1.

Ao longo dos ultimos quinze anos diversos estudos tém procurado elucidar o papel
individual de cada componente dessa via de transduc¢do de sinal. Em A. nidulans, a proteina PacC
apresenta caracteristicas tipicas de fatores transcricionais. A regido de ligacdo ao DNA é formada
por trés dominios em “dedos-de-zinco” da classe Cys2His,, que reconhecem o motivo de ligacdo

consensual 5’-GCCARG-3'nos promotores dos genes alvo (Tilburn et al., 1995). Quando o fungo



cresce em condi¢cbes acidas, a proteina PacC assume, predominantemente, uma conformacdo
fechada que impede seu processamento proteolitico (Espeso et al., 2000). Sob condic¢des alcalinas,
PacC assume uma conformacdo “aberta”, sensivel a acdo de proteases. Segundo Diéz e
colaboradores (2002), a ativacdo funcional de PacC requer duas etapas de protedlise em sua regido
C-terminal (Figura 1). A primeira clivagem, dependente de pH alcalino, parece ser efetuada pelo
produto do gene palB, uma cisteina protease (Denison et al., 1995; Pefias et al., 2007). Evidéncias
mais recentes apontam o complexo do proteassoma 26S como o responsavel pelo segundo passo

de hidrdlise de PacC, que independe do pH no qual o fungo é cultivado (Hervas-Aguilar et al., 2007).
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Figura 1. Resumo da regulagdo pelo pH em A. nidulans. Sob condi¢des acidas, PacC é mantida em uma conformacdo fechada e
inacessivel a proteases. Em condi¢Oes alcalinas, o sinal de pH alcalino ambiente é transmitido a partir do complexo na
membrana plasmatica, por um processo que envolve, provavelmente, endocitose de PalH e/ou PallF com a participagdo de
PalC para o complexo de membranas endossomais, onde, PacC associado a PalA sofre protedlise por PalB, que remove a
por¢do C-terminal para formar PacC?®. PacC>® é acessivel a protease de processamento, quase certamente sendo o
proteassoma, que remove mais ~245 residuos de aminoacidos de uma forma pH-independente para formar o ativador PacC”.
Sob condigdes 4acidas, vestigios de PacC podem existir na conformacgdo aberta acessivel para a protease de processamento,
ignorando o requisito para o sinal de pH. (Adaptado de Pefialva & Arst, 2004)




Outros dados apontam ainda para a modulacdo da expressdao de pacC em resposta a
disponibilidade de fontes de fosfato e de carbono no meio de cultivo (Trevisan et al., 2011).
Alteracdes na concentracdo de fosfato inorganico e no pH também levaram ao aparecimento de
mais de uma forma do mRNA de palB por mecanismo de splicing alternativo. A manutencdo dos
introns | e /ou Il gera uma protease PalB provavelmente inativa. Como PacC ativo ocorreu nas
mesmas condi¢des nas quais PalB esta inativa, os autores levantam a probabilidade da existéncia
de uma via de ativacgdo alternativa. Contudo, ndo pode ser descartada a possibilidade de atividade
para PacC nao processado proteolicamente (Figura 1).

PalH é apontada como o sensor de membrana responsdvel pela percepcio do pH
extracelular alcalino, possivelmente em cooperacdo com Pall (Herranz et al., 2005). A fosforilacdo e
ubiquitinacdo da arrestina PalF, que é dependente de pH alcalino, leva a endocitose do complexo
PalF-PalH, transduzindo o sinal captado no nivel de membrana para os componentes internos da
via (Herranz et al., 2005). O papel de Pall ainda ndo esta totalmente elucidado, mas ha evidéncias
de que esta proteina auxilia na localizacdo de PalH na membrana plasmatica (Calcagno-Pizarelli et
al., 2007).

PalA e PalC s3ao proteinas que interagem com complexos multiprotéicos para o transporte
intracelular de vesiculas em direcdo ao corpo multivesicular (Negrete-Urtasun et al., 1997 e 1999;
Tilburn et al., 2005; Galindo et al., 2007). PalA faz a ligacdo entre PacC e esta via de trafego
intracelular. Tal dado é relevante, uma vez que Pends e colaboradores (2007); Galindo e
colaboradores (2007); e Rodriguez-Galan e colaboradores (2009) demonstraram ser provavel 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, evidéncias mais recentes mostraram que o processamento de PacC ocorreria

preferencialmente junto a membrana plasmatica da célula (Galindo et al., 2012). Mesmo associado



a proteinas de complexos multiprotéicos envolvidas no transporte intracelular de vesiculas, esse
processamento provavelmente ndo envolve a endocitose do complexo PalF-PalH. PalH
permaneceria como um sensor na membrana e PalF, ubiquitinilado, recrutaria as demais proteinas
envolvida no mecanismo que culmina na clivagem de PacC.

Homodlogos ao sistema PacC de A. nidulans ja foram caracterizados para os fungos
filamentosos Aspergillus niger (MacCabe et al., 1996), Penicillium chrysogenum (Suarez & Pefialva,
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
(Pocas-Fonseca et al., 2008) e no fungo polimdrfico Wangiella dermatitidis (Wang & Szaniszlo,
2009). Nesses micro-organismos, PacC tem sido relacionado a diferentes processos bioldgicos,
como a producdo de metabdlitos secundarios, 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 homdlogo a PacC esta envolvido,

respectivamente, na producdo/secrecdo de proteases; esporulacdo e meiose; e na patogenicidade.

1.4 O pH e a regulagao transcricional de enzimas do complexo lignocelulolitico

A producdo de enzimas envolvidas na degradacao da lignocelulose é regulada
principalmente no nivel transcricional (revisto por Aro et al., 2005). Entretanto, sdo poucos 0s
dados disponiveis a respeito do envolvimento da via PacC na regulacdo de genes que codificam

essas enzimas em resposta a alteragdes no pH. Uma correlagdo entre alteragGes de pH e a



producdao de hidrolases é bastante plausivel, uma vez que tais enzimas geralmente apresentam
limites restritos de pH para uma atividade étima.

O gene da beta-xilosidase xInD de A. nidulans apresenta, em sua regido promotora, sitios
para ligacdo de PacC. No entanto, Pérez-Gonzdlez e colaboradores (1998) ndo conseguiram
demonstrar que PacC atua de fato na regulagdo transcricional desse gene. Curiosamente, os genes
das endoxilanases x/nA e xInB deste mesmo fungo apresentam padrdes opostos de expressao: x/nA
é expresso exclusivamente em pH alcalino, enquanto xInB é expresso em condi¢des acidicas,
ambos regulados por PacC (MacCabe et al., 1998). Em Penicillium purpurogenum, a expressao dos
genes xynA e xynB é claramente regulada pelo pH, apesar da inexisténcia de sitios de ligacdo para
PacC no promotor de xynB (Chavez et al., 2002). Tanaka e colaboradores (2006) demonstraram que
o gene xynll de Aureobasidium pullulans tem sua expressdo aumentada em mais de 22 vezes

guando o fungo é crescido em pH alcalino.

1.5 A repressao por carbono

A disponibilidade de distintas fontes de carbono representa mais uma variavel ambiental a
qgual os micro-organismos devem se adaptar. Um dos mecanismos regulatdrios nesta adaptacdo é a
repressdo por carbono. Neste mecanismo, a presenca de fontes de carbono rapidamente
metabolizdveis, como D-glicose ou frutose, promove a repressdo da sintese 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 existéncia de tal mecanismo regulatério é
vantajosa na medida em que a fonte de carbono energeticamente mais favoravel é consumida, ndo
havendo gasto desnecessdrio de energia na sintese de enzimas que degradam substratos
complexos. Estes mesmos autores ressaltam que esse mecanismo regulatério 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 “repressdo por glicose” também é utilizado, embora se refira a um caso
especifico da repressao por carbono. Outra terminologia empregada para se referir a “repressao
por carbono” é “repressao catabdlica por carbono”, com a sigla CCR na lingua inglesa. Essa
segunda expressdo ndo estd necessariamente correta, uma vez que implica na participa¢do de
catabdlitos no mecanismo de repressdao, o que ainda nao é claro. Mesmo assim, a terminologia
CCR ainda é muito utilizada na literatura cientifica.

Em diversos fungos filamentosos, a repressdao por glicose é mediada por homdlogos da
proteina CreA/CREI (Dowzer & Kelly, 1989; Strauss et al., 1995; Takashima et al., 1998). CreA é um
fator transcricional cujo dominio de ligacdo ao DNA é composto por dois dominios em “dedos-de-
zinco”, também da classe Cys2His2, que reconhecem o motivo de ligacdo consensual 5’-SYGGRG-3’
em A. nidulans (Cubero & Scazzocchio, 1994). O sitio funcional de ligacdo para CreA/CRE1
geralmente consiste na presenca de pelo menos dois motivos 5'-SYGGRG-3’ espacados por alguns
pares de bases (Portnoy et al. 2011).

Os genes codificadores das glicosil hidrolases, que sdo enzimas fundamentais no
metabolismo de fontes alternativas de carbono, estdo entre os alvos da repressao por CreA (Mach
et al., 1996; Iimén et al, 1996; Orejas et al., 1999). Tal regulacdo pode ocorrer diretamente pela
ligacdo de CreA aos promotores de genes alvo e também pode ocorrer indiretamente pela
repressao de ativadores transcricionais, como XInR de A. nidulans (Tamayo et al., 2008). Ainda nao
foi proposto um modelo claro para o mecanismo de repressdao por carbono mediado por
homoélogos de CreA/CREI, mas ha indicios que apontam a fosforilagdo do fator como requisito para
sua atividade regulatdria(Cziferszky et al., 2003). Ha ainda indicios de auto-regulacdo transcricional
do fator em A. nidulans (Strauss et al., 1999), além do remodelamento de cromatina como possivel

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

O fungo termofilico H. grisea var thermoidea produz um conjunto de enzimas hidroliticas
gue apresenta uma vasta gama de atividades, que inclui, por exemplo: trealase (Zimmermann et
al., 1990), glicoamilase (Campos & Felix, 1995), celulases (Azevedo et al., 1990, Pocas-Fonseca et
al., 1997, Pocas-Fonseca et al., 2000; Nascimento et al., 2010) e xilanases (Da-Silva et al., 1994). Em
vista disso, H. grisea apresenta considerdvel potencial para bioconversao de residuos
agroindustriais (De-Paula et al., 2003; Rossi et al., 2007), também podendo ser empregado como
doador de genes para expressdo heterdloga de enzimas (De-Faria et al., 2002; Benoliel et al., 2010)
e para complementacao de coquetéis enzimaticos ja existentes (Takashima et al., 1999b).

Varios genes relacionados ao complexo hidrolitico de H. grisea ja foram clonados e
caracterizados molecularmente: cbh1.1 (Azevedo et al., 1990), cbh1.2 (Pogas-Fonseca et al., 1997),
egll (Takashima et al., 1996), egl2 (Takashima et al., 1997), eg/3 e egl4 (Takashima et al., 1999a),
xyn1 (lkura et al., 1997), xyn2 (De-Faria et al., 2002) e bgl4 (Takashima et al., 1999b). No entanto,
apesar do potencial biotecnoldgico de H. grisea, pouco se sabe sobre a regulacdo da expressdo
génica neste fungo.

Muitos esfor¢os tém sido direcionados visando o melhoramento de micro-organismos para
maior producdo de enzimas (revisto por Elkins et al.,, 2010). No entanto, a pesquisa sobre
mecanismos bioldgicos “basicos”, como a regulacdo da expressao de genes e da producdo de
enzimas lignoceluloliticas, tem, muitas vezes, sido negligenciada em prol de abordagens
experimentais, em principio, mais diretamente “aplicdveis” na escala produtiva. Tal visdo tem
levado a gargalos insollveis ha vdrios anos, como o insucesso em se obter uma maior produgao
e/ou atividade enzimatica pelo mero aumento do nimero de cdpias de um determinado gene,

bem como a sobrecarga do aparato de secrecdo protéica (Azevedo & Pocas-Fonseca, 2002).
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A identificacdo e caracterizacdo de novos elementos que atuem em cis ou em trans na
regulacao da fungdo promotora em genes de celulases e xilanases sdo imprescindiveis para uma
compreensao refinada dos mecanismos de expressao diferencial de genes ao longo do processo de
hidrdlise da lignocelulose. Estudos sobre mecanismos que regulam a transcricdo de genes de
interesse industrial contribuem para o desenvolvimento de estratégias visando uma maior
producdo de enzimas especificas e uma otimizacdo de bioprocessos ja estabelecidos. Além disso,
tais estudos impulsionam o desenvolvimento de novas estratégias para a expressao heterdloga de
hidrolases e de outras proteinas de interesse industrial, como a engenharia de promotores fortes
com diferentes elementos regulatérios induziveis.

Neste contexto, o sistema celulolitico de H. grisea se torna um modelo bastante atraente
para estudos da regulacdo da expressdao génica, uma vez que diferentes varidveis, como fonte de
carbono, nitrogénio, temperatura, osmolaridade e, até mesmo, a estrutura fisica do substrato na
natureza, parecem influenciar tal processo. A regulacdo transcricional mediada pelo pH necessita
ser profundamente investigada, face a sua importancia em outros fungos e face a evidéncias
experimentais de nosso grupo de pesquisa, que apontam sua ocorréncia em H. grisea. Nossos
experimentos, por exemplo, mostraram perfil protéico diferencial em pHs variados e a
identificacdo de um fragmento genémico homdlogo a pacC (Pogas-Fonseca et al., 2009).

Este trabalho representa um aprimoramento nos estudos de regulacdao da expressao génica
de glicosil hidrolases do fungo termofilico H. grisea, objeto de estudo de nosso grupo de pesquisa

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

Investigar o mecanismo de regulacdo transcricional mediado pelo pH ambiental em H.
grisea var. thermoidea, com énfase em seu papel na expressao de genes codificadores de glicosil

hidrolases e em uma possivel relacdo deste sistema regulatério com a repressao por carbono.

2.2 Metas propostas

1. Clonagem e caracterizacao do gene homadlogo a pacC de H. grisea;

2. Analise dos perfis de expressao de pacC, creA e de genes de glicosil hidrolases em resposta

a alteragdes no pH do meio de cultivo e na presenca de diferentes fontes de carbono;

3. Anadlise estrutural das regides regulatérias de diferentes genes de glicosil hidrolases:

investigacao in silico de possiveis elementos regulatérios;

4. Producdo heterdloga em Escherichia coli das regides correspondentes aos dominios de
ligacdo ao DNA das proteinas PacC e CreA para experimentos de interacdo DNA-proteina

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

5. Integracdo dos dados obtidos na proposicdo de um modelo regulatdrio para a expressao de

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

O fungo H. grisea foi rotineiramente mantido em cultura e esporulando, em meio semi-
sélido contendo flocos de aveia (Quaker) 4% (p/v) a 42 °C. Para inducio enzimética, 10°
esporos/mL foram inoculados por 24 h (42 °C/120 RPM) em 50 mL de meio minimo de Pontecorvo
(MM) (Pontecorvo et al., 1953), pH 6.8 (ndo 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 entdo filtrado, lavado com agua destilada estéril e transferido para nova aliquota de 50 mL de
MM, suplementado com GLI 1% (p/v) ou bagago de cana-de-aglcar explodido a vapor (BCA) 0,1%
(p/v) como Unicas fontes de carbono. O valor de pH do meio de cultivo foi ajustado para 5,0 ou 8,0
(tamponamento com citrato de sédio 100 mM). As culturas foram incubadas por 0,5, 2, 6, e 18 h
(42 °C/120 RPM).

Para o ensaio de mudanca de ambiente acidico 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 entdo
transferido para outra aliquota de 50 mL de MM com GLI 1% (p/v) ou BCA 0,1% (p/v) e entdo
incubado por mais 2 h (42 °C/120 RPM). Para cada condicdo de cultivo e periodo de incubacdo, o
micélio foi coletado para extracio de RNA e determinacdo 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 concentracdo de proteinas nos sobrenadantes foi estimada pelo método de
Bradford (1976), utilizando-se albumina sérica bovina (BSA) como padrdo. Acido tricloroacético

(TCA) foi adicionado a 1,0 mL de cada sobrenadante para uma concentrac¢do 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 pL de tampdo de amostra 1X (Tris-HCl a 100 mM, SDS 2% (p/v), RB-
mercaptoetanol 2% (p/v), glicerol 2% (v/v), pH 6,8) e submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida desnaturante 12% (SDS-PAGE). Nenhuma variagdo 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 gendmica
previamente construida no sistema Lambda DASH Il (Stratagene). Um fragmento adicional de 630
pb, correspondente a regido 5' ndo 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

genOdmico como molde e os oligonucleotideos reversos descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados neste trabalho.

Numero de Sequéncia (5' - 2’;‘)b
Gene  acesso no Aplicagdo r R
GenBank

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

chh1.2 (U50594.1) PCR em tempo real CTCATGGCCAACCAGAACA CGCTGTTGATACCGCACTC
Amplificagdo do 5' UP  GTCTAGACAGGCACATCCAAGAAACC TTCTAGACTTGAAAGACTGCTGCTGAG

egll (D63516.1) PCR em tempo real AGTACGGCGTCACCACCAAC GTGGAGCATCTCATAGCGGC
Amplificagdo do 5' UP  TTCTAGAATTCGGTTCGTCAACGTC GICTAGAGGTTGTTTGAGCTGGTGCG
PCR em tempo real AGAACGGCAAGGTTGGACTG TCCTGGAGGTGGTTGAGCAT

egl2 (D84470.1) Amplificagdo do 5' UP  CTCTAGATGCTCCCAACTCTTCTTCCT gT—CTAGAGGTAATAGTGTTCAAGGGGAA

eql3 (AB003107.1) PCR em tempo real ATGGGCTGTGAACGACGACT GGACCGGATGTGAAGGTGAG
Amplificagdo do 5' UP  TTCTAGACAGCTCGTTTGGAAACCTCT  ATCTAGACTTGATCGGAGTTGAGACG

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

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

o (AB001030.1) PCR em tempo real GCGTCTTTGGCACCGACTAC GTCCGTCTTGGCTTGGTTGT
Amplificagdo do 5' UP  GTCTAGATCCCTCAATAGCCAGATGCT  TICTAGACCTGTCTTTGTTGCTGTTGT

TGAGTCTGCTGCTGGGTCT e

SON-PCR TGAGTCTGCTGGCCTTGAG
PCR em tempo real TTGACCTGCCAGTGGAACA CGCACTTGTGAGGCTTGAG

pacC  (EU684545.1) Clonagem do DBD GGATCCACTCCCTCGACTGGTGCTC CTCGAGGGTAGGCGGCGCTGAGAG

Amplificagdo do 5' UP
EMSA (sonda 1)°

CTCTAGATTTGCATCTGTTGGAGGAA

TGCGGGAAGTTCCGACATCTAGAC

CCCTCAGCCCCACGCGTCTTGGCCCCACG TGTGCGTGCGGGGCCGTGGGGCCAAGAC
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GCCCCGCACGCACA GCGTGGGGCTGAGGG

EMSA (sonda 2)° GAGAAGGGCCCCAGGGAAGGTT AACCTTCCCTGGGGCCCTTCTC
a CCAAGAACTCTTGGCCTTGGCGCGCCTTT CAAAGGCGCGCCAAGGCCAAGAGTTCTT
EMSA (sonda 3) G GG
EMSA (sonda 4)3 GCACCGGCCAAGTCTCCGTTTCTCCTCGACGGGAATGCCAAGGACGGTCGAGGAGAAA
CGTCCTTGGCATTCCC CGGAGACTTGGCCGGTGC
PCR em tempo real TCTGTCGTCACCCAACGTC ATAAGGGGCACGGCTGTAA
cred (AB003106.1) DBD cloning GGATCCTCGGCGTCGTCCGAGCAG GTCGACTGCTGGTGATGGCCCTTGTG
Amplificagdo do 5' UP TCTAGATGGCCATAATCAACGGAGAC TCTAGATGATCGCCCTCCCGGAT
EMSA (sonda 5)a AACCTGCCCTGGCCAGCCCA TGGGCTGGCCAGGGCAGGTT
act (AB003111.1) PCR em tempo real TGCCCATCTACGAGGGTTT CGCTCAGCAAGGATCTTCA

® Os oligonucleotideos F utilizados para EMSA foram sintetizados com e sem a marca¢do fluorescente 5'-FAM. ® As regioes
sublinhadas indicam a introdugdo de sitios de restricdo enzimatica.

3.3 Extracdo de RNA, transcri¢do reversa e analise por PCR em tempo real

Os micélios coletados foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido e
armazenados a -80 °C até o momento da extracdo. Cerca de 100 mg de cada amostra de micélio
congelado foram macerados na presenca de nitrogénio liquido com a utilizacdo de almofariz e
pistilo até a obtencdao de um pd fino. O RNA das amostras foi extraido pela utilizacdo do reagente
Trizol (Invitrogen) e a sintese do cDNA foi realizada com 2 pug de RNA total tratado com DNase |
(Promega) e com a enzima SuperScript Ill (Invitrogen), de acordo com as recomendacbes do
fabricante. As PCRs em tempo real foram realizadas no aparelho 7500 Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems). As reacoes de amplificacdo foram feitas em volume final 10 uL, contendo 0,2
UM de cada oligonucleotidio, 5 pL do Fast SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) e 2 uL do
molde de cDNA (em diluicdo 1:3). Os oligonucleotideos empregados na analise 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. Reagdes sem cDNA funcionaram com controles
negativos. A especificidade dos produtos de PCR foi confirmada pela anadlise da curva de
dissociacdo de cada produto de amplificacdo. A andlise da expressdo relativa foi realizada pelo

—AAct

método do 2 (Livak & Schmittgen, 2001), empregando-se o gene da actina (act) como controle
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interno constitutivo. Os dados foram apresentados como indices de mudanca nos valores de
expressao (fold change) para cada gene. A andlise de variancia (ANOVA) de uma via seguido do
pos-teste de Tukey foram utilizados para identificar diferencas significativas entre os grupos
experimentais. A distribuicdo normal do conjunto de dados foi comprovada pelo teste de Shapiro-

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

3.4 Andlise in silico das regioes 5' UP

A procura por possiveis elementos de ligacdo em cis nas regides 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 andlise restringiu-se a busca das seqléncias

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

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

3.5 Produgao das proteinas de fusdo

A producdo dos dominios de dedos-de-zinco das proteinas PacC e CreA fusionados a
glutationa S-transferase (GST) foi inicialmente realizada pela amplificacdo das regides codificadoras
dos dominios de ligacdo ao DNA (DLD) de pacC e creA, com subseqliente clonagem no vetor
PGEM-T (Promega). As PCRs foram realizadas a partir de moldes de cDNA, empregando-se a
preparacdo enzimadtica Platinum Tag DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen) e os
oligonucleotideos listados na Tabela 1. Os fragmentos Bam HI/Xho | (391 pb) de pacC e Bam Hi/Sal

| (254 pb) de creA foram subclonados no vetor de expressdao pGEX-4T2 (GE Healthcare). Os vetores
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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-agar
(peptona de caseina 1% (p/v), extrato de levedura 0,5% (p/v), NaCl 1% (p/v), agar bacterioldgico
1,4% (p/v) e pH 7,0) com 100 pg/mL de ampicilina. Os clones transformantes foram crescidos em
30 mL de meio LB com 100 pg/mL de ampicilina até ODggo = 0,5 (37°C, 200 RPM). As culturas foram
entdo transferidas para 300 mL do mesmo meio LB, novamente crescidas até ODgy = 0,5 (37°C, 200
RPM) e, entdo, induzidas por IPTG 1 mM por 3h, a 37°C sob constante agitacdo (200 RPM). As
proteinas recombinantes GST::PACC®1% e GST::CreA® ) foram purificadas nas colunas de
afinidade GSTrap FF (GE Healthcare), conforme instrucbes do fabricante. A concentracdo das

proteinas foi estimada pelo método de Bradford (1976).

3.6 Ensaio de pull-down para DNA

As sequéncias de DNA gendmico correspondentes as regides 5' UP dos genes em estudo
foram amplificadas com a Platinum Taqg DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen) e com os
oligonucleotideos listados na Tabela 1. Os produtos de amplificacdo foram purificados com o GFX
PCR and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare). As reacGes de ligacdo foram realizadas a
temperatura ambiente, por 30 min, com 2 ug de cada fragmento de DNA e 5 pg de GST::PACC (81-210)
ou GST::CreAP¥ 3% em uma mistura consistindo de KCl 0,1 M, ZnClI2 2,5 uM, espermidina 4 mM e 2
ug de poli [d(I-C)]. As reacdes de ligacdo foram, entdo, incubadas com 10 pL da matriz glutationa-
sefarose 4B (Amersham Biosciences) por mais 30 min a temperatura ambiente, seguindo-se trés
lavagens com PBS (500 x g, temperatura ambiente). Os materiais precipitados e sobrenadantes
obtidos apds a ultima lavagem foram submetidos a um tratamento a 65 °C por 1 h com proteinase

K (PK) (100 pg/mL) em 100 pL do tampdo PK 1X (Tris-HCI 10 mM, pH 7,8, EDTA 5 mM e SDS 0,5%
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(p/v)). As proteinas foram extraidas por tratamento com fenol/cloroférmio 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 ug de GST

purificada no lugar das proteinas de fusao.

3.7 Ensaio de retardo de mobilidade eletroforética (EMSA) — versao |

Sondas consistindo de fragmentos de DNA fita dupla foram obtidas pelo anelamento de
oligonucleotideos sintéticos marcados com fluorescéncia (FAM) com suas seqliéncias
complementares (Tabela 1). 500 ng de cada oligonucleotideo foram aquecidos a 95°C por 5 min
em 30 plL do tampdo de anelamento 1X (0,2 M Tris-HCI, pH 7,7) e vagarosamente resfriadas até
atingirem a temperatura ambiente. A formacdao dos complexos DNA-proteina foi realizada pela
incubacdo das proteinas de fusdao com 30 ng da sonda (20 min, temperatura ambiente) em uma
mistura consistindo de KCl a 0,1 M, ZnCl 2 a 2,5 uM, espermidina 4 mM e 1 pg de poli [d(I-C)] em
um volume final de 20 pL. Para os ensaios de competicao, sondas ndo marcadas (tipo selvagem e
versdoes mutadas) foram empregadas em excesso molar de 100 e 200X. A formacdao 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 ndao desnaturantes 8% ou 15%. Os géis foram documentados e analisados no

equipamento Typhoon 9210 (GE Healthcare).
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4. Resultados e Discussao
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4.1 Analise da seqiiéncia de pacC

Experimentos de Southern blot anteriormente realizados em nosso grupo, empregando-se
sonda homodloga, mostraram que pacC ocorre em copia Unica no genoma do fungo (dados nao
mostrados). A analise comparativa de seqliéncias gendmicas e de cDNA do gene pacC de H. grisea
revelou a existéncia de fase aberta de leitura (ORF) de 2111 pb, que contém dois introns (98 e 93
pb) (Figura 2a). Esta ORF codifica um polipeptideo predito de 639 residuos de aminoacidos, o que
daria origem a uma proteina de aproximadamente 67,5 kDa.

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

a identificacdo, na seqiiéncia de residuos de aminodcidos deduzida de PacC, de trés distintos
motivos do tipo Cys2His2 (residuos 99 a 124, 135 a 159 e 165 a 187, Figura 2a), denominados
“dedos-de-zinco” (Evans & Hollenberg, 1988). Dominios do tipo “dedo-de-zinco” sdo estruturas
freqlientemente presentes em fatores transcricionais, constituindo um dominio de ligacdo ao DNA
(DLD). Estas estruturas sdo geralmente compostas por 25 a 30 residuos de aminodcidos e contém
duas cisteinas e duas histidinas posicionadas nas extremidades, de modo a fazerem a coordenacdo
tetraédrica de um atomo de zinco (Figura 3a e 3b) (Berg, 1988). J&4 a andlise por meio da

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

glutamina (residuos 44 a 63) (Figura 2a). Regides ricas em glutamina estdo presentes em fatores de
transcricao de diversos organismos e sdao dominios que possuem papel fundamental na ativagdo
transcricional (Gerber et al., 1994).

A realizacdo de alinhamentos multiplos de seqiiéncia indicou que a proteina predita de H.
grisea mostrou considerdvel similaridade com homologos 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
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al., 1996) e Aspergillus nidulans (60,1 %) (Tilburn et al., 1995). Conforme esperado, o DLD é a
regiao 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 homdlogos de PacC e que, em A. nidulans, inclui em si um sinal de localizacado
nuclear (KKHVKT), cujas duas primeiras lisinas sdo essenciais para enderecamento da proteina para
o nucleo (Fernandéz-Martinez et al., 2003).

Outras regides de interesse aparecem bastante conservadas entre os homédlogos de PacC
em H. grisea e A. nidulans. A primeira é uma regido compreendida entre os residuos 496 e 521
(Figura 2a). Denominada signaling protease box em A. nidulans, essa é a regido envolvida na
primeira clivagem proteolitica de PacC, com especial destaque para o residuo de leucina na posicao
498 (conservada como Leu-516 em H. grisea), cuja substituicdo por serina impede o
processamento do fator transcricional (Diéz et al., 2002). Flanqueando esta regido, pudemos
observar a presenca de dois movivos YPSL (posicGes 483-486 e 632-635), que correspondem
diretamente as regides YPRL e YPTL nas posi¢Oes 455 e 662 em A. nidulans. Estes dois motivos sdo
encontrados em todos os homodlogos de PacC (consenso YPXL/I) e, em A. nidulans, sdo
especificamente reconhecidos por PalA que recruta PacC formando um complexo protéico junto
com PalB e PalC, culminando na primeira clivagem e na remog¢do de ~180 residuos de aminoacidos
da porc¢do C-terminal da proteina (Vicent et al., 2003).

Tomados em conjunto, esses dados comparativos indicam fortemente que a proteina de H.
grisea provavelmente ndo sé reconhece e é capaz de se ligar a seqliéncia consenso 5'-GCCARG-3’
(Espeso et. al.,, 1997), como também poderia compartilhar do mesmo mecanismo de

processamento com seu homadlogo em A. nidulans.
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a

gttgggagctctcccatatggtcgacctgcaggcgtgcecgcactagtgatttgcatctgttggaggaactggt
cttctcccectttttgecatctectgtgtgegtcactttgcaccggeccaaagtgtgcagaatcaccgecaga
aatccagacgcaaacgcgaaactgtcttccgagtcttgcaccggccaagtctecegtttectectecgaccgtece
ttggcattccecgttttttgagcgeccgagectcectgcaccgteccgagectecccaagaactecttggecttggegeg
cctttggcaagcagccattgaagttctgggcgaagtcttgggagaagggccccagggaaggtttgcagecaca
gccaatcagactctgacaacctgacgctgagtcagccgaccaatcacgtecgecttgecctcagecccacgegt
cttggccccacggccceccgcacgcacacacaaaaacccctcacgtgaaacccacgtgatttttttetetttet
tcctctcacggaactttececgecttettecectcaccaccgactttttaccgactttttecccgaacatcaccce
M S E L
accacaccgcccgactgccaagccaagcgaagccaagcacgtgacgtgatcacg ATG TCG GAA CTT
P A D Q G Q A A Q A S A P A T N D N
CCC GCA GAC CAA GGC CAA GCC GCC CAG GCT TCG GCG CCG GCG ACC AAT GAC AAT
G A A A P N A T T T N Y A S T Y% A S
GGC GCT GCT GCC CCG AAT GCC ACG ACG ACC AAC GTC GCC TCG ACG GTT GCG TCG
T T A Q G Q Q 1 Q Q A Q Q 1 Q Q Q 1
ACG ACC GCT CAA GGC CAG CAG ACT CAA CAG GCC CAG CAG ACC CAG CAG CAG ACT
Q Q \Y% Q Q A \Y% A T S A S P \Y% T A S T
CAG CAG GTC CAG CAG GCC GTC GCG ACG TCG GCA TCT CCC GTC ACT GCA TCC ACC
D A T P T P S T G A P T S T S S T G
GAT GCC ACT CCG ACT CCC TCG ACT GGT GCT CCC ACC AGC ACC TCC AGC ACC GGT

4 » =~ % L I C R W E D C R E S F V 8

CAG GAT GAG GGT CTG ATC TGC CGC TGG GAG GAC TGC CGC GAA TCT TTC GTC TCT

GCC GAG GCT CTC TAC gtaagtcgctgacaatcatggcgactgaacattttttgctttgacctttgce
E H L C E R
aacccaactttcatttccgacgaagacactgactctttgctctccag GAG CAT CTT TGT GAG CGC
B v ¢ R XK s T N N L Q
CAT GTT GGT CGC AAG AGC ACC AAC AAC CTG CAG TTG ACC TGC CAG TGG AAC AAC
'C R T T T vV K R D H I T S§ H I R V H
TGC CGC ACC ACC ACC GTC AAG CGT GAC CAC ATC ACC TCC CAC ATC CGC GTG CAT
v P L K P
GTG CCC CTC AAG CCT CAC AAG TGC GAC AAC TGC GGC AAG AGC TTC AAG CGC CCT
D ~ > D P N S M A
CAA GAC TTG AAG AAG CAC ATC AAG ACC CAT GCA GAT GAC CCC AAC AGC ATG GCT
A R A H H D P N A A L S A A Y R P A
GCT CGC GCC CAT CAC GAC CCC AAC GCC GCT CTC AGC GCC GCC TAC CGC CCG GCT
p G p R
CCC GGC CCG AGG C gtaagttttttcttttctccctttgtcatttcgttttcccactttecttttette
p p T G F Y N Q
ccttccgtcacggtaaatcaatttgctaacttctgtcag CC CCC ACT GGC TTC TAC AAC CAG
N P G A A P F H P Q G P T G Y Y A A
AAC CCC GGC GCC GCG CCC TTC CAT CCT CAA GGT CCG ACC GGC TAC TAT GCC GCT
P p G A p v Y S G A v Y Y p Q Q A p
CCG CCG GGC GCC CCG GTC TAC AGC GGT GCC GTT TAC TAC CCG CAG CAG GCT cCccC
Q M G A P R A D Y G H Q A H M G H Q
CAG ATG GGT GCC CCC CGT GCC GAT TAT GGC CAC CAA GCC CAT ATG GGC CAT CAA
p A G S A F A D A R K R D I D N L N
CCT GCC GGA AGT GCG TTC GCC GAT GCC CGC AAA CGC GAC ATT GAC AAC TTG AAT
E W F G S v K R A Q I D p R S Y S Q
GAG TGG TTC GGT AGT GTT AAG CGA GCC CAG ATT GAT CCC CGT TCC TAT TCC CAA
I G R S L M P L H S A Y S F H A G G
ATC GGT CGA TCC CTG ATG CCC CTG CAC TCG GCC GTC AGC TTC CAC GCT GGC GGT
G L A A E Y I Q p p H T L A G N T N
GGT CTG GCC GCT GAA TAC ATC CAG CCT CCG CAC ACA CTG GCT GGC AAC ACC AAT
P L T Q H Y S L P P M P N Y R T K E
CCG CTT ACC CAG CAT TAC TCG CTT CCC CCG ATG CCG AAT GTG CGT ACC AAG GAG

-559
-487
-415
-343
-271
-199
-127
-55
4

12
22
66
40
120
58
174
76
228
94
282
112
336
117
402
123
467
141
521
159
575
177
629
195
683
213
737
217
804
225
866
243
920
261
974
279
1028
297
1082
315
1136
333
1190
351
1244
369
1298
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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 4 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 4 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 \ S A A Q \4 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 Vv s e » 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 \Y% 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 \4 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 % \ 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 |HEEE ¢ 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 gaagaactcaacaggtcgtggcagtcggggttctatgggttttacaactggtataacgggtatageg 2178
gttaacgggtttacggggttgatgggatggatgggtttgggatgggaaaaaaaaggaaatgacaacatggac 2250
gggaaatgaggactttgtttcgtcatggctttcagatggctcatggctgggttgatattttctttecggegtt 2322
gtcttttattattccttgtttgagtttctacctacggggtgttgataccttaccttgcaacatgtctgagtt 2394
gagaggaccgagctggcggttttctttegtttttecctgtctgegetcteecgttecteecgttctecgttatett 2466
ccagttcgttcggttgtcggtttgttgtececgtctgettttgegetecgeccecgeccttgggatgecgatccatte 2538
atggattttcctttttccttcaagaggaagaaacactctccttgecgacgecgaagtggggcaggcattgaace 2610
ggactggactggaagctggacgcatgtccttccagcagecgggaacgttgagagcagcacgattatacatgga 2682
tcatgagcacgcctggcggtagatcatgggcatggaaatgcaaatgcaaatgcaaatggaaatgaaacccga 2754
tttgatttgaacctcgtgtgcttcctatcatcatcatctccatggtgaggtaatatcgtaatgtccecctaag 2826
tacggacgtaggaggtacctggaccggacctactacgcgtacttaatcctcecctcccteccgecceecgteccatt 2898
acac 2902

b

TT w

1 100 200 00 oy L] =]

Figura 2. Sequliéncia do gene pacC de H. grisea. (a) A ORF predita de 2111pb é interrompida pela presenga de dois introns. As
seqliéncias ndo-codantes estdo representadas em letra minuscula. Em amarelo, estd destacada a regido rica em glutamina,
referente a possivel regido de ativagdo transcricional. Em azul, estdo destacados os possiveis motivos “dedos-de-zinco”, formando o
dominio de ligagdo ao DNA. Em verde, o signaling protease box, onde ocorre possivel clivagem proteolitica por um homélogo de
PalB. Flanqueando esta regido, ha dois motivos YPSL (em laranja), passiveis de reconhecimento por um homdlogo de PalA. A
seqliéncia de nucleotideos foi depositada no GenBank com o nimero de acesso EU684545.1. As posi¢des sao relativas ao cédon de
iniciagdo da tradugdo (ATG). (b) Representagdo esquematica de PacC de H. grisea. DAT: dominio de ativa¢do transcricional, ZF1-3:
motivos em “dedos-de-zinco”, SPB: signaling protease box. Os asteriscos indicam os motivos YPSL.

26



a

dedo 1
PacC(H.gri) VQOAVATSASPVTASTDATPTPSTGAPTSTSSTGODEGLICRWEDCRESFVSAEALYEHL] 120
PacC(A.nid) SVTATAAAATAAVRSPQANGNAASPVAPASSTSRPAEHLTCMWQGCSEKLPTPESLYEHV 97
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Figura 3. (a) Similaridade da regido correspondente ao DLD de PacC em
H.grisea e A. nidulans (residuos 99 a 187). H.gri: Humicola grisea, A.nid:
Aspergillus nidulans. SLN: sinal de localizagdo nuclear. Os residuos de
aminodcidos idénticos sdo representadas por "*", as substituigdes
conservativas sao representadas por ":" e as substituicdes semi-conservativas
sdo representadas por ".". (b) Dlagrama estrutural do motivo Cys2His2,
formando um motivo do tipo “dedo-de-zinco” (adaptado de Berg, 1988).

4.2 Perfis de expressao dos genes de hidrolases e de fatores transcricionais

Apesar do grande potencial biotecnolégico de H. grisea, pouco ainda se sabe a respeito dos
mecanismos que regulam a expressdo de seus genes codificadores de enzimas hidroliticas. Em
trabalho anterior, Pogas-Fonseca e colaboradores (1997) mostraram que cbh1.1 e cbhl.2, que
codificam as duas celobiohidrolases de H. grisea, sdo sujeitos a inducdao por uma fonte de carbono
complexa (palha de cereal moido 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

27



relacionado com o controle da expressdao de uma endoglicanase (egl/1) e de cbh1.2 (exol). Neste
mesmo trabalho, a analise de acumulacdo dos transcritos de egl1 e cbh1.2 por Northern blotting
revelou que tais genes sao claramente mais expressos quando o fungo é crescido em celulose
microcristalina (Avicel). Por outro lado, quando apenas D-glicose estava disponivel como fonte de
carbono, tais genes foram reprimidos, ao passo que creA foi substancialmente mais expresso.

Em outro trabalho (Takashima et al., 1999c), a andlise 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 presenca de bagaco de cana-de-acucar, o mRNA de cbh1.1 apresenta
um pico de acumulacdo em 6 h. Esses estudos confirmam a influéncia que as fontes de carbono
tém na regulacdo transcricional em H. grisea e mostram que o sistema celulolitico do fungo
responde de forma diferencial, ao menos temporalmente, de acordo com a fonte de carbono
utilizada. No entanto, apesar de informacgbes Uteis terem sido obtidas, a andlise por Northern
blotting é menos sensivel que abordagens baseadas em PCR, portanto mRNAs produzidos em
periodos de inducdo anteriores aos analisados podem nao ter sido detectados.

Em nosso trabalho, os perfis de acumulacdo 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 condi¢des de pH do
meio de cultura (Tabela 2). A exposicdao do fungo ao bagaco de cana-de-agucar explodido a vapor
(BCA) como Unica fonte de carbono, quando em comparac¢do ao uso de D-glicose, resultou nos

maiores niveis de acumulagdo de transcritos para todos os genes de celulases e para o de xilanase.
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Tabela 2. Analise por PCR em tempo real, da acumulagdo dos transcritos de genes de glicosil hidrolases e fatores transcricionais de

H. grisea.
Gene Periodo de D-glicose Bagaco de cana-de-aglcar
cultivo (h) pH 5,0 pH 8,0 pH 5,0 pH 8,0
0,5 1,74 + 0,052 1,68 + 0,05° 16,27 £1,75 74,33 £9,90
2 1,82 + 0,602 1,80 + 0,02° 53,31+4,99 345 + 103,35
cbh1.1 6 2,16 +0,30° 2,00 + 0,05° 127 + 14,60 38,5 + 8,59
18 9,57 + 1,332 10,20 + 1,442 11,02 + 1,592 30,49 £4,72
0,5 3,64 0,512 3,58 0,252 3,34+0,622P 2,14 +0,10P
bh1.2 2 4,56 + 1,472 4,55 + 0,383 6,15 + 0,582 10553,92 +2,147,12
6 10,28 +0,51° 10,53 +0,82° 3297,59 + 328,56 5671,75 + 651,42
18 44,46 + 7,050 40,98 + 4,212 78,81 + 12,48 304,96 + 26,48
0,5 3,92+ 0’45a 3,49 + 0’233 18,04 + 1,22 0,52 + 0,04
eql1 2 1,89 £ 0,650 1,370,442 3,89 +0,50P 452,07 + 116,33
6 1,69 + 0,162 1,54 +0,20° 291,26 + 43,35 179,52 + 40,65°
18 4,13 + 1,002 4,39 +0,70° 13,32 + 3,382P 7,07 + 1,882
05 0,40 £ 0,062P 0,44 + 0,052 0,27 +0,022P 0,72 £0,10°
eql2 2 0,28 + 0,092 0,21 +0,022 0,22 + 0,012 23,37 £ 8,30
6 0,21+ 0’04a 0,18 + 0[06a 118,18 + 21,73 500,42 + 49,14
18 0,23 + 0,032 0,19 + 0,032 1,67 + 0,732 25,82 6,24
0,5 0,47 + 0,062 0,23+0,112 0,54 + 0,082 1,57 +0,48°
eql3 2 0,36 £ 0,092P 0,50 £ 0,012 0,18 £ 0,05° 23,55+7,34
6 0,21+ 0'033 0,19 + 0’043 5,38+1,02 10,41 +1,2
18 0,60 + 0,102 0,69 + 0,022 0,62 * 0,052 1,14 +0,23°
0,5 2,30 £ 0,382 0,04 +0,02P 2,37+ 0,342 0,01 +0,00P
eqld 2 3,01 £0,55 0,21 +0,01° 5,72 +0,21 0,78 + 0,22°
6 2,30 £ 0,142 0,14 + 0,072 3,60 +0,37 1,27 £ 0,552P
18 4,34+0,972P 1,69 + 0,302 5,07 +0,72P 0,27 £0,08
0,5 10,01 + 3’253 10,41 + 0’43a 38,07 £5,91 262,33 + 20,12
bgla 2 14,64 + 1,232 10,22 + 1,042 14,46 + 2,902 297,71+ 90,75
6 13,13 + 1,06° 12,09 + 0,452 35,36 £4,13 187,54 + 31,80
18 10,58 + 1,802 9,36 +0,19° 7,41 +1,07° 125,45+ 17,34
0,5 1,17 + 0’113 1,12 + 0’05a 3,27 £0,28 19,42 £ 2,13
»yn1 2 0,93 + 0,202 0,82 +0,01° 3,46 + 0,86 709,81 + 182,41
6 1,12 + 0’163 1,44 + 0’123 65,17 £ 6,04 255,36 £ 42,46
18 0,48 +0,07° 0,40 + 0,01° 3,23+0,23 9,43 +2,15
0,5 0,70 0,172 0,88 + 0,492 1,58 + 0,282 1,27 +0,15°
pace 2 1,49 + 0,352 1,39 +0,22° 1,30 + 0,082 1,00 +0,39°
6 1,10 + 0,072 1,81 +0,60° 0,99 + 0,162 1,37 +0,09°
18 0,76 +0,11° 1,38+0,11° 0,83 +0,12° 1,77 +0,22°
0,5 15,60 * 6,702 3,48 +1,57° 8,29 +1,57° 0,36 + 0,032
cren 2 30,3416,24 2,51+0,292P 5,31+ 1,142 1,45 +0,26°
6 95,43 +12,17 44,21 + 13,09 4,20 + 0[47a 6,10 + 1’203
18 18,65 + 4,99 4,06 £ 0,84 1,11 + 0,062 0,74 +0,24°

Os dados sdao apresentados como valores de fold change + erro padrdao da média de trés repeticdes, em comparagdo com os
valores de expressdo observados no periodo de cultivo de 0 h (fold change = 1). Letras iguais denotam que ndo houve diferenca

estatistica entre os dados comparados no mesmo periodo de incubagdo (P < 0,05).
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Tomando em consideragdo as condicdes de pH empregadas, um padrdo pbde ser
distinguido para sete dos oito genes de hidrolases analisados. cbh1.1, cbh1.2, egl1, egl2, egl3, bgl4
e xynl apresentaram um notdvel e paralelo aumento nos niveis de mRNA quando o fungo foi
crescido em BCA em pH 8,0. Nesta condicdo, a acumulagdo dos transcritos ndo foi apenas maior
como também alcangou niveis maximos mais precocemente do que em pH 5,0. Isso foi observado
como picos de acumulagdo em 2 h, excetuando-se egl2, com maximo alcancado em 6 h, e bg/4,
gue apresentou a resposta de inducdo mais rapida (0,5 h) e manteve um alto nivel de mRNA ao
longo das 18 h de cultivo. Quando D-glicose foi empregada como fonte de carbono, nenhuma
diferenca de acumulo foi observada para estes sete genes nos pHs 5,0 e 8,0. Contudo, um padrdo
divergente foi observado para egl4, cujo mensageiro preferencialmente acumulou em condi¢des
acidicas.

Esta andlise de expressdo dos genes de celulases e de xilanase de H. grisea reforca nao
apenas as propriedades indutoras do bagaco de cana-de-agucar, mas também fornece evidéncias
do mecanismo subjacente. O padrdo de acumulacdo de transcritos de glicosil hidrolases, que
atingem um pico maximo para depois decairem, ja foi reportado para outros fungos, tais como T.
reesei (Verbeke et al. 2009) e Polyporus arcularius (Ohnishi et al. 2007). Assim, a acumulagdo
tardia dos mRNAs observada nos estudos de Northern blotting com H. grisea anteriormente
poderia acontecer devido a sintese de novo. Essa suposicao corrobora uma refinada regulagao da
transcricao 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; Yagle et al. 1997). Futuras
analises no modelo de H. grisea, empregando-se compostos repressores da transcricdo e
traducdo, assim como a avaliagdo de tempos de cultivo mais longos, podem elucidar o papel da
estabilidade dos mMRNAs e a possibilidade da sintese de novo durante a producdo das hidrolases.

Diferencas na capacidade de inducdo da fonte de carbono empregada representam outra
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possibilidade que explica as diferencas nos padroes de expressdo dos genes de celulases
encontradas em nosso estudo. Diferentes respostas de inducdo para a expressdao de genes de
celulases e de xilanases ja foram descritas para T. reesei em razao da fonte de carbono utilizada
(Margolles-Clark et al., 1997). Em H. grisea, Pocas-Fonseca e colaboradores (2000) demonstraram
gque o emprego de varias fontes de carbono sollveis e insolliveis também resultaram em
diferentes padrdes de expressdao para cbhl.1 e cbhl.2. Enquanto o transcrito de cbhl.2 foi
detectado em todas as condi¢des utilizadas, cbh1.1 é induzido apenas em resposta a presenca de
fontes de carbono complexas e insoltveis, como o BCA.

Com a utilizacdo de Avicel como fonte de carbono (Takashima et al., 1999c), quatro genes
de endoglicanases (egl1, egl2, egl3 e egld) de H. grisea apresentaram um padrdo similar de
inducdo, em pH 7,0, com acumulagdo dos transcritos iniciando em 24 h e estendendo-se até 36 h.
No entanto, no presente trabalho, a utilizacdo de BCA (e pH alcalino) levou a um pico tardio dos
niveis de mRNA de egl2 (6 h), quando em comparacdo com os transcritos dos outros genes de
endoglicanases (2 h). Adicionalmente, é relevante notar que o trabalho conduzido por Takashima
e colaboradores (1999c) ndo avaliou a abundancia dos mRNAs em periodos posteriores a 36 h e,
portanto, a possibilidade de decaimento nos niveis dos transcritos em periodos subseqlientes de
cultivo ndo pode ser desconsiderada. Ja outro estudo de nosso grupo (De-Paula et al., 1999), como
mencionado anteriormente, mostra uma detec¢dao precoce do mRNA de cbhl.1 em 6 h, com
decaimento em 12 h, ndo ocorrendo detecgao nos tempos subseqlientes de cultivo. Assim como
De-Paula e colaboradores (1999), nés também utilizamos BCA como fonte de carbono e o padrao
observado para o transcrito de cbhl1.1 vai de encontro aos nossos resultados, embora apenas no
ambiente acidico (Tabela 2). No presente estudo, a indugdo de cbhl.1 foi antecipada em pH
alcalino; posteriormente, sera discutido o papel do pH do meio de cultivo na inducdo dos genes de

hidrolases .
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Diferencas nas cinéticas de sacarificacdo do substrato fornecem uma explicacdo razoavel
para o fato de BCA antecipar a resposta de expressao dos genes de hidrolases em H. grisea em
relacdo a Avicel. A taxa de hidrdlise enzimatica 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 degradacdo. Desta forma, o alto grau de cristalinidade da celulose encontrada
no Avicel presumivelmente torna a bioconversdao mais lenta e, conseqlientemente, a liberacdo de
produtos soluveis 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 regides de menor grau de critalinidade, estando,
assim, mais acessivel a degradacdo enzimatica. Adicionalmente, os pré-tratamentos impostos ao
bagaco de cana-de-aglcar, como a explosdo a vapor e a moagem em moinho de bolas,
provavelmente levaram a uma formacdo antecipada de oligossacarideos indutores de glicosil
hidrolases (Ramos, 2003). Além disso, independentemente da fonte de carbono complexa
empregada, a diminuicdo dos niveis de mRNA apds o maximo atingido parece ser devida ao rapido
consumo dos acgucares indutores formados ao longo do processo de hidrélise, como observado
por Verbeke e colaboradores (2009).

Dados a respeito do consumo de D-glicose, peso seco dos micélios e conteudo de proteinas
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 acimulo de massa miceliana (Figuras 4a e 4b). A D-glicose
produzida nas culturas com BCA ndo péde ser quantificada provavelmente devido ao seu rapido
consumo apos liberagdo a partir da lignocelulose (Figura 4a). A utilizacdo de BCA em pH 8,0 levou
a uma maior secrecdo de proteinas nos sobrenadantes de cultivo, com destaque para CBH1.2

(Figuras 4c e 5). Isso representa uma condi¢cdo de cultivo otimizada para H. grisea, visando a
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producdo de enzimas para aplicagGes biotecnoldgicas, especialmente aquelas que requerem pH
alcalino, como a formulagdo de detergentes, o branqueamento do papel e a sacarificacdo de
biomassa vegetal pré-tratada em ambiente alcalino (revisto por Horikoshi, 1999).

A concentracdo de D-glicose também foi medida depois das 24 h de pré-crescimento dos
micélios, antes da sua transferéncia para os meios de inducdo. Tal resultado indicou que todo o
carboidrato havia sido consumido ao longo dessas 24 h (dados ndo 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 (x 0,2). Essa alcalinizacdo do
meio de cultura por H. grisea ja havia sido reportada anteriormente por nosso grupo (De-Paula,

1999).
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Figura 4. Cultivo de H. grisea na presenca de 1% de glicose (GLI) ou 0,1% de bagaco de cana-de-agucar
(BCA) e em diferentes condigdes de pH. (a) consumo de glicose, (b) peso seco do micélio e (c) teor de
proteina total secretado para os sobrenadantes de cultura. As barras de erro indicam * desvio padrao
da média das trés repeticGes. Letras iguais denotam que nao houve diferenga estatistica entre os dados

comparados no mesmo periodo de incubagdo (P < 0,05)
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D-glicose BCA

pH 5,0 pH 8,0

CBH1.2

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, apds 0,5, 2, 6 e 18h de indugdo. A banda de proteina que se destaca corresponde a CBH1. 2 (50 KDa),
conforme identificada por De-Paula e colaboradores (2003).

Além dos genes codificadores das enzimas hidroliticas, também foram avaliados os perfis
de expressao dos genes relacionados aos fatores de transcrigdo PacC, que atua na regulagdo
mediada pelo pH, e CreA, mediador da repressdo por carbono (Tabela. 2). Ao longo das 18 h de
cultivo, ndo foi observada diferenca significativa na acumulacdo dos transcritos de pacC. A
literatura cientifica indica que o sistema PacC é auto-regulado em vdrios fungos (Tilburn et al.,
1995; MacCabe et al.,, 1996; Rollins and Dickman, 2001; You et al., 2007). Levando isso em
consideragdo, assim como o incremento nos valores de pH no periodo de 24 h do pré-crescimento
do micélio, inferimos que a transcricdo de pacC ja havia alcancado um estado de equilibrio antes
da transferéncia dos micélios para os meios de inducdo, o que poderia explicar a manutenc¢ao dos
niveis de mRNA ao longo das 18 h de cultivo. Por sua vez, os transcritos de creA acumularam na

presenca de D-glicose e ainda mais em ambiente acidico, com um pico em 6 h de cultivo.
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A manutencdo dos niveis de transcritos de pacC motivou a investigacdo do perfil de
expressdo deste gene durante a mudanga de pH do meio (Figura 6a). Apds uma prévia incubagdo
na presenca 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 acuimulo em ambiente alcalino, corroborando o papel do pH ambiente em sua
regulacdo. Como essa maior acumulac¢do do transcrito ocorreu na presenca de BCA e como nao foi
observada diferenca de expressao quando glicose foi empregada, existe a possibilidade que a
repressao por carbono influencie a regulacao de pacC. O padrdo de acumulacdo do mRNA de creA
também foi avaliado neste ensaio (Figura 6b) e apresentou um padrao similar aquele 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 regulacdo da transcricdo nos genes de celulases e de xilanase em H. grisea. Nossos
dados indicam fortemente que H. grisea é sujeito a repressdo por glicose, como anteriormente
proposto (Takashima et al. 1998b; De-Paula et al. 1999). O padrdo oposto do perfil de transcricao
de creA em comparacdao com os demais genes indica que CreA seja o mediador do processo de

repressao por glicose.
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Figura 6. Analise por PCR em tempo real da acumulagdo dos transcritos de (a) pacCe
(b) creA apds a mudanga de pH 4acido para alcalino. Os micélios de H. grisea foram
produzidos pela incubagdo 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
aliquotas 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 s3o apresentados em
comparacdo com os niveis de mRNA dos micélios cultivados por 24 h em meio
enriquecido de Pontecorvo (fold change = 1). As barras de erro indicam * erro
padrdo da média de trés repeti¢des. Letras iguais denotam que ndo houve diferenga
estatistica (P <0,05).
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Apesar de H. grisea estar sujeito a repressao por carbono, a utilizacdo de glicose como
fonte de carbono ndo levou a um completo estado de repressdo dos genes analisados, uma vez
gue todos os transcritos puderam ser detectados. Por outro lado, a falta de glicose, por si s6, ndo
foi suficiente para disparar a inducdo de glicosil hidrolases, com conseqliente acumulacdo de
mMRNAs. Isso é corroborado pelo fato de ndo haver diferencas entre os padrdes dos transcritos
quando o fungo foi cultivado em glicose com dois valores distintos de pH (Tabela 2).

Essas observacdes dao suporte a proposta de que, em H. grisea, indutores sejam
requeridos para ativar a transcricdao dos genes de glicosil hidrolases quando da auséncia de fonte
de carbono prontamente metabolizavel. Isso vai de encontro com o que ja é descrito para T. reesei
(revisto por Kubicek et al., 2009). Neste fungo, mesmo em condicdes de repressao, assume-se a
existéncia de um nivel basal de expressao de genes de celulases e hemicelulases (El-Gogary et al.
1989; Carle-Urioste et al. 1997). As enzimas resultantes dessa expressao basal podem dar inicio a
degradacdao de polissacarideos complexos, permitindo uma rdpida liberacdo de pequenas
guantidades de oligossacarideos indutores que vao impulsionar a biosintese de mais hidrolases.
Varios oligossacarideos tém sido propostos com candidatos a indutores, especialmente os
celooligossacarideos (revisto por Aro et al., 2005). A soforose, um dissacarideo potente indutor de
celulases (Hrmova et al. 1991; llmén 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 expressao de
cbh1.1 e cbh1.2 (Pogas-Fonseca et al., 2000). Como as beta-glicosidades podem atuar sobre a
celobiose, clivando-a e liberando glicose ou gerando soforose por transglicosilagdo, o produto do
gene bgl4 de H. grisea poderia ser importante para a manutencao dos niveis de concentragdo de
oligossacarideos, de maneira a promover a inducao de glicosil hidrolases dependendo da fonte de

carbono disponivel. Em nosso estudo, o perfil de transcricdo de bgl/4 da suporte a esta suposicao,
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uma vez que bgl4 apresentou a mais rapida resposta de inducdo e manteve seu alto patamar de
acumulagdo de mRNA ao longo de todo o periodo de cultivo (Tabela 2). O requerimento de beta-
glicosidases para a rapida inducdo do sistema celulolitico ja foi descrito anteriormente (Fowler &
Brown, 1992; Mach et al. 1995).

Ressalta-se ainda o acumulo alcangado pelo mRNA de cbh1.2 (Tabela 2), cujo produto ja foi
relatado como a principal proteina secretada por H. grisea sob condi¢des de indugdo para glicosil
hidrolases (BCA) (De-Paula et al. 2003). Isso torna o promotor de cbhl.2 interessante para
aplicagdes biotecnolégicas.

O pH do meio de cultura também foi relevante para o perfil de expressdo dos genes
estudados, especialmente o pH alcalino como adjuvante na presenca de uma fonte de carbono
complexa. Alguns exemplos da influéncia do pH na regulacdo da expressdo de hemicelulases estdo
disponiveis. A expressdo dos genes xynA e xynB de Penicillium purpurogenum é estritamente
condicionada a um pH neutro (Chavez et al.,, 2002). Em A. nidulans, xInA e xInB apresentam
padrdes opostos de expressdo: enquanto x/nA é expresso em pH alcalino, x/nB sé é expresso em
condicOes acidicas (McCabe et al., 1998). O transcrito de xynll de Aureobasidium pullulans atingiu
um acumulo 22 vezes maior em pH 8,0 do que em pH 2,7 (Tanaka et al., 2006). Extensivamente
estudada em A. nidulans, a regulacdo transcricional dependente do pH tem como principal
mediador o fator de transcricdao PacC (Tilburn et al. 1995). Embora o sistema PacC esteja
diretamente relacionado a regulacdao transcricional de algumas hemicelulases de A. nidulans
(MacCabe et al., 1998; Gielkens et al., 1999), nossos dados ainda ndo permitem fazer tal
associacao para as glicosil hidrolases de H. grisea. Partimos entdo para a andlise in silico do que é

conhecido das regides 5' ndo codificadoras a montante dos genes de interesse (5' UP).
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4.3 Analise in silico das regioes 5' UP

No intuito de se obter informacgdes adicionais sobre a regulacdo dos genes em estudo, foi
realizada uma varredura de possiveis sitios de ligagdo de PacC e de CreA nas regides 5' UP (Tabela.
3). A seqliéncia consenso de ligagdo 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
Unica excecdo. O motivo consensual 5'-SYGGRG-3', ao qual se liga CreA (Cubero & Scazzocchio,
1994), foi encontrado em todos os genes analisados, com excecdo de creA. De uma forma geral,
essa analise in silico reforga ndo sé a hipdtese de participacdo direta dos fatores PacC e CreA na
regulacdo dos genes codificadores das hidrolases, como também a auto-regulacdo de pacC (oito
motivos 5'-GCCARG-3' encontrados) e aponta ainda para uma possivel regulacdo cruzada entre os

dois fatores transcricionais.

Tabela 3. Possiveis sitios de ligagdao para PacC e CreA nas regides 5' UP dos genes de H. grisea.

Gene Tamanho conhecido da regido Sitios de ligagdo para PacC Sitios de ligagdo para CreA
5' UP (pb) 5'-GCCARG-3' 5'-SYGGRG-3'

cbhi.1 1618 4 12
cbhil.2 1158 3 8

egll 562 2 5

egl2 1277 1 2

egl3 607 - 4

egl4 849 1 6

bgl4 288 1 2

xynl 1020 2 7

pacC 630 8 4

creA 242 1 -

No entanto, é importante notar que a por¢dao conhecida das regides 5' UP empregadas na
analise variam muito em tamanho (de 242 a 1618 pb). Por isso, é possivel que nem todos os sitios
de ligacdo tenham sido detectados, especialmente nas seqiiéncias menores como creA (242 pb) e
bgl4 (288). Neste contexto, vale ressaltar que a porgao conhecida da regido 5' UP de eg/3 nao

apresenta possiveis motivos de ligacdo a PacC, embora a expressdo deste gene pareca ser
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influenciada pelo pH (Tabela 2).

4.4 Analise in vitro da ligacdo de PacC e CreA a elementos em cis

Ensaios de pull-down empregando-se os DLDs de PacC e CreA permitiram recuperacdo de
fragmentos de DNA correspondentes a varias regides 5' UP (Figura 7). O emprego da proteina
recombinante GST::CreA®¥ 3% resultou na recuperacdo de fragmentos dos promotores de todos os
genes de hidrolases, assim como de um fragmento correspondente a regidao regulatéria de pacC.
Essa interacdo in vitro de CreA com as regides regulatdrias dos genes em estudo, juntamente com a
presencga de varios motivos de ligagdo 5'-SYGGRG-3' em todas as essas sequéncias (Tabela 3),
sugerem o envolvimento direto de CreA na regulacdo de tais genes. Como esperado, a proteina
recombinante GST::CreA®¥ % n3o foi capaz de se ligar a um fragmento do promotor de seu
proprio gene, uma vez que nado foi identificado um motivo de ligacdo. No entanto, conforme
discutido anteriormente, a por¢ao conhecida da regido 5' UP de creA possui apenas 242 pb; assim,
a existéncia de possiveis motivos de ligacdo a CreA a montante desses 242 pb ndo pode ser
descartada. Esta hipdtese é plausivel, uma vez que em outros fungos, como A. nidulans e
Sclerotinia sclerotiorum, ha indicios de que CreA regule sua prépria expressao (Strauss et al., 1999;
Vautard-Mey & Fevre, 2003).

A utilizacdo de GST::PacC®?1) nos ensaios de pull-down também permitiu a recuperacao
de varios fragmentos de promotores dos genes de interesse, o que também reforca uma possivel
participacdo deste fator na regulacdo de sua expressdo. Nesta perspectiva, PacC atuaria como
ativador para a maioria dos genes de hidrolases de H. grisea e como um repressor para egl4.
Entretanto, duas excec¢bes foram observadas (creA e egl3, Figura 7). A analise da regido 5' UP de
creA revelou a presenca de um provavel sitio de ligacdo a PacC (5'-GCCAGG-3'). Contudo, o pull-

down do fragmento de promotor n3ao ocorreu. No caso de eg/3, o pull-down n3ao ocorreu em
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virtude da inexisténcia de motivos de ligagcdo a PacC. No entanto, os padrées de expressdo de creA
e egl3 foram claramente influenciadas pelo pH do meio de cultivo (Tabela 2). Desta forma, uma
potencial regulacdo mediada por PacC poderia ocorrer diretamente, por meio de elementos cis
ainda ndo descobertos, ou poderia ocorrer indiretamente, como resposta a acdo de outros
produtos génicos cuja expressdao seja influenciada por PacC. Uma terceira possibilidade, que
igualmente explica a falha na recuperacdo de fragmentos de promotores e que leva em
consideracao os perfis dos transcritos de creA e egl3, é a existéncia de um mecanismo de
regulacao relacionado ao pH, independente do fator PacC. Diferentemente de CreA, o DLD de PacC
é capaz de se ligar a regido 5' UP de seu préprio gene, corroborando uma possivel auto-regulacao.
As andlises de pull-down ndo indicam quais sdo os elementos em cis que interagem
diretamente com as proteinas de fusdo a GST. No entanto, mostram a capacidade de ligacdo ao
DNA dos DLD de PacC e CreA, o que foi confirmado pelo emprego de controles negativos com GST

purificada.
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Figura 7. (a)Ensaios de pull-down para ligagdo in vitro de PacC e CreA nas regiGes 5' UP de genes de H. grisea. As colunas estdo
indicadas como se segue: (l) input de DNA, antes do pull-down; (P) fragmentos de DNA recuperados dos precipitados apos o pull-
down; (S) fragmentos de DNA recuperados dos sobrenadantes. O tamanho dos fragmentos amplificados estd indicado a direita (b)
Diagrama dos promotores dos genes analisados com o posicionamento dos possiveis sitios de ligagdo.
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Com o objetivo de investigar mais aprofundadamente a proposicao de auto-regulacdo de
PacC, o envolvimento do mesmo na expressdao de creA e a possivel participacdo de CreA na
regulacdo de pacC, foram realizados ensaios de retardos de mobilidade eletroforética (EMSA). Tais
ensaios visaram a deteccdo de complexos DNA-proteina entre os fragmentos de DNA dupla fita
marcada com fluorescéncia (sonda) e as proteinas de fusdo GST::PacC®21% g GST::CreA 139,

Empregando-se sondas que correspondem a fragmentos da regido 5' UP de pacC (Figura
8a), foi possivel demonstrar que GST::PacC®? se liga com especificidade a todos os cinco
motivos de ligacdo testados (Figura 8b). Para a sonda 4, que possui dois motivos de ligacdo a PacC,
notou-se uma aparente diferenca de intensidade entre os complexos formados. Essa diferenca
indica que a proteina interagiu preferencialmente com o sitio nimero 2, embora tenha sido
observada a formacdo de dois complexos DNA-proteina. O ensaio de competi¢do utilizando uma
versdo da sonda 4, ndo marcada com fluorescéncia e contendo o sitio 2 mutado, aboliu a formacao
do segundo complexo (Figura 8b), mas ndo a ligacdo ao sitio 1. Este fato esta de acordo com o
observado em andlises de interacdao de PacC em um sitio 5'-GCCAAG-3' no promotor do gene ipnA
de A. nidulans (Espeso et al., 1997). Os autores demonstraram que a presenca de uma base T,
imediatamente precedendo o motivo de ligacdo, aumenta a afinidade de ligagdo de PacC ao
elemento em cis. Em nosso caso, uma base T também precede o sitio 2 na sonda 4 (Figura 8a).

A sonda 5 apresenta um sitio de ligacao a PacC, cuja seqliéncia se encontra na regidao 5' UP

de creA. No entanto, o emprego de GST::Paccl®2%0)

juntamente com esta sonda ndo resultou na
formacdo de um complexo de interacdo DNA-proteina (Figura 8c). Isso confirma o dado

experimental de que o DLD de PacC ndo 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 regides 5' UP de pacC e creA. (a) Representacdo esquematica das sondas empregadas. Os sitios
de ligagdo foram numerados e representados em negrito para ligacdo a PacC ou sombreado para ligagdo a CreA. As sequéncias das
sondas de 1 a 4 estdo contidas na regido regulatéria de pacC, enquanto a sonda 5 corresponde a uma parte da regidao 5' UP de creA.
As posigdes sdo relativas ao cédon de iniciagdo da tradugdo (ATG). Os EMSAs foram realizados em géis de poliacrilaminda ndo
desnaturantes 8%, com 0,5 ug de GST:: PacC® ' ou GST::CreA®™ ™ e as sondas fluorescentes para (b) pacC ou (c) creA. Sondas
ndo marcadas, do tipo selvagem (wt) e mutantes (mut), foram utilizadas como competidores especificos em excesso molar de 100X
e 200X. Os sitios de ligagdo mutados estdo indicados conforme a numeragdo. Mutagdes que abolem a ligagdo de PacC foram
realizadas mediante a insergdo de um “T” na posi¢do ocupada pelo segundo “C” e pelo quarto “A” no motivo 5'-GCCARG-3' (Espeso
et al., 1997). Por sua vez, como mutagGes nos sitios de ligagdo 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-proteina formados. A especificidade da
ligagdo foi observada pela capacidade dos competidores ndo marcados em impedir a formagdo dos complexos. (d) O ensaio de
competicdo na sonda 1 foi realizado em gel de poliacrilamida nao desnaturante 15%, com 0,5 ug de GST::CreAP 3 ¢ qguantidades
crescentes de GST:: PacC®21% (0; 0,2; 0,4 e 0,6 ug). As intensidades relativas dos complexos formados foram estimados por analise
densitométrica.

A utilizacdo de GST::CreA®¥ 30 nos ensaios de EMSA demonstrou atividade de ligacdao desta
proteina recombinante a trés dos quatro sitios de ligacdo a CreA presentes na regido 5' UP de PacC
(Figura 8b). A formacgao de apenas um complexo DNA-proteina entre a sonda 1 e GST::CreA®1130)
inicialmente indicou a ligacdo em apenas um dos trés sitios presentes nesta sonda. Entretanto, os
ensaios de competicdo empregando sondas ndo marcadas e contendo mutag¢des nos sitios de
ligacdo a CreA revelaram que os trés motivos em conjunto parecem contribuir para a formacao do
complexo. A utilizacdo de um competidor contendo uma base A substituindo as bases G na terceira
e quarta posi¢cdes em todos os motivos 5'-SYGGRG-3' ndao impediram a formacdo do complexo
DNA-proteina, o que indica a especificidade de ligacdo para um dos trés sitios, mas ndao se pode
saber qual. A participacdo dos trés sitios na formacdo do complexo foi confirmada pela utilizacdo
de diferentes versdes de competidores: com as substituicdes de G para A nos sitios 1, 3 e 4
individualmente; ou em combinacdo dos sitios 1 e 3, 3 e 4 ou 1 e 4, cobrindo assim, todas as

ABY130) h34 foi capaz de se ligar

possibilidades de configuracdes (dados ndo mostrados). GST::Cre
a0 Unico sitio de ligacdo a CreA presente na sonda 2 (Figura 8b), cuja seqiiéncia também estd
contida na regido 5' UP de pacC.

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

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

(sitio 3) estd sobreposto a um motivo de ligacdo para PacC (sitio 2). Esta observacdo motivou a
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realizacdo de um teste de ligacdo utilizando a sonda 1 juntamente com as duas proteinas de fusdo
(Figura 8d). Neste ensaio, PacC foi capaz de impedir a formagdo do complexo da sonda com CreA,
0 que mostra claramente que ambas as proteinas competem entre si pela ligacdo aos sitios
sobrepostos.

A presenca de sitios de ligacdo para PacC em quase todos as regides 5' UP analisadas sugere
a participacdo de PacC na regulacdo dos genes de hidrolases de H. grisea. Contudo, a mera
existéncia de possiveis sitios de ligacdo ndo garante regulacdo direta por PacC. Um exemplo é o
gene xInD de A. nidulans, cuja seqliéncia do promotor possui trés possiveis sitios de ligacdo para
PacC (Pérez-Ganzaéles et al., 1998), embora a transcricdo do gene ndo pareca ser influenciada pelo
pH do meio de cultivo.

Arst e Peiialva (2003) propuseram uma série de critérios que devem ser obedecidos para
confirmar a regulacdo mediada pelo pH. Os autores estipularam que a expressdo 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 utilizacdo de linhagens
de fungo mutantes para pacC e para os demais genes cujos produtos estdao envolvidos na via de
sinalizacdo. Embora ainda ndo existam tais mutantes para H. grisea, a existéncia de um homoélogo
a pacC, a notdvel influéncia do pH alcalino no acimulo dos mensageiros dos genes em estudo e a
ligacdo in vitro de GST::Pacc®2%0) 35 regides 5' UP dao suporte a hipdtese da participacao de PacC
na regulacdo dos genes de hidrolases.

Vautard-Mey & Fevre (2003) mostraram a influéncia do pH acidico na expressdo de creA em
A. nidulans de uma maneira independente de PacC. Nossos resultados indicam que, em H. griseaq,
o efeito do pH sobre a expressdo de creA também é independente de PacC. Apesar de existir um
sitio 5'-GCCARG-3' na regido 5' UP de creA, GST::PacC®2) n3o interage com esse motivo de

ligacdo (Figuras 7a e 5c). No entanto, a cinética do consumo de glicose (Figura 4a) fornece uma
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explicacdo razoavel para o acumulo 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 redu¢ao nos
niveis de glicose, que funciona como indutor para creA (Ruijter & Visser, 1997; Takashima et al.,
1998), levou a diminuicdo de seu transcrito em pH 8,0 e o acimulo em pH 5,0.

A influéncia do pH sobre o consumo de glicose pode estar relacionada aos valores 6timos
de pH para a agdo dos sistemas transporte de glicose. Assim, interferéncia do pH n3do estaria
diretamente ligada a PacC (Pefialva & Arst, 2004). Por outro lado, homdlogos de PacC ja foram
reportados como atuantes na expressdao 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 influéncia indireta de PacC na expressdo de creA poderia
ocorrer. Isso também pode explicar a maior expressdo de creA durante a mudanca de pH do meio,
mesmo na presenca de BCA (Figura. 6b). Em 2 h de cultivo em pH 5,0, a glicose é parcialmente
consumida (Figura 4a). Assim, é possivel que a glicose restante da pré-incubacdo anterior a
mudanca de pH do meio (2 h em pH 5,0) tenha sido transferida para as culturas subseqlientes.

Se, por um lado, a regulacdo direta de PacC sobre creA parece improvavel, a repressao
direta de CreA sobre pacC parece ocorrer. Nossos resultados sustentam essa hipétese, uma vez
gue os genes que codificam os dois fatores transcricionais apresentam padrdes opostos de
acumulo de seus mRNAs (Figura 6) e que CreA foi capaz de se ligar a regido regulatéria de pacC
(Figuras 7 e 8b). A repressdo por glicose, mediada por CreA, da expressdo de outros fatores
transcricionais ja foi reportada na literatura cientifica. Tamayo e colaboradores (2008)
demostraram que x/nR, que codifica um ativador transcricional de xilanases em A. nidulans, é
reprimido por CreA. O mesmo ocorre com xyrl, homélogo de x/InR em T.reesei (Mach-Aigner et al.,

2008).
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5. Conclusao
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Antes deste trabalho, pouco se sabia sobre a regulacdo da expressdo de genes codificadores
de hidrolases em H. grisea var. thermoidea. Trabalhos anteriores de nosso grupo ja haviam
demonstrado de forma pontual que cbhl.1 e cbhl.2 estdo sujeitos a inducdo por fontes de
carbono complexos, empregando abordagens de andlise por Northern blotting e longos periodos
de incubacdo. Este estudo representou um aprofundamento desse tipo de estudo, apresentando
uma abordagem quantitativa mais refinada sobre a expressao precoce de tais genes.

Em conclusdo, nossos dados mostram que os genes de celulases e o gene de xilanase até
entdo descritos em H. grisea tém sua expressao fortemente induzida por BCA e pelo pH alcalino.
Os nossos resultados reforcam ndo so6 as propriedades indutoras do bagaco de cana-de-aglcar em
pH alcalino, mas também d3o pistas sobre o mecanismo subjacente da inducdo. O pico de
acumulacdo de mRNA para a maioria dos genes que codificam hidrolases ocorreu em 2h, o que
indica uma resposta de inducdo rapida e paralela para a maioria dos genes estudados. Além disso,
PacC parece ser o mediador da regulacdo influenciada pelo pH e a repressao por glicose observada
é possivelmente atribuida a CreA, que é capaz de sobrepujar a propriedade indutéria do pH
alcalino. Temos ainda evidéncias de que CreA também esteja envolvido na repressdao de PacC,

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

1- Realizacdo de futuras andlises no modelo de H. grisea, empregando-se compostos
repressores da transcricdo e traducdo, assim como a avaliacdo de tempos de cultivo mais
longos para elucidar o papel da estabilidade dos mRNAs e a possibilidade da sintese de

novo durante a producdo das hidrolases;

2- Realizacdo os ensaios enzimaticos com os sobrenadantes de cultivos de H. grisea no intuito

de confirmar o efeito direto da regulac¢do transcricional na producao das hidrolases;

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

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

4- Analises 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 sitios de

ligacdo ao DNA avaliados no trabalho.
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Capitulo 2

Caracterizacdo molecular de Xyr1 — o ativador
global da expressdo de hidrolases em
Trichoderma reesei
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1. Introducao
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1.1 A degradagdo de xilana por Trichoderma: uma visao geral

Muitas espécies de Trichoderma sao saprofitas. Estes fungos degradam uma grande
variedade de substratos biopoliméricos como a celulose e a hemicelulose, os principais
componentes da matéria vegetal. Conforme citado no Capitulo 1, hemicelulose é um termo geral
gue sumariza varios heteropolissacarideos formados por um esqueleto de D-xilose (xilana) ou
manose e D-glicose (mananas e glicanas), com cadeias laterais substitutas de arabinose, galactose,
acido acético ou glicoronico. As hemiceluloses sdo insoliveis em agua, assim, sua hidrdlise
representa um desafio aos saprofitas. A degradacao completa das hemiceluloses requer um grande
numero de enzimas extracelulares atuando em sinergismo para gerar pequenos oligossacarideos e,
finalmente, os respectivos mondmeros (revisto por Polizeli et al., 2005).

Vérias das enzimas secretadas por Trichoderma apresentam grande interesse industrial,
levando a uma ampla gama de aplicacGes, por exemplo, na indUstria de polpa e de papel (Buchert
et al.,, 1998), na industria téxtil (Galante et al., 1998a) e na producdo de racgbes, alimentos e
biocombustiveis (Galante et al., 1998b). Tal fato tem motivado estudos a respeito das propriedades
bioquimicas (Zeilinger et al., 1993; Biely et al., 1994), da sua estrutura tri-dimensional, assim como
o isolamento e caracterizacdo dos seus respectivos genes (Margolles-Clark et al, 19964, b, c, d). Nas
ultimas duas décadas, numerosos genes codificadores de hemicelulases foram clonados de
Trichoderma reesei (teleomorfo: Hypocrea jecorina) e outras Trichoderma spp., mas apenas poucos
deles (xynl e xyn2, codificando duas endoxilanases) foram estudados em detalhe quanto a
regulacao de sua expressao. Tais estudos foram realizados sobretudo pelo grupo do Dr. Robert L.
Mach, da Technische Universitit Wien (Mach et al., 1996; Zeilinger et al., 1996; Mach et al., 1998;

Aro et al., 2001; Mach & Zeilinger 2003; Wiirleitner 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 compreensdo dos diferentes mecanismos regulatérios das glicosil hidrolases pode servir
de base para o desenvolvimento de linhagens que expressem coquetéis enzimaticos desenhados
para aplicacdes industriais especificas. Ainda, deve colaborar no desenho de promotores artificiais
com mecanismos de ativacdo/desativacdo definidos, para serem utilizados na producdo heteréloga
de proteinas. Além disso, tal conhecimento permitira uma melhor compreensdao de como um
microrganismo saprofita é capaz de perceber substratos insollveis e, posteriormente, induzir a
expressao de genes de enzimas hidroliticas necessarias para a sua degradacao.

Nos ultimos anos, os principais elementos em cis e os fatores de transcricdo relacionados
com a expressdo dos genes xynl e xyn2 foram identificados e sua caracterizacdo funcional foi
iniciada (Aro et al., 2002; Mach & Zeilinger 2002; Wiirleitner et al., 2003; Rauscher et al., 2006;
Stricker et al., 2006). Curiosamente, Xyrl, um importante fator regulatério em T. reesei, é
indispensavel para a expressdao de genes de celulases e xilanases, mas ndo tem sua expressdo
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 participacao acessdria de outros fatores de transcricao
(Acel e Ace2) na regulacdo da expressdo de genes de xilanases em T reesei, Xyrl parece ser o

receptor e o transmissor do sinal geral da inducdo (Rauscher et al., 2006; Stricker et al., 2007).

1.2 A regulagao da expressao de xilanases: diferentes indutores ativam genes distintos

Os primeiros estudos que estabeleceram as condi¢des de cultura de T. reesei capazes de
induzir a produgao de xilanases indicaram abundante produ¢dao quando o fungo era cultivado em

meios contendo celulose, xilana ou misturas de polimeros vegetais (revisto por Bisaria & Mishra
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1989; Kubicek, 1993; Zeilinger & Mach, 1998). Uma vez que estes indutores sdo insollveis e
incapazes de entrar nas células fungicas, é consensual que oligossacarideos liberados a partir
desses polimeros e/ou respectivos derivados funcionem como as reais substancias que provocam a
inducdo da expressao dos genes de xilanases.

Enquanto os sistemas xilanolitico e celulolitico de Aspergillus niger sao estritamente co-
regulados por meio da D-xilose como indutor (Hasper et al., 2000), as enzimas que participam nos
respectivos complexos hidroliticos de T. reesei ndo o sdao. O cultivo de T. reesei na presenca de
celulose ou xilana leva a sintese de duas xilanases especificas (XYNI e XYNIl) e de uma
endoglicanase especifica (EG 1) (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 producdo da xilanase XYNIl e de EGI, enquanto a utilizacdo
de xilobiose resulta na producdo de ambas as xilanases (XYNI e XYNII), de uma beta-xilosidase, mas
ndo de EGI (Hrmova et al., 1986; Margolles-Clark et al., 1997). Ainda, ao contrario dos demais
genes codificadores de xilanases e celulases de T. reesei, xyn1 é induzido por D-xilose (Mach et al.,
1996). Adicionalmente, ha evidéncias de expressdo diferencial para os dois genes de xilanases
guando D-glicose é utilizada como Unica fonte de carbono (Mach et al., 1996; Zeilinger et al., 1996).
Demonstrou-se que o mRNA de xyn2 apresenta um nivel basal quando o fungo é cultivado em D-
glicose. Este nivel basal é aumentado na presenca de xilana, xilobiose ou soforose. A utilizacdo
simultanea de D-glicose e xilana levou a uma queda na transcricdo de xyn2 ao nivel basal,
enquanto sua inducdo por xilobiose nao foi afetada por D-glicose (Wiirleitner et al., 2003). No
entanto, a transcricdo de xynl, que é induzida por D-xilose, ndo é afetada pelo emprego
simultaneo de D-glicose e D-xilose, enquanto o uso exclusivo de D-glicose leva a completa
repressao de sua expressao (Mach et al., 1996; Rauscher et al., 2006). O modelo postulado para o

mecanismo geral de reconhecimento do substrato e os mecanismos de indugao dos principais
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genes codificadores de xilanases e celulases de T. reesei (Stricker et al., 2006) sdo apresentados na

Figura 1. Esse modelo inclui Xyr1, o ativador global da transcrigdo.

O modelo engloba todos os genes de glicosil hidrolases que sdo passiveis de inducdo pelos

produtos de degradacdo e/ou transglicosilagdo da xilana e/ou celulose: xyn1 por D-xilose (Mach et

al., 1996), xyn2 por xilobiose e soforose (Zeilinger et al., 1996) e bx/1 por xilobiose (Margolles-Clark

et al., 1997). Os genes de celulases, como cbhl, cbh2 e egll1 (llmén et al., 1996), assim como bgl1

(Fowler & Brown, 1992) e bgl/2 (Saloheimo et al., 2002), sdo induzidos por soforose. O modelo

também indica que, para todos os casos (exceto para bgl2), Xyrl é um fator indispensavel (Stricker

et al., 2008b).
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Figura 1. (a) Representacdo esquematica do papel central de
Xyrl na regulagdio de genes de enzimas hidroliticas
responsaveis pela degradacdo de xilana ou celulose. Xyrl atua
como: (i) um ativador transcricional (+), diretamente na
expressdo de xilanases (como XYNI e XYNII) e celulases (como
CBHI, CBHII, EGLI), assim como (ii) na expressdo de BXLI, que é
responsavel pela produgdo do indutor D-xylose (X1) e de BGLI,
que produzird o indutor soforose (SO). As setas brancas
indicam a degradagdo enzimdtica do respectivo biopolimero
até a formacgdo de agucares oligo ou monoméricos (X1 a X8, G
e C2 a C8). A seta cinza indica a reagdo de transglicosilagdo
catalizada por BGLI e BGLIl. O simbolo (=) indica que a
expressdo de bgl2 é independente de Xyrl (adaptado de
Stricker et al., 2008b). (b) Resumo da inter-relagdo entre Xyrl,
Acel e Ace2. Acel é repressor de xyrl e xynl e antagoniza com
Xyrl ao competir pelo sitio de ligagdo ao DNA. Ace2 interage
com sitios de ligagdo de Xyrl no promotor de xyn2 e sendo
necessdrio para sua expressao basal.
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1.3 Fatores transcricionais envolvidos na regulacdo dos genes de xilanases

A regulacdo da transcricdo dos genes codificadores de hidrolases xyn1, xyn2 (endoxilanases
1 e 2), cbhl, cbh2 (celobiohidrolases 1 e 2) e egl1 (endoglicanase 1) é estritamente dependente de
Xyrl. A regulacdo transcricional destes genes via Xyrl ndo é afetada por substancias indutoras (D-
xilose, xilobiose ou soforose) e é indispensavel para a expressdo génica (Stricker et al., 2006).
Desse modo, na linhagem mutante de T. reesei na qual o gene xyrl foi deletado, ndo foi possivel
detectar a presenca dos mRNAs de xyn1 (Mach et al., 1996) ou xyn2 (Zeilinger et al., 1996), mesmo
em condicOes de inducdo ou de desrepressdo. Furukawa et al. (2009) também mostram que a
delecdo de xyrl bloqueia de forma global a transcricdo de genes codificadores de celulases e
xilanases, mesmo em condig¢des de inducdo, como lactose e soforose.

Os promotores dos genes xynl e xyn2 possuem sitios de ligacdo a Xyrl. Tais sitios ocorrem
com repeticoes invertidas com um espacamento de 10 ou 12 bases. No caso da regulacdo de xynl,
acredita-se que a formacdo de complexos DNA-proteina entre o promotor do gene e o fator
transcricional possa depender de um homodimero da proteina Xyrl, sendo que cada unidade faria
o contato com uma das repeticdes invertidas (Rauscher et al.,, 2006). O mesmo acredita-se
acontecer para os sitios de ligacdo a Xyrl na regido regulatdria de xyn2. Entretanto, a adicdo de
desoxicolato de sdédio (que interfere na interacdo proteina-proteina, mas ndo na ligacdo DNA-
proteina (Baeuerle & Baltimore 1988) levou a ligacdo de Xyrl como um mondmero (Stricker et al.,
2006). Desta forma, Xyrl tende a dimerizar antes de se ligar aos promotores, mas a dimerizacao
nao é fundamental para a interacdo com o DNA.

Tais hipdteses foram formuladas com base em experimentos empregando proteinas
recombinantes que representam apenas uma regidao especifica de Xyrl, no caso, o dominio de

ligacdo ao DNA fusionado a um dominio GST (Glutationa S-transferase). A estratégia de purificacdo
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de proteinas recombinantes na forma de proteinas de fusdo a GST é amplamente difundida na
pesquisa cientifica; no entanto, o tal dominio GST é capaz de induzir a formacdo artificial de
dimeros e de interferir na habilidade de ligacdo da proteina recombinante ao DNA (Niedziela-
Majka et al., 1998). Diante do exposto, sdo necessdrios estudos empregando a proteina Xyrl
completa, mesmo que em versdao recombinante, para se investigar em detalhe a dindmica de
interacdao DNA-proteina e proteina-proteina.

Como mencionado anteriormente, Xyrl é o ativador essencial para transcricio de xynl e
xyn2 e, direta ou indiretamente, recebe e media todos os diferentes sinais de moléculas indutoras.
Nos ultimos anos, tem-se demonstrado que ocorre o envolvimento de outras proteinas na
regulacdo da expressdo das glicosil hidrolases de T. reesei, por exemplo, o complexo Hap2/3/5 e o
repressor Crel (Mach et al., 1996; Zeilinger et al., 1996; Wiirleitner et al., 2003; Rauscher, et al.,
2006). Os dados também apontam para a participacao dos fatores de transcricdo Acel e Ace2, que
sdo direcionados para a regulacdo especifica de determinados genes, como xyn1 e xyn2 (Figuralb).
Acel (ativador de celulases 1) funciona como repressor a xynl e antagoniza com Xyrl ao competir
por um sitio de ligacdo ao DNA (Rauscher et al., 2006); Ace2 (ativador de celulases 2) interage com
sitios de ligacdo de Xyrl no promotor de xyn2 e é necessario para a expressao basal de xyn2
(Wirleitner et al 2003; Stricker et al., 2006). Significante progresso tem sido obtido nos ultimos
anos na identificacdo e caracterizacdo de elementos que atuem em cis e em trans na regulacao da
expressao de xilanases. As primeiras investiga¢des a respeito das interagdes entre Xyrl, Acel e
Ace2 sugerem uma grande gama de mecanismos subjacentes a da regulacdao mediada por Xyrl:
fosforilagdo, competicdo, homo e heterodimerizacdo e o recrutamento de outras proteinas
regulatérias (Wirleitner et al., 2003; Rauscher et al., 2006; Stricker et al., 2006). No entanto, a
confirmacdo dessas modificacdes e interacdes como necessdrias ao mecanismo regulatério

proposto para Xyrl requer experimentos adicionais.

75



2. Objetivo e Metas
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2.1 Objetivo

Produzir em Escherichia coli e caracterizar funcionalmente in vitro a versdo recombinante
de Xyrl, o principal fator transcricional que atua na regulacdo da expressio dos genes

codificadores de xilanases em T. reesei.

2.2 Metas propostas

1. Producgdo heterdloga em E. coli da versdao completa de Xyrl.

2. Estudar a dinamica de ligacdo de Xyrl recombinante (rXyrl) ao promotor de xyn1.

3. Investigar uma possivel formacdao de homodimeros e como isso afetaria a ligacdo ao DNA.

4. Investigar o papel da fosforilagdo de rXyrl na afinidade de ligacdo ao DNA in vitro, assim

como nas interagdes proteina-proteina.

5. Investigar uma possivel modula¢ao alostérica em rXyrl.
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3. Metodologia
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3.1 Clonagem e producao de rXyrl e rXyrlis77a

Um fragmento de 2945 pares de bases compreendendo o promotor do bacteriéfago T7, o
operador lac, a regido codante de xyr1 e uma cauda C-terminal de seis histidinas foi quimicamente
sintetizado (GeneArt, Invitrogem), com cddon otimizado para Escherichia coli. Este fragmento foi
clonado no vetor de expressdo pET28a (Novagen) por meio dos sitios de restricdo Bgl Il e Not |. Da
mesma forma, uma versdo mutante de rXyrl, apresentando a substituicdo Thr-577-Ala, foi
guimicamente sintetizada e clonada no mesmo vetor de expressdo. Todas as construgdes foram
checadas quanto ao perfil de restricdo e as seqliéncias confirmadas por seqlienciamento
automatico (LGC Genomics). Os vetores para as duas versdes de rXyrl 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-agar (peptona de caseina 1% (p/v), extrato de levedura
0,5% (p/v), NaCl 1% (p/v), agar bacteriolégico 1,4% e pH 7,0) com 35 pg/mL de kanamicina e
suplementado com D-glicose 1%. Os clones transformantes foram crescidos em 30 mL de meio LB
com 35 pg/mL de kanamicina e D-glicose 1% até ODggo = 0,5 (37°C, 200 RPM). As culturas foram
entdo transferidas para 300 mL do mesmo meio LB, novamente crescidas até ODggg = 0,5 (37°C, 200

RPM) e entdo induzidas com IPTG 0,5 mM por 24h, a 18°C, sob agitacdo constante (200 RPM).

A purificagdo das proteinas foi realizada por cromatografia de afinidade ao niquel utilizando
—se o kit HiseBind Resin (Novagen) de acordo com as instrucdes do fabricante. As amostras de
proteina foram entdo submetidas a cromatografia de gel filtragdo empregando-se colunas PD-10
(GE Healthcare) para dessalinizacdo das amostras e troca de tampao para Tris 50 mM, NaCl 200

mM, NaH,PO4 50 mM e glicerol 10% (v/v) (pH 7,5).

A concentracdo das proteinas foi estimada pelo método de Bradford (1976) e por
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espectrofotometria na regidao do ultravioleta, apds centrifugacdo (10000 x g, 10 min) e coleta dos

sobrenadantes utilizando o coeficiente de extingdo molar £ = 108595 M- cm™.

3.2 Imunodetecgdo

Para o experimento de imunodeteccdo (Western Blotting), amostras de 100 ng de rXyrl e
rXyrlysz7a foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante 8% (SDS-PAGE).
Apds separacdo eletroforética, as proteinas foram transferidas para membrana de PVDF
empregando-se transferéncia em tanque com tampdo contendo Tris 25 mM, glicina 192 mM e
metanol 20% (v/v) (pH 8,3). A transferéncia foi realizada durante a noite a 35 mA e 95V. Em
seguida, a membrana foi bloqueada por 1h sob agitacdo a temperatura ambiente em solugdo TBS
(Tris 10 mM e NaCl 150 mM, pH 7,5) com BSA 3% (p/v). Apds lavagem com TBS, a membrana foi
incubada com soro policlonal de coelho especifico contra Xyrl (Santa Cruz Biotechnology) (1:5000
em TBS e BSA 0,3%) por 1h sob agitacdo a temperatura ambiente. Apds lavagens com TBS e TBST
(TBS e Tween 20 0,05%(v/v)), a membrana foi incubada por 1h com soro policlonal anti-IlgG de
coelho conjugado a HRP (Pierce) como anticorpo secunddrio (1:10000 em TBST). Os complexos
formados foram revelados utilizando-se o kit ECL Plus Western Blotting Substrate (Pierce) segundo

instrucdes do fabricante, sendo a membrana exposta a filme para raios-X.

3.3 Teste de solubilidade de rXyrl

Para o teste das solucdes tampdo empregadas para solubilizacdo de rXyr1, amostras de 500

puL da proteina foram dializadas (MWCO 15000) por 6 horas (4°C) contra 250 mL do tampado
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testado (se¢do 4.2 em Resultados e Discussdo). Em seguida, as amostras de rXyrl foram
centrifugadas a 10000 x g, 10 min a temperatura ambiente para remocado dos agregados e foram
submetidas a SDS-PAGE. Os géis foram documentados empregando-se o sistema de captacdo de
imagens Gel Doc XR+ System (Biorad) e as fra¢des sollveis foram quantificadas por densitometria

em comparacdo a um padrao de albumina sérica bovina (BSA) (Fermentas).

3.4. Ensaio de retardo de mobilidade eletroforética (EMSA) — versao Il

Sondas consistindo de fragmentos de DNA fita dupla foram obtidas pelo anelamento de
oligonucleotideos sintéticos marcados em sua extremidade 5' com fluoresceina (FAM) com suas
sequéncias complementares (Tabela 1). Quinhentos ng de cada oligonucleotideo foram aquecidos
a 95°C por 5 min em 30 pL do tampdo 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 diluidas 10 vezes em Tris 50 mM, NaCl 200 mM, NaH,PO, 50 mM e glicerol 10% (p/v), pH 7,5.
A formacao dos complexos DNA-proteina foi realizada pela incubacdo das proteinas de fusdo com 1
uL da sonda diluida (10 min a temperatura ambiente) em uma mistura consistindo de Tris 50 mM,
NaCl 200 mM, NaH,PO,4 50 mM, glicerol 10% (p/v), pH 7,5 em um volume final de 20 pL. Para os
ensaios de competicdo, sondas ndo-marcadas foram empregadas em excesso molar de 3, 6 e 9
vezes. A formacdo dos complexos foi analisada por eletroforese em TBE 0,25X (Tris-borato 22,5
mM e EDTA 0,5 mM) em géis de poliacrilamida ndo desnaturantes 8%. Os géis foram
documentados e analisados no equipamento Typhoon 9410 (GE Healthcare).

Para desfosforilagcdo de rXyrl, 100 ng da proteina 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 reacdo de 15 uL contendo Tris-HCI 5 mM (pH 8,5), MgCl, 0,1 mM e ZnCl, 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 rXyrl foi removida, 100 pug de proteina foram

tratados com 10 unidades de trombina de plasma bovino (Sigma), por 2h, a temperatura ambiente,

em uma mistura de reagdo de 100 plL contendo Tris 50 mM, NaCl 200 mM, NaH,PO, 50 mM e

glicerol 10% (p/v), pH 7,5.

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados neste trabalho.

Nome Sequéncia (5'-3") Posicdo Gene Uso
pxyni1.1f® TTGGCAGGCTAAATGCGACATCTTAGCCGGATGCA -430 to -396 xynl EMSA, co®
pxynl.1r TGCATCCGGCTAAGATGTCGCATTTAGCCTGCCAA -396 to -400 xynl EMSA, co®

pxyn1.1M1f® TTGGCAGICTAAATGCGACATCTTAGCCGGATGCA -430 to -396 xynl EMSA, co®
pxynl.1M1r TGCATCCGGCTAAGATGTCGCATTTAGACTGCCAA -396 to -400 xynl EMSA, CD"
pxyn1.1M2f * TTGGCAGGCTAAATGCGACATCTTAGACGGATGCA -430 to -396 xynl EMSA, CD"
pxynl.1M2r TGCATCCGICTAAGATGTCGCATTTAGCCTGCCAA -396 to -400 xynl EMSA, CD"
pxynl.1IM1M2f? TTGGCAGICTAAATGCGACATCTTAGACGGATGCA -430 to -396 xynl EMSA, CD"
pxynl.1M1M2r TGCATCCGICTAAGATGTCGCATTTAGACTGCCAA -396 to -400 xynl EMSA, co®

® Os oligonucleotideos f utilizados para EMSA foram sintetizados com e sem a marcacdo fluorescente 5'-FAM. ®CD = Circular
Dichroism. © As regides em cinza indicam os putativos sitios de ligacdo a Xyrl e sublinhadas, as bases mutadas. As posi¢cdes dos

oligonucleotideos sdo relativas ao cddon de iniciagdo da tradugdo (ATG).

82



3.5 Eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida azul nativo (2D BN-PAGE)

A separacdo eletroforética de proteinas em gel de poliacrilamida ndo desnaturante foi
realizada conforme os protocolos descritos por Cunha e colaboradores (2011) e Fiala e
colaboradores (2011), com modificacGes. Para a primeira dimensdo, em torno de 1 ug de proteina
foi suspenso em tampao de amostra ndo desnaturante 1X (dcido aminocaprdico 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 formulagdo do gel.
Uma tira deste primeiro gel contendo a proteina de interesse foi incubada em tampao de amostra
desnaturante 1X (Tris-HCI 100 mM, SDS 2% (p/v), R-mercaptoetanol 2% (v/v), glicerol 2% (v/v), pH

6,8) por 1h, sob agitacdo, e submetido a SDS-PAGE (segunda dimensao).

3.6 Caracterizagao estrutural

Os espectros de CD na regido do UV distante (200 a 260 nm) de rXyrl e rXyrlis77a foram
obtidos em um espectropolarimetro 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
condicdes de tampdo foram Tris 50 mM, NaCl 200 mM, NaH,PO4 50 mM, glicerol 10%, pH 7,5 e as
leituras feitas a 22 °C com 0,3 uM de proteina 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
auxilio do programa GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc). Os espetros foram corrigidos

subtraindo-se a contribuicdo do tampao na auséncia de proteina. Os dados foram apresentados na
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forma de elipticidade residual molar [B6], onde: [B], em graus - cm?/dmol = (miligraus - MRW) /
(percurso éptico em mm - concentracdo em mg/mL) e MRW = 109,69. Para estimativa de estrutura

secundadria, foi utilizado o algoritimo K2D (Andrade et al., 1993).

Os ensaios de interacdo DNA-proteina foram realizados empregando-se as mesmas sondas
de DNA dupla fita descritas no item 3.4, mas sem a marcagao fluorescente. As titulagdes foram
realizadas com 0,3 uM de proteina, adicionando-se 0 — 0,9 uM de DNA, com um tempo de
equilibrio de 2 min entre cada varredura, a 22 °C. As aparentes constantes de dissociacdo (Kd) dos
complexos DNA-Proteina foram estimadas seguindo as mudancas de elipticidade residual molar a
222 nm utilizando a equacgdo Y= (BmaX)/(Kd+X), onde Bma representa a fracdo de complexo
formado no ponto de saturacdo, na mesma unidade que Y (fracdo ligante) e X representa a
concentracdo de DNA a cada ponto da titulacdo. A fracdo ligante foi definida como sendo Y =
([Binicial — [Blobservado)/(A[B]max). Onde, [B]inicial € a elipcidade residual molar proteina, [6], em 222 nm,
na auséncia de DNA;[B]opservada € [0] observada a cada ponto da titulacdo e A[B]max = [Blinicial - [6],
no ponto de saturacdo. Os valores de Kd foram obtidos por regressdo ndo-linear empregando-se a
equacdo acima descrita com auxilio do programa SigmaPlot (Systat Software Inc)(Figura

Suplementar S1, ver em Anexos).
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4. Resultados e Discussao
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4.1 Producgdo e purificagdo de rXyrl e rXyrlyszza

A proteina rXyrl e uma versao mutante da mesma foram produzidas por expressao
heterdéloga na linhagem de E. coli BL21(DE3) induzida por IPTG e purificadas por cromatografia de
afinidade ao niquel. Uma aliquota de cada proteina foi analisada por SDS-PAGE (Figura 2a) e
apresentaram grau de pureza >95%, estimado por densitometria. As identidades dos produtos
recombinantes foram confirmadas por imunodetecgdo (Figura 2b). Em cooperagao com a Dra.
Martina Marchetti-Deschmann (Institut fiir Chemische Technologien und Analytik, Technische
Universitat Wien), a identidade de rXyrl foi adicionalmente corroborada por espectrometria de
massa (dados ndo mostrados). O intuito da producdo e andlise da versdo mutante de rXyrl é

verificar o efeito de fosforilacdo na proteina (maior detalhamento no item 4.4.).

a rXyrl  T577A b
e - rXyrt  T577A
_——
kDa| :
150 | s
: s i liDa
S e 105 L —

100 | B

Figura 2. Purificacdo e identificagdo de Xyrl e suas versdes mutantes. (a) Analise eletroforética em gel de
poliacrilamida desnaturante corado com azul de Comassie de 100 ng de rXyrl e rXyrlis;za. (b)
Imunodetecdo de rXyrl e rXyrlissza.
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4.2 Instabilidade de rXyrl em solugao

Os primeiros ensaios de espectroscopia de Dicroismo Circular (CD) com as amostras de
rXyrl e sua versdo mutante (rXyrlysyza) revelaram uma intrinseca instabilidade dos produtos
protéicos. Ao longo de 72 h de armazenamento a 4°C, observou-se diminuicdao progressiva da
elipticidade negativa das amostras em conseqiiéncia da perda de estrutura secundaria (Figuras 3a
e 3b). Concomitante a essa da perda de estrutura secundaria, foram também observadas a
agregacdo e a precipitacao irreversivel das amostras, fato este confirmado pela inspecao visual de
aliqguotas de cada uma das proteinas e pela diminuicdo da concentracdo (dados ndo mostrados).
Estes resultados foram obtidos em um primeiro momento pds-purificacdo, quando as proteinas
foram dessalinizadas em Tris 10 mM (pH 7,5) para remocdo do imidazol, utilizado para a

purificacdo das mesmas.

A agregacdo e precipitacdo irreversivel de proteinas tém sido reportadas como um
problema corriqueiro no emprego de cromatografia de afinidade ao niquel e eluicio em tampdes

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 producao de fragmentos de anticorpos como proteinas recombinantes
usando o mesmo sistema de purificacdo. Apds testarem sem sucesso diversas formulacdes de
tampodes envolvendo a adicdo de detergente (Tween-20), carboidrato (sacarose), aminodacidos
(glicina, alanina, acido glutamico e arginina), diferentes concentra¢des de NaCl e compostos como
glicerol e polietilenoglicol, os autores sé conseguiram manter suas proteinas sollveis conservando
o imidazol a uma concentra¢cdo minima de 50 mM. Contudo, a remocdo de imidazol, no caso deste

trabalho, é absolutamente necessaria. Tal composto é incompativel com a analise de proteinas por
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CD, pois, mesmo em pequenas concentragdes (ImM), impde grande ruido de fundo as amostras
por possuir alta absorbancia na regido do UV distante, especialmente em comprimentos de onda

menores que 220 nm (Kelly et al., 2005).

rxXyr1

-5.0%x103-

-1.0%104

[6] graus cm? dmol!

-1.5%104 ; ; ,
200 220 240 260

5.0%10°3- rXyrirsrza
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o o
X X
=N —
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-1.5%104 ; ; ,
200 220 240 260
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Figura 3. Espectros de CD na regido do UV distante (200 — 260 nm) de 0,3 uM rXyrl (a) e rXyrlis;74 (b) em Tris a 10 mM, pH
7.5. Varreduras realizadas em 2h (A), 48h (o) e 72h (V).
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Outro fator importante é relativa inflexibilidade da formula¢do dos tampdes utilizados em
ensaios de CD, que, idealmente, devem evitar compostos com grande absorbancia 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 formulacdo basica de Tris 50 mM e NaH,PO4 50 mM (pH 7.5), foram
testados os seguintes sais como agentes cosmotrépicos: KCl (50 e 100 mM), Na,SO,4 (50 mM),

(NH4),S04 (50 e 100 mM) e NacCl (50, 100, 150 e 200 mM, combinados com glicerol 0% e 10%).

Essas formulacdes de tampdes foram testadas em ensaios nos quais rXyr1l foi dializada por
6 horas (4°C). Apds didlise, as amostras foram centrifugadas para remocdo de agregados,
submetidas a SDS-PAGE e as fracGes soltuveis foram quantificadas (Tabela 2). A menor perda de
proteina por precipitacdo ocorreu com a formulagdo Tris 50 mM, NaH,PO4 50 mM, NaCl 200 mM e
glicerol 10% (pH 7,5). No entanto, esta ultima formulacdo de tampdo ndo evitou a precipitacdo
guando a proteina foi estocada por mais de 72h a 4°C (perda em cerca de 80%). Em vista do
exposto, a estratégia escolhida foi a utilizacdo de aliquotas recém-preparadas de rXyrl e sua versdo

mutante em todos os ensaios apresentados neste trabalho.

Tabela 2. Solugdes tampdo empregadas para solubilizagdo de rXyrl.

Formulacdo Concentragao pré-dialise Concentragao pos-didlise Redugio
(ng/mL) (ng/mL)
I- 20 m!VI :I'rls-HCI, 500 mM NacCl, 120 mM 0,645 £ 0,09 0,578 + 0,021 10,3%
imidazol, pH 7.9
II- 10 mM Tris pH 7,5 0,578 £ 0,011 0,048 £ 0,019 91,6%
- 50 mM Tris, 50 mM NaH,PO,, 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 NacCl 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%
Xl- 50 mM Na,SO, 0,553 £ 0,033 0,128 £ 0,023 76,8%
XlI- 50 mM (NH,),SO, 0,553 + 0,033 0,145+ 0,010 73,8%
Xlll- 100 mM (NH,4),SO, 0,553 + 0,033 0,128 + 0,024 76,8%

Os dados foram representados como média * desvio padrdo (n = 3). A formulagdo | representa o tampdo de eluigdo utilizado para
purificagdo da proteina na cromatografia de afinidade. Os tampdes IV a Xlll possuem a formulagdo basica de 50 mM Tris, 50 mM
NaH,PO,, pH 7,5.
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4.3 Topologia de Xyrl: um paralelo com XInR

A regido codante de xyr1 de T. reesei foi inicialmente clonada por Rauscher e colaboradores
(2006) a partir de screening em biblioteca gendmica da linhagem QM 9414 (ATCC 26921). O
produto protéico predito de tal gene (GenBank AF479644) apresenta 934 residuos de aminodcidos
e massa molecular predita de 102 kDa. Uma correcdao da seqliéncia empregando-se a linhagem
parental tipo selvagem QM 6a (ATCC 13631) revela um produto protéico deduzido de 940 residuos
de aminodacidos (103 kDa) (Robert L. Mach, comunica¢do pessoal, dados ndo publicados). Esta
segunda seqléncia foi escolhida como base para a clonagem em vetor de expressdo e a

caracterizacdo do fator transcricional.

A andlise da seqiéncia deduzida de residuos de aminodcidos realizada nesse trabalho,
revelou que a proteina predita de T. reesei apresentou consideravel similaridade com os ativadores
transcricionais NcXInR de Neurospora crassa (72%) (Galagan et al., 2003), AoXInR de Aspergillus
oryzae (62%) (Marui et al.,, 2002a) e XInR de Aspergillus niger (65%) (Pel et al., 2007). Esta
similaridade foi ainda maior tomando como base a regidao N-terminal da proteina, o que colocaria
Xyrl como membro da familia de fatores transcricionais do tipo Zn(ll),Cyse, até entdo somente

encontrada em fungos (Todd & Andrianopoulos, 1997; McPherson et al., 2006).

Nos tdpicos a seguir, sera apresentada uma analise da topologia de Xyrl, tracando um
paralelo com proteinas da familia Zn(l1)2Cyse, especialmente com XInR de A. niger, até entdo o

regulador de xilanases melhor caracterizado funcionalmente.
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4.3.1 Dominio de ligagdo ao DNA

Conforme supracitado, a maior similaridade de Xyrl com outros homdlogos é encontrada
na porcao N-terminal da proteina, onde se pode observar a seqliéncia C-X,-C-Xg-C-Xg-C-X,-C-Xg-C
(residuos de 98 a 124, Figuras 4 e 5a) que formaria um dominio de ligagdo ao DNA (DLD) do tipo
cluster binuclear de zinco, Zn(ll),Cyse, no qual dois ions de zinco estdo coordenados por seis
residuos de cisteina, originando uma estrutura em forma de trevo (Figura 5b). Esse tipo de
dominio pode ser visto como duas repeti¢des do motivo C-X,-C-Xs-C separados por seis residuos de
aminodcidos. Cada um destes motivos formaria uma pequena estrutura em a-hélice separados por
uma alca, com uma volta associada a um residuo de prolina (residuo 113, Figuras 4 e 5a), em
concordancia com o que ja é bem descrito para a proteina GAL4 de Saccharomyces cerevisiae
(Baleja et al., 1992; Kraulis et al., 1992; Marmorstein et al.,1992), tipico representante dessa familia
de proteinas. Outras peculiaridades desse tipo de DLD incluem a predominancia de residuos
basicos (Lys, Arg e His) localizados entre a segunda e terceira cisteinas. Estudos cristalograficos
revelaram que sdo estes residuos que fazem contato direto com o DNA no caso de GAL4 e PPR1

(Marmorstein et al.,1992; Marmostein & Harrison, 1994).
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A.nige r_xl nR —-_— - e ———————— MSHTEDQPPFDNEKNQSTGSGFRDA 25
T. reesei_Xyrl MLSNPLRRYSAYPDISSASFDPNYHGSQSHLHSINVNTFGNSHPYPMQHLAQHAELSSSR 60
- . * . .
SLN Dominio de ligacio ao DNA
A. n:i.ger_xlnR LORDPLVEAR-------~- AIRKTSSSA Is TKCDGQHPCAHCIEF| 77
T.reesei_Xyrl MIRASPVOPKOROGSLIAHRKNSTGTAGE s TKCDGLHPCAHCIEF| 120
* k. - LRI kkdkhkkkhk kb kb hkhdkd dhkhkhkddd
A.niger_XlnR LTCEY2 KKDLAAAAAAATOGSNGHSGQAN----ASLMGERTSEDSRPGQ 133
T.reesei Xyrl [GLGCE K2 RRI:IIMQQMQHSGQVQDGPEDQHRKLSRQQSBSSRGSA 180
dk kkk kk k- kk - kk kkk . sL.r kk kk
A.niger XlnR DVNGTYDSAFESHHLSSQPSHMQHASTAGISGLHESQTAPSHSQPSLGTTIDAMHLNHFN 193
T.reesei Xyrl ELAQPAHDPPHGHIEGSVSSFSDNGLSQHAAMGGMDGLEDHHGHVGVD mmammss 240
- * - * - * - P - - - * * s = omosowosowow
A.niger X1nR  TMND--SGRPAMSISDLRSLPPSVLPEQGLSSGYNASAFALVNPQEPGSPANQFRLGSSA 251
T.reesei_Xyrl MGLGAYGEVHPGYESPGNNGHVHVPPSYGAQTTMJ\GYSGISYMQJ\PSP.I\TYSSDGNFR 300
: I‘ * -k . . . *** .
A.niger XlnR ENPTAPFLGLSPPGQSPGWLPLPSPSPANFPSFSLHPFS-STLRYPVLQPVLPHIASIIE 310
T.reesei Xyrl LTGHIHDYPLANGSSPSWGVSLASPSNQFQLOLSQPIFKQSDLRYPVLEPLLPHLGNILE 360
- I‘: PR i, * * &k ‘* i' * t*iil‘l‘ t‘ﬁil‘ . t‘*
A.niger X1nR QSLACDLLDVYFTSSSSSHLSPLSPYVVGYIFRKQSFLHPTKPRICSPGLLASMLWVAAQ 370
T.reesei Xyrl VSLACDLIDLYFSSSSSAQMHPMSPYVLGFVFRKRSFLHPTNPRRCQPALLASMLWVAAQ 420
- ii‘i*tﬁ:i:i‘*:t*ii: - ﬁ:*i**:t::ii*:tﬁiiii:tﬁ i_i‘ttﬁ*ii‘i*tﬁi
A.niger X1nR TSEAAFLTSPPSARGRVCOKLLELTIGLLRPLVHGPATGEASPNYAANMVINGVALGGFG 430
T.reesei_Xyrl TSEASFLTSLPSARSKVCQKLLELTVGLLQPLIH---TGTNSPSPKTSPVVGARALGVLG 477
iiii:t*ii i*tt':ii**t*i*i:*t*:ii:* ** *t_ . t:"_i** :i
A.niger_X1nR  VSMDQLG-----=---- AQSSATGAVDDVATYVHLATVVSASEYKAASMRWWTAAWSLARE 481
T.reesei_Xyrl VAMPGSLNMDSLAGETGAFGAIGSLDDVITYVHLATVVSASEYKGASLRWHGAAWSLARE 537
* * t * i*t **ii**t***i**tﬁ ii dhkhk Fhkkhkdkhkdkk
A. :n:i.ge r_xl nR LELGRELPPNVSHARQDGERDGDGEADKRHPPTLITSLGHGSGSSGINVTEEEREERRRL 541
T.reesei Xyrl LKLGRELPPGNPPANQE - ~-DGEGLSEDVDEHDLNRNN- - -~~~ TREVTEEEREERRRA 587
- iiii*t*ii . * * t*:i HE . * . i3 2 222222 2 %)
A.niger_X1nR  WWLLYATDRHLALCYNRPLTLLDKECGGLLQPMNDDLWQVG-~-—===============~ 582
T.reesei_Xyrl WWLVYIVDRHLALCYNRPLFLLDSECSDLYHPMDDIKWQAGKFRSHDAGNSSINIDSSMT 647
kkdk -k kkkkkkkkkkhkdk kkk kk Kk - okk .k *k k
A.niger_X1nR -DFAAAAYRQVGPPVECTGHSMYGYFLPLMTILGGIVDLHHAENHPRFGLAFR 641
T.reesei_Xyrl DEFGDspmﬂmcncnszm!nsmanwvamsupmvc R4A 707
- * kk ok okkkdk dkkkkhkdk dkkkookdkk . kkkkdk. kk - k.
Reglan em coiled-coil
A.niger_XlnR VTRQLDTYGRSLKEFEARKTSNLTLGATDNEPVVEGAHLDHTSPSGRSSSTVGSRV| 701
T.reesei_Xyrl AEITRHLDMYEESLKREV. pLssmeQHmuDscavaQspstams s 766
*k - okkokk Kk kkk Kk k.- * . I
Dominio respnnswn a gllcnse
A.niger_X1nR [SESIVHTRMVVAYGTHIMHVLAILLAGKWDPVNLLEDHDLWISSESFVSAMSHAVGAAEA| 761
T.reesei_Xyrl SEIQASIVVAYSTHVMHVLHILLADKWDPINLLDDDDLWISSEGEVTATSHAVSAAEA| 826
HEE N : . : 1w EK . : .
A.niger X1lnR ILEYDPDLSFMPFFFGIYLLQGSFLLLLAADKLOGDASPSVVRACET 821
T.reesei Xyrl |ISQILEFDPGLEFMPFFYGVYLLOGSFLLLLIADKLQAEASPSVIKACET 886
- crkkkokk ok khkkkk-k-khkkkhhkhhkokhk hhkkkk - hhdkkk . - hkkkkk *
Dominio de ativagfio transcricional
A.niger X1nR LNTEYQRTFRKVMRSALAQVRGRIPEDFGEQQORRREVLALYRWSGDGS 875
T.reesei_Xyrl [[LSTEYQORNFSKVMRSALALIRGRVPEDLAEQOORRRELLALYRWTGNG 940

*k kkkkk Kk hhkkkhkhkdk ckkk - khkhk. hhkkhkhkkhkk khkkdkk ook ok kkkk

Figura 4. Alinhamento das seqliéncias protéicas dos fatores Xyrl de T. reesei e XInR de A. niger. As possiveis regides funcionais
estdo indicadas. Em vermelho, estd destacado o possivel dominio de ligagdo ao DNA (DLD) do tipo dedo de zinco binuclear,
Zn(11),Cyse. Em azul, o possivel sinal de localizagdo nuclear (SLN) bipartido e o adicional motivo RKKR. Em verde, uma regido com
potencial de formagdo de estrutura em coiled-coil. Em laranja, um proposto dominio de regulagdo da atividade transcricional
responsivo a glicose e, em roxo, o putativo dominio de ativagdo transcricional. Os residuos de aminodcidos idénticos sdo
representadas por "*", as substituicdes conservativas sdo representadas por ":" e as substituicGes semi-conservativas sdo
representadas por "."
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1 2 3 4 5 6
Xyrl(T.ree) -RISRACDQCNQLRTKCDGLHP-CAHCI--EFGLGCEYVRER
X1nR(A.nig) RRISRACDQCNQLRTKCDGQHP-CAHCI --EFGLTCEYARER
X1nR (A.ory) RRISRACDQCNQLRTKCDGONP-CAHCIGSEFGLTCEYARER
X1nR(N.cra) RRISRACDQCNQLRTKCDGQHP-CAHCI --EFGLGCEYIRER
PUT3 (S.cer) QRSSVACLSCRKRHIKCPGGNP-CQKCV--TSNAICEYLEPS
GAL4 (S.cer) SSIEQACDICRLKKLKCSKEKPKCAKCL--KNNWECRYSPKT
PPR1 (S.cer) SKSRTACKRCRLKKIKCDQEFPSCKRCA--KLEVPCVSLDPA

* %k *.:** ‘A’*:* *

Figura 5. (a) Similaridade da regido correspondente ao DLD de Xyr1 (residuos 98 a 124) com outros membros da familia Zn(I1),Cyss.
A.nig, Aspergillus niger; A.ory, Aspergillus oryzae; N.cra, Neurospora crassa; S.cer, Saccharomyces cerevisiae; T.ree, Trichorderma

reesei. Os residuos de aminodcidos idénticos sdo representadas por "*", as substituigdes conservativas sdo representadas por ":" e
as substituicBes semi-conservativas sdo representadas por ".". (b) Diagrama estrutural do motivo C-X,-C-Xg-C-Xg-C-X,-C-X6-C,
integrante do DLD de GAL4. Os residuos de cisteina que coordenam os dois ions de zinco (esferas em preto) estdo numerados de C1
a C6 (Adaptado de Todd & Andrianopoulos, 1997).

A funcionalidade do DLD de Xyrl foi evidenciada anteriormente em estudos de interacao
DNA-Proteina empregando fragmentos das regides promotoras de xynl (Rauscher et al., 2006),
xyn3 (Furukawa et al., 2008) e de diversos outros promotores de genes codificadores de xilanases e
celulases (Furukawa et al., 2009). Tais estudos utilizaram apenas o DLD de Xyr1 fusionado a GST a

fim de determinar o sitio minimo de ligacao ao DNA.

Rauscher e colaboradores (2006) mostram por meio de EMSA que o DLD de Xyrl reconhece
especificamente uma regido do promotor do gene xynl onde ocorre uma repeticao invertida do
motivo 5’-GGCTAA-3’ com um espacamento de 10 pares de bases, podendo se ligar separadamente
a cada um dos motivos. Ja Furukawa e colaboradores (2008 e 2009) propdem o consenso minimo
de reconhecimento como sendo 5-GGC(A/T)s;-3’, revelado pela analise de DNAse | footprint de

regioes do promotor de xyn3 e diversas sondas para EMSA abrangendo pequenas seqiiéncias de
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varios promotores (cbhl-2, egll-5 e xynl-3). Pela simplicidade na producdo das proteinas
recombinantes, o emprego apenas de DLDs em estudos de interacdo DNA-proteina é muito util
para a caracterizacdo inicial de elementos em cis. No entanto, a demonstracdo que DLDs e outros
dominios regulatérios podem operar de forma independente quando desacopladas, como a
cldssica utilizacdo de GAL4 no Sistema de Dois Hibridos (Fields & Song, 1989), ndo implica

necessariamente que eles ndo terdo uma interacao funcional em seu contexto nativo.

Os ensaios de EMSA realizados com a proteina inteira (Figura 6) e empregando diferentes
sondas para o promotor de xyn1 (Tabela 1) confirmam a interagdo da proteina com os dois motivos
do sitio de ligacdo palindrémico. Variando as quantidades de proteina entre 25 a 300 mM, foi
possivel observar a formacdo de dois complexos de interacdo DNA-Proteina quando se empregou a
sonda “pxynl WT” (Figura 6a), na qual os dois motivos de ligacdo estdo presentes, indicando a
ocupacado dos dois sitios ou possivel formacdo de um dimero. A utilizacdo de sondas nas quais foi
introduzida uma muta¢do na posicdo G2 para T (5'-GGCTAA-3’ para 5-GTCTAA-3’), tanto no
primeiro (pxynl M1) quanto no segundo motivo (pxynl M2), também revela formacdo de dois
complexos, especialmente quando se empregando 300 nM de proteina (Figura 6a). Utilizando as
mesmas sondas e o DLD de Xyrl, Rauscher e colaboradores (2006) também observaram a
formacdo de dois complexos DNA-Proteina para a sonda “pxynl WT”. No entanto, ao se empregar
as versoes “M1”, “M2”, apenas um complexo pdde ser observado. Os resultados do presente
trabalho, analisados em conjunto com esses dados fortalecem a hipétese de formag¢do de dimero

por rXyrl.

Como controle, o emprego da sonda duplo mutante “M1M?2” aboliu a formagdao dos
complexos (Figura 6a). A especificidade de ligacdo foi comprovada pelos ensaios de competicdo
usando versdoes ndo marcadas com 6-carboxi-fluoresceina (FAM) em excesso molar de 3, 6 e 9
vezes (Figura 6b; 6¢C e 6d).
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Figura 6. Ensaios de EMSA: ligagdo de rXyrl na regido promotora de xynl1. (a) Intera¢do de quantidades crescentes de rXyrl com 7,5
nM das sondas “pxynl WT”, “pxynl M1”, “pxynl M2” e “pxynl M1M2". A confirmagdo da especificidade de ligagdo foi evidenciada
empregando competidores ndo marcados em excesso molar de 3, 6 e 9 vezes paras sonda “pxynl WT” (b), “pxynl M1” (c) e “pxynl
M2” (d). (e) Representagdo esquematica das sondas empregadas. Todas as sondas foram preparadas como DNA dupla fita. As setas
indicam os complexos DNA-proteina formados.
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A hipétese da formacdo de dimeros de rXyrl foi corroborada por ensaios de EMSA
empregando-se desoxicolato de sédio (DOC) (Figura 7a). DOC é um detergente idnico que interfere
na interacdo proteina-proteina, mas nao na ligacdo DNA-proteina (Baeuerle & Baltimore 1988). O
emprego de concentracdes crescentes do detergente levou a ligacdo de rXyrl como um mondmero
(Figura 7a). No intuito de confirmar que o evento de dimerizagdo ndo ocorre em fungdo da cauda
de histidina C-terminal, utilizada para purificacdo da proteina recombinante, a remocdo desta
regiao foi realizada por clivagem proteolitica com trombina. Conforme mostrado na Figura 7b, a

formacdo do dimero empregando-se as sondas “WT” e “M1” ndo é afetada pela excisdo dessa

regiao.
a pxyn1 WT b pxyni WT pxyni M1
rXyri (100 nM) rXyri 100 100 100 100 200 200
DOC (%) trombina - + - + - +
l" i ‘4 ‘ {

]

Et B . b

sonda livre

sonda livre %

Figura 7. Ensaios de EMSA: ligacdo de rXyrl na regido promotora de xynl: confirmagdo da dimerizagdo de rXyrl. (a) Emprego de
crescentes concentragdes de desoxicolato de sédio (DOC) para interferir nas interagGes proteina-proteina levando rXyrl a interagir
com o DNA apenas como um monémero. (b) Efeito da remog¢do da cauda de histidina C-terminal sobre a dimerizagdo de rXyr1.

A interacdo de rXyrl com a regido promotora de xynl também foi avaliada por meio de
espectroscopia de Dicroismo Circular (CD). A coleta dos espectros CD de rXyrl foi realizada com a
proteina sozinha e na presenca das diferentes sondas do promotor de xyn1 (Tabela 1 e figura 6e).

A analise do espectro da proteina sozinha revelou sugestdes a respeito de sua estrutura secundaria
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(Figura 8). A presenca de distintos picos negativos em 208 e 222 nm é indicativa de consideravel
conteudo de estruturas em a-hélice (Kelly et al., 2005). O emprego do algoritmo K2D (Andrade et
al, 1993) estimou um conteudo de a-hélice em 35%, de folha-B em 17% e de regides desordenadas
(random coil) em 48%, apresentando boa correlagdo com a predigdo in silico realizada pela

ferramenta SOPMA (http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-

bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html), (32,5 % de a-hélice) (Geourjon & Deléage,

1995).

Na presenca dos oligonucleotideos, é clara a interacdo DNA-proteina, pois ocorreram
modificacdes no espectro de rXyrl que puderam ser interpretadas como perda no contelddo de
estrutura secunddria da proteina (Figura 8). Essa reducdo na elipticidade negativa resultou na
diminuicdo de 21-23% no conteludo de a-hélice com as sondas “WT”, “M1”, “M2” e de 35% com a

sonda “M1M2” (Tabela 3).

-5.0%10°3-

-1.0x104

[o] graus cm? dmol™!

-1.5x104 . . .
200 220 240 260

A nm
Figura 8. Espectros de CD de rXyrl na regido do UV distante (200 — 260 nm) na auséncia e presenga de DNA. 0.3 uM de
proteina e complexos DNA-proteina com fragmentos do promotor de xyn1 (razdo molar de 1:1). Proteina sozinha (®), complexo

com “pxynl WT” (A), “pxynl M1” (o), “pxynl M2” (V) e “pxynl M1IM2” (¢). A contribuicdo dos espectros dos
oligonucleotideos foi subtraida.
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Tabela 3. Compilagdo dos dados de CD da interagdo de rXyrl com fragmentos do promotor de xyn1.

" Razdo [6,,]/[0nc]
Reducdo do conteiido ~ Razdo [0,,,1/[6,0] 222777208 Kd (nM)
Sonda de a-héli . . do complexo DNA-
e a-helice da proteina sozinha ,
proteina

pxynl WT 21% 0,85 0,90 128 + 14°

pxynl M1 23% 0,85 0,94 475 +79°
pxynl M2 23% 0,85 0,90 728 + 107°
pxynl M1M2 35% 0,85 0,94 1427 +369°

%0s dados sdo0 apresentados como media * erro padrio (n=3).

Outros estudos empregando CD evidenciaram mudancas conformacionais induzidas pela
interacdo com o DNA para diversas proteinas, tais como c-Jun/c-Fos, GCN4, Pax-6, NF-kB, 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 dominio basico do tipo “ziper de leucina”
(bZIP), a interacdo com DNA promove uma clara inducdo e estabilizacdo de regides em a-hélice. O
mesmo ocorre para outros fatores cujo DLD é basicamente formado por regides em a-hélice,
como Pax-6 (Epstein et al., 1994), com DLD do tipo paired box , MASH-1(hélice-al¢a-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 secundaria para NF-kB e Ets-1(Matthews et

al., 1995; Petersen et al., 1995). Os homodimeros de p50 e p65 do complexo NF-kB, que
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compartilham um complexo DLD do tipo dominio de homologia Rel (RHD) com predominancia em
folhas-B, apresentaram consideravel desenovelamento da proteina 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 rXyrl (Figura 8). Ets-1 é um fator transcricional que apresenta um
DLD na forma de “hélice-volta-hélice alada” (wHTH): a interagdo com o DNA promove o
desenovelamento de uma hélice que flanqueia um dominio auto-inibitério, que regula a afinidade
do fator ao DNA, e possivelmente expde uma segunda regido de interacdao proteina-proteina. Um
possivel papel do DNA na regulacdo alostérica de Xyrl soa plausivel, mas ainda carece de maior
corroboracdo experimental, como ensaios utilizando versdes truncadas da proteina ou ainda a

verificacdo da sensibilidade proteolitica de rXyrl na auséncia e na presenca de DNA.

A aparente mudanca estrutural induzida em rXyrl durante a interacdo DNA-Proteina foi
observada apenas quando foram utilizadas quantidades equimolares, tanto da sonda de DNA
guanto da proteina recombinante. No entanto, diferencas ficaram claras quando 300 nM de rXyrl
foram titulados com quantidades crescentes de cada sonda, com os quais a proteina apresentou
diferentes constantes de dissociacdo, Kd (Tabela 3 e Figura Suplementar S1, ver em Anexos). Estes
dados de titulagao apontaram para uma preferéncia de rXyrl por se ligar ao segundo motivo 5’-
GGCTAA-3’ presente no sitio palindromico do promotor de xynl. Com uma afinidade de ligacao
quase 10 vezes maior quando utilizada a sonda “M1M2” em comparag¢ao com “WT”, a mudanca
conformacional observada em rXyrl, quando em contato com essa sonda, foi interpretada como
ligacdo inespecifica, o que é corroborado pelo ensaio de EMSA realizado com a sonda “M1M2”

(Figura 6a).

A utilizacdao preferencial do segundo motivo 5-GGCTAA-3’ vai de encontro com os
resultados relatados por Rauscher e colaboradores (2006), nos quais a mutacdo no segundo

motivo abole a formacdo de complexos DNA-proteina utilizando extratos protéicos de T. reesei e
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reduz a atividade promotora da regido. Adicionalmente, isso reforca a hipdtese de uma possivel
interacdo/competicdo de Xyrl com o regulador Acel, cuja especificidade de ligagdo ao promotor

de xyn1 ocorre justamente para este segundo motivo (Rauscher et al., 2006).

Analisados em conjunto com os dados de EMSA, as titulagdes por CD indicam um padrao
complexo de interacdo DNA-proteina entre rXyrl e as sondas utilizadas. A proteina pode interagir
independentemente em cada um dos sitios de ligacdo da repeticao invertida presente no promotor

de xynl e pode, ainda, se ligar como um homodimero ou mondémero.

A maioria dos fatores de transcricdo da familia Zn(l1),Cyse se ligam como homodimeros a
sitios contendo repeticbes da trinca CGG orientados em uma configuracdo simétrica (diretos,
invertidos ou evertidos) separados em uma seqiiéncia interna (revisto por Todd & Andrianopoulos,
1997). No entanto, algumas proteinas da familia, como AlcR de Aspergillus nidulans, se ligam como
um monomero a uma seqliéncia alvo assimétrica (Nikolaev et al., 1999). No caso de XInR, tanto em
A. niger quanto em A. orizae, a analise dos promotores de seus genes alvos revela uma seqliéncia
consenso de ligacdo como sendo um sitio Unico (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 xynl e xyn2 de T. reesei

indicam a ocupacao de sitios palindromicos (Rauscher et al, 2006; Stricker et al., 2008a).

Por outro lado, Fukurawa e colaboradores (2009) também evidenciam a ligacdo do DLD de
Xyrl em motivos Unicos, o que, junto aos dados deste trabalho, colocam Xyrl em uma situagao
intermedidria. Curiosamente, o complexo DNA-Proteina formado com a sonda “WT” possui Kd
menor que em relagao a sonda “M1”, o que indica que, mesmo podendo interagir separadamente
com cada um dos motivos 5'-GGCTAA-3’, a presenca dos dois motivos intactos parece estabilizar o
complexo DNA-proteina formado, no qual ambas as unidades protéicas do dimero fazem contato

com a sonda. Isso fica evidente ao se comparar os resultados de EMSA deste trabalho,
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empregando a proteina inteira, e 0 mesmo ensaio realizado com a mesma sonda somente com o
DLD de Xyrl (Rauscher et al., 2006; Fukurawa et al., 2008). Nestes trabalhos, o uso de crescentes
guantidades do DLD promoveu um incremento de ambos os complexos DNA-proteina formados,
com maior intensidade para o complexo de maior mobilidade, indicativo de saturacao seqiencial
dos motivos 5’-GGCTAA-3’. J4 o emprego da proteina inteira favorece a formagdo do segundo

complexo, de menor mobilidade (Figura 6a).

O numero de motivos de interacdo com fatores de transcricdo pode estar diretamente
relacionado a for¢a de um promotor. Para GAL4, onde o nimero de motivos de ligacdo e a relativa
afinidade variam entre os genes da familia GAL, o que acarreta uma ativacdo diferencial (revisto
por Lohr et al 1995). Assim, uma possivel associacdao entre o nimero de motivos de ligacao a Xyrl
e a forca de certos promotores representaria um interessante campo de investigacdo. A analise dos
genes xynl1-3 torna plausivel a afirmacdo inicial de que um maior nimero de motivos de ligacdo a
Xyrl é diretamente proporcional a forca dos promotores de cada um desses genes. Fukurawa e
colaboradores (2009) mostraram que, para linhagem de T. reesei PC-3-7 sob inducdo de soforose, o
acumulo de mRNA de xyn3 é, pelo menos, 6 vezes maior do que em relacdo a xynl e xyn2. O
promotor de xyn3 possui 3 motivos de ligacdo a Xyrl fisiologicamente ativos (uma repeticdo
invertida de 5'-GGCTAT-3’ e 5’-GGCTAT-3’ separados por 16 pb e um motivo ndo-palindromico 5’-
GGCTAA-3’) (Fukurawa et al 2008), enquanto xynl e xyn2 contam com 2 motivos, na forma de um
sitio palindrémico, separados por 10 e 12 pb, respectivamente (Rauscher et al., 2006; Stricker et al.,
2008a). No entanto, o numero de motivos em cis € uma varidvel que ,mesmo importante, ndo deve
ser considerada isoladamente. Conforme abordado no tépico introdutério deste capitulo,
diferentes moléculas indutoras induzem diferencialmente xynl e xyn2. Ha ainda a participacdao de
fatores transcricionais acessorios, como Acel e Ace2 estabelecendo, portanto, uma rede

regulatdria.

102



4.3.2 Sinal de localizagao nuclear e regiao em coiled-coil

A montante do putativo DLD sdo observados dois pequenos grupamentos de residuos
basicos de lisina e arginina, RK-Xg-RRR (residuos 80 a 93, Figura 4), os quais se assemelham com o
consenso descrito para um sinal de localizacdo nuclear (SLN) bipartido: (K/R)2-X10-12-(K/R)3
(Christophe et al., 2000). Por outro lado, imediatamente a jusante ao DLD, é observado outro
grupamento de residuos basicos de lisina e arginina (RKKR, residuos 130 a 133, Figura 4). Esta
seqliéncia, embora se encaixando no consenso (K/R)s;e descrito como SLN de sitio Unico
(Christophe et al., 2000), e comumente reportada como SLN de diversas proteinas (Kirito et al.,
2004; Mikami et al., 2005; Lopes et al., 2006; Song et al., 2006), mostra-se ndo funcional para o
homadlogo XInR em A. niger. Hasper e colaboradores (2004) demonstraram que a delecdo parcial e
a mutagénese sitio-dirigida de RKKR ndo afetam a localizagdo nuclear de XInR. Ainda segundo
Hasper e colaboradores (2004), o enderecamento ao nucleo de XInR fica a cargo de uma regido
presente na porg¢ao C-terminal com possivel estrutura na forma de hélices enroladas (coiled-coil). A
analise da seqliéncia de Xyrl pelo programa COILS (Lupas et al., 1991) aponta uma possivel regido
em coiled-coil equivalente ao que é reportada para XInR (residuos 702 — 729, Figura 4). RegiGes em
coiled-coil comumente mediam a homodimerizacdo de diversas proteinas da familia Zn(ll),Cysg,
incluindo GAL4, LEU3 e PPR1 (Carey et al., 1989; Marmostein et al., 1992; Marmostein & Harrison,
1994; Remboutsika & Kohlhaw, 1994), embora nem todos representantes da familia de proteinas

necessariamente funcionem como homodimeros.

Os resultados dos EMSAs (Figuras 6 e 7) indicaram a formacdo de um padrdo complexo de

interacdo de rXyrl com o fragmento da regido promotora de xynl1, podendo se ligar como dimero
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ou monomero. No intuito de investigar se a formacdo do dimero é um evento dependente da
interacdo com o DNA, o estado de dimerizacdo da proteina foi verificado por BN-PAGE
bidimensional (Figura 9). A primeira dimensdo de separagdo eletroforética (gel nativo ndo-
desnaturante) evidenciou a separacdo de duas bandas que, segundo a segunda dimensdo de
separagdo (gel desnaturante), possuem a mesma massa molecular e, portanto, representam a
mesma proteina (Figura 9a). A presen¢a de duas bandas indica que rXyrl ocorre como uma
mistura de monémeros e homodimeros em solu¢cdo, com a prevaléncia da forma monomérica

observada pela aparente abundancia da banda de maior mobilidade.

a b

Xyr1 WT Xyr1 T577A
1adimensao 1a dimensdo
BN-PAGE BN-PAGE
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Figura 9. Eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida azul nativo (2D BN-PAGE) para rXyrl (a) e rXyrls;7 (b). 900 ng de cada
proteina recombinante foram inicialmente submetidos ao BN-PAGE (5/8%) para separar dimeros de mondmeros. Em seguida, as
amostras foram submetidas a segunda dimensdo (SDS-PAGE, 8%) para fracionar as proteinas por tamanho.
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Na espectroscopia de Dicroismo Circular, a razdo dos valores de elipticidade molar
[02221/[0208] tem sido utilizada para avaliar o estado de conformacdo em coiled-coil de proteinas
(Lau et al., 1984), o que evidencia a interacdo inter-hélices, algo comum em eventos de homo e
heterodimerizacdo de proteinas. Em particular, a elipticidade em 222 nm é responsiva ao conteudo
o-helicoidal, enquanto que a variacdo em 208 nm é sensivel ao eixo da hélice e, portanto, se o eixo
o-hélice estd interagindo com outra hélice. Desta maneira, a elipticidade molar em 222 nm
permanece inalterada durante a interacdo inter-hélices, enquanto é observada uma reducdo para
208 nm (Lau et al., 1984; Zhou et al., 1992; Mehboob et al., 2001; Paulucci et al., 2002; Choy et al.,
2003). A razdo [0,2,]/[0208] ~1 ¢é indicativa de a-hélices em conformac¢do em coiled-coil, enquanto
hélices simples que nao interagem apresentam razao ~0,8.

As razoes [0,2,]/[0208] para rXyrl permanecem em torno de 0,8 na auséncia das sondas de
DNA (Tabela 3). Isso sugere que, nas condicdes empregadas no ensaio de CD, as regibes de a-
hélice permaneceram simples, o que foi interpretado como rXyrl em uma forma prevalentemente
monomérica. Por outro lado, na presenca de DNA, foi observado um aumento na razdo 6,5,/6;0s,
indicando aumento das intera¢des inter-hélice, possivelmente, por formacao do homodimero.
Estes resultados, tomados em conjunto com os dados de EMSA e BN-PAGE, fortalecem a hipdtese
de que Xyrl pode até dimerizar antes de se ligar aos promotores, mas a formacdo do homodimero
é induzida pela interacdo com DNA. Contudo, a dimerizacdo ndo é fundamental para a interacdo
com o DNA, pelo menos in vitro. Em adicdo a isto, a possibilidade de rXyrl de formar dimeros vai
de encontro com uma possivel interacdo direta com Acel e Ace2, em um modelo de regulacdo que

iria além da simples competicdo por sitios de ligacdo ao DNA.
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4.3.3 Dominio de ativagdo transcricional

Varios fatores transcricionais da familia Zn(ll),Cysg apresentam dominios regulatérios C-
terminais. Em GAL4, o dominio de ativacdo transcricional é observado entre os residuos 768 e 881,
os 113 ultimos residuos de aminodcidos da proteina (Keegan et al., 1986; Ma & Ptashne, 1987). Em
LEU3 (886 residuos de aminoacidos), o dominio de ativacdo transcricional encontra-se nos 30
ultimos residuos (Wang et al.,, 1997) e em PUT3 (979 residuos de aminodacidos) a regido
compreendida entre os residuos C-terminais de 890 a 979 inclui dominios de ativacdo e regulacao
(Etages et al., 2001). Dois residuos de aminodcidos que sdo imprescindiveis para ativacdo
transcricional por XInR (Leu-823 e Tyr-864) (van Peij et al., 1998a; Hasper et al., 2004) também s3do
conservados em Xyrl (Leu-823 e Tyr-923, Figura 4). Eles estdo localizados entre os 60 ultimos
residuos de XInR, regido considerada como o dominio de ativacdo transcricional (van Peij et al.,
1998a; Hasper et al., 2004), que apresenta alta identidade de seqliéncia com a extrema porcao C-

terminal de Xyr1.

4.3.4 Fosforilagao em rXyrl

Comum mecanismo de modulacado de atividade transcricional, a fosforilacdo também tem
papel fundamental na regulacdo da atividade de proteinas da familia Zn(Il),Cyss. Proteinas como
CAT8 e SIP4, ativadores de genes envolvidos com a gliconeogénese em S. cerevisiae, se tornam
fosforiladas durante a desrepressdo de seus genes alvo (Randez-Gil et al., 1997; Vicent & Carlson,
1998). GAL4 sofre multiplas fosforilacdes que influenciam sua atividade e que estdo relacionadas
com a estabilizacdo de uma conformacdo do complexo GAL4-GAL80 permissivo a ativacdo

transcricional (Sadowski et al., 1996). Tais fosforilacGes que possivelmente funcionam como
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marcacdo para degradacao proteolitica das unidades de GAL4 ja engajadas no recrutamento do
complexo de pré-iniciacdo da transcricdo em seus genes alvo (Muratani et al., 2005). Dentre os
reguladores de xilanases, Noguchi e colaboradores (2011) mostraram que AoXInR de A. oryzae é
uma fosfoproteina que assume um estado hiperfosforilado e reversivel quando o fungo é crescido

em D-xilose como Unica fonte de carbono.

No intuito de avaliar o papel da fosforilacgdo em rXyrl, inicialmente foi realizado um EMSA
com aliquotas de rXyrl tratadas com fosfatase alcalina. Nesse experimento ficou evidente a
diminuicdo da formacdo de complexos DNA-proteina na medida em que se aumentou a
guantidade de fosfatase alcalina empregada, com reversio do quadro quando a enzima foi

inativada por calor antes do tratamento de rXyr1 (Figura 10).

pxyn1 WT
Fosfatase alcalina _ 5U 10U 150 _
Fosfatase alcalina inativa - - - - 15U
rXyr1 (50 nM) * + * + +
el
S “F - F Figura 10. Ensaio de EMSA para a regido promotora de xynI:
sonda livre st H M H HI deffosforllagao de rXyrl. A protem:?\ rXyrl foi de.fosforllelda por 30 min,
—— 30°C na presenca de fosfatase alcalina antes da incubagdo com a sonda

pxynl WT.

Segundo andlise in  silico por meio da plataforma  NetPhos 2.0

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/, Bloom et al., 1999), Xyrl possuiria diversos sitios

passiveis de fosforilacdo, o que incluiria pelo menos 43 residuos de serina, 7 de treonina e 6 de

tirosina. Em especial, a regido compreendida entre os residuos 577 e 586 (TEEEREERRR, Figura 4) é
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idéntica entre Xyrl e os homodlogos XInR em A. niger, A. oryzae e N. crassa e é consistente com o
consenso utilizado pela caseina quinase Il ((S/T)X2(D/E), Pinna, 1990). Uma regido equivalente no
fator Crel em T. reesei é também bastante conservada entre os homédlogos em ascomicetos e é
fundamental para a atividade do fator. Mutac¢des nessa regido reduzem a formacdo de complexos
DNA-proteina e colocam o fungo em um estado desreprimido, considerando-se o sistema de

repressao por carbono (Cziferszky et al., 2002).

Com base no exposto, além da versao selvagem de Xyrl, uma versao variante foi produzida
(Figura 2) e caracterizada. A versdo rXyrlys;7a foi produzida no intuito de avaliar a mutacdo pontual

em um possivel sitio de fosforilacdo, com a substituicdo Thr-577-Ala (Figura 4).

A avaliacdo do mutante por CD ndo apontou diferencas em termos de conteudo de

estrutura secundaria entre rXyrlys77a € o tipo selvagem (Figura 11).
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Figura 11. Espectros de CD na regido do UV distante (200 — 260 nm) de 0.3 uM de rXyr1 (e)
e rXyrlrs;za (A).
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Como foi evidenciado pelos ensaios de BN-PAGE, a mutacdo ndo afeta a dimerizacdao de
rXyrl (Figura 9b), dado este confirmado por EMSA (Figura 12a). No entanto, a versdo rXyrlrs;7a
apresentou maior Kd que a proteina selvagem (Figura 12b e Figura Suplementar S1, ver em
Anexos), confirmando que a modulagdo da atividade de rXyrl por fosforilagdo afeta diretamente a

capacidade do fator de se ligar ao DNA.

a b

rXyr1
pxynt WT rXyritszza
Xyrirszza (") 4 55 50 75 100 125 150 150 150 150 J-
competidor . - - - - - . 3x Bx ox (nM) 300 300 vl
Kd (nM) do
Fipstppd ! 0 h L
’ 1 1 Proteina complexo DNA-
Lo = A proteina com
pxynl WT
rXyrl 128 £ 14
rXyrliss7a 372+49
Sonda livre [-l—“ Sonda livre |MEE

Figura 12. (a) Ensaio de EMSA para a regido promotora de xyn1: interagdo de rXyrlis;;a com a sonda pxynl WT. A confirmacgdo da
especificidade de ligagao foi evidenciada empregando-se competidores nao marcados em excesso molar de 3, 6 e 9 vezes para a
sonda “pxynl WT” (b) As aparentes constantes de dissociagdo (kd) dos complexos DNA-proteina formadas foram determinadas
por titulagdo empregando-se CD. Os dados sdo apresentados como media + erro padrdo (n=3).

A fosforilacdo de Xyrl em outras posicdes abre a possibilidade de investigacao de outros
mecanismos de modulagcdo para Xyrl que nao apenas afinidade de ligacdo ao DNA. A primeira
escolha ldgica seria a investiga¢do futura de residuos na regidao do possivel dominio de ativacao
transcricional, tendo em vista a importancia do residuo Tyr-864 em XInR (Hasper et al., 2004),
conservado na posicdo 929 em T. reesei (Figura 4), e que, quando substituido por fenilalanina,

impos forte reducdo da atividade xilanolitica de A. niger.
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Adicionalmente, no intuito de avaliar a possivel interferéncia na estabilidade estrutural de
rXyrl causada pela mutacdo T577A, um ensaio piloto de desnaturacdo térmica da proteina
selvagem e do mutante foi realizado elevando-se a temperatura de 20 a 95°C, permitindo o
equilibrio por 5 minutos antes da realizacdo das medidas. Ndo foi observada diferenca entre a Tm
de desnaturacdo entre as duas proteinas (dados ndo mostrados). No entanto, tal experimento ndo
foi levado em consideracdao para uma real analise de resultados, em virtude do carater nao
reversivel da desnaturacdo térmica observada, com concomitante agregacao e precipitacao das
proteinas. Isso impossibilitou o cdlculo de parametros termodinamicos que permitiriam uma

analise mais segura desse resultado especifico.

4.3.5 Dominio responsivo a glicose

A modulacdo da atividade transcricional de proteinas da familia Zn(Il),Cyss em resposta a
sinais metabdlicos € comum para. Wang e colaboradores (1997) descrevem um fenbmeno de
modulacdo da atividade transcricional de LEU3 em S. cerevisiae, no qual a proteina sofre possivel
mudanca conformacional na presenca de isopropilmalato, um intermediario metabdlico da
biosintese de leucina, expondo o dominio de ativacdo transcricional do fator. No caso de GAL4, o
membro da familia Zn(l1),Cyss melhor estudado até entdo, o mascaramento do dominio de ativacdo
transcricional ocorre pelo regulador GAL80. Na presenca de galactose, uma terceira proteina, GAL3,
forma um heterodimero com GAL80 liberando o dominio de ativagao de GAL4 (revisto por Traven
et al., 2006). Além da modulacdo da atividade de GAL4 por interaces intermoleculares, existem
evidéncias de um mecanismo de inibicdo direto por D-glicose. Stone & Sadowski (1993)

demonstram que na regido central de GAL4 ha um dominio responsivo a D-glicose com papel na
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inibicdo intramolecular da atividade transcricional do fator. Neste modelo, é considerada como
hipdtese para o mecanismo de modulacdo a ligacdo direta de D-glicose ou de seus metabdlitos a

GAL4 desencadeiam possivel mudanc¢a conformacional na proteina.

A analise de mutantes de A. niger contendo trés modificacdes em XInR, a mutacao Val-756-
Phe e a introducdo de cédons de parada apds os residuos Leu-668 e Gly-797 apresentaram
conseqliéncias interessantes. Ambas as modificagcdes resultam em uma maior atividade xilanolitica
do fungo, assim como um aumento da expressao de genes alvo de XInR, como x/nB (endoxilanase
B), em condicGes de repressdao com D-glicose como Unica fonte de carbono (Hasper et al., 2004). A
regido que contém essas mutacoes estd localizada entre a regido em coiled coil (o SLN) e o dominio
de ativacdo transcricional, provavelmente, estd relacionada com a modulacdo da atividade de XInR
por D-glicose. O modelo de repressdo por D-glicose proposto para XInR ocorreria por meio de
interacdes inter ou intramoleculares com a regido C-terminal da proteina que resultariam em um

estado inativo da proteina.

O regulador Xyrl apresenta alta identidade nesta regido descrita para XInR, incluindo o
residuo Val-756 (posicdo 821, Figura 4). Esta constatacdo motivou investigacdo de uma possivel
modulacdo alostérica de Xyrl por carboidratos. O ensaio de CD para rXyrl na presenca de D-
glicose, assim como de D-xilose, mostrou-se que os dois carboidratos tiveram influéncia na
estrutura secundaria de rXyrl (Figura 13). Em ambos os casos, ocorre diminui¢cdo no conteudo de
a-hélice e aumento nas razoes [0,,,]/[0208] (0,88 = 0,93 em ambos os casos), com um efeito muito
similar a interacdo de rXyrl com o DNA. No entanto, ocorreu maior perda de estruturas em a-
hélice na presenga de D-xilose (até 33% contra 22% em D-glicose), o que pode indicar que rXyrl
assume diferentes conformac¢des conforme o carboidrato empregado. Tais mudancas na estrutura

da proteina aparentemente ndo interferem com a capacidade de ligacdo ao DNA (Figura 14).
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Evidéncias a respeito da regulacdo transcricional de Xyrl sustentam a hipdtese de
modulacdo da atividade do fator por ativacdo pds-transcicional. Mach-Aigner e colaboradores
(2008) reportaram que a expressdo de xyrl é diretamente influenciada por Crel, o mediador da
repressao por carbono em T. reesei, e que esse gene também é regulado negativamente por Acel.
Ainda no mesmo trabalho, a expressdao de xyrl nao foi afetada via uma molécula indutora
especifica. Enquanto a utilizacdo de D-xilose e xilobiose induzem diferencialmente xynl e xyn2, o
acumulo de mRNA de xyrl se manteve constante. Quando sdao tomados em conjunto com o fato
gue o promotor de xyr1 nao apresenta motivos de ligacdao a Xyrl, o que descartaria possivel auto-
regulacdo, esses dados dariam suporte a um simples modelo regulatério baseado em um
mecanismo de repressdo/desrepressdo. Tal hipdtese também explica razoavelmente como a
repressao por carbono regula a expressdao de genes como cbh2 e xyn2, que ndo possuem sitios

funcionais para a ligacdo de Crel (Zeilinger et al., 1996 e 2003).
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Figura 13. Espectros de CD de 0,25 uM de rXyrl na regido do UV distante (200 — 260 nm) na
presenca de D-glicose (a) e D-xilose (b). Relagdo proteina:carboidrato = 1:0 (A), 5:1 (o) 1:1
(V) e 1:5(#). A contribuigdo dos espectros dos carboidratos foi subtraida.
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Figura 14. Ensaio de EMSA para a regido promotora de xynl: interagdo
de rXyrl com a sonda pxynl WT na presenca de D-glicose e D-xilose.

Em uma primeira analise, é plausivel considerar que a sintese de novo de Xyrl teria um
papel importante em tal modelo de regulacdao. O que é contradito pelo fato de que analises de
footprinting in vivo em xynl e xyn2 revelaram que Xyrl se encontra ligado aos seus sitios de
ligacdo ao DNA, mesmo em condicbes de repressdo (Rauscher et at. 2006, Stricker et al., 2008a).
Além disso, essas mesmas analises revelaram que o emprego de ciclohexamida, um inibidor da
tradugdo, demonstrou que a indugao de xyn1 é independente de uma nova sintese de Xyrl (Mach-
Aigner et al., 2008). Este estaria permanentemente disponivel na célula em niveis basais e cuja
ativacdo provavelmente ocorreria por modificacGes pds-traducionais. O modelo de regulacdo por

Xyrl é, portanto, mais complexo do que as primeiras evidéncias experimentais sugeriram.

Diante do exposto, dentro desse modelo complexo, defendo a hipdtese de que a regulacao

alostérica de Xyr1 é possivel e a proposicdo de que distintas mudancas conformacionais, induzidas
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tanto por D-glicose e D-xilose, poderiam influenciar a ativacdao do fator. Nossos dados vao
diretamente em encontro com os dados de Mach-Aigner e colaboradores (2008). Esses autores
demonstraram que um transformante de T. reesei contendo uma cépia constitutiva de xyrl
apresenta aumento considerdvel no acimulo de mRNA de xyn1 quando o fungo é cultivado em D-
xilose. Adicionalmente, xyn1 é induzido por D-xilose mesmo na presenca de D-glicose (Mach et al.,

1996).

Embora a proposicao de modulacdo alostérica para Xyrl seja plausivel dentro do modelo e
encontre correlacdo com outros reguladores transcricionais como GAL4, tal hipdtese necessita de
outra confirmacdo experimental. No entanto, os resultados aqui apresentados deverdao nortear a
investigacdo mais aprofundada deste mecanismo ainda ndo explorado em Xyrl ou em qualquer

outro reguladores de xilanases.
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5. Conclusao
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Os resultados apresentados nesta etapa do trabalho mostraram a bem sucedida producao
heterdloga da versdo completa da proteina Xyrl (rXyrl), a despeito de sua instabilidade, algo até
entdo inédito entre reguladores de xilanases em fungos filamentosos. Nossos dados indicaram que
rXyrl naturalmente pode formar homodimeros em solucdo, mas também que a dimerizacdo nao é
fundamental para a interacdo com o DNA, o que implica em uma dindmica complexa de ligacdo ao
promotor de xynl1, podendo se ligar como monémero ou dimero e interagir com ambos os motivos

do sitio palindrémico.

A capacidade de dimerizacdo fortalece ainda a hipdtese de possiveis interacoes proteina-
proteina com outros fatores transcricionais como Acel e Ace2, que modulariam a atividade de

Xyrl durante a inducdo da expressdo de genes do complexo xilanolitico de T. reesei.

ModificacGes pos-traducionais tém sido apontadas como cruciais na regulagdo mediada por
Xyr1l (Mach-Aigner et al.,2008). No presente trabalho, iniciamos a investigacdo de duas facetas de
tal modulacdo: a fosforilagdo e a modulacdo alostérica. A fosforilagdo tem um possivel papel na
regulacdo da atividade de rXyrl, sendo necessaria para a interacdo DNA-proteina in vitro, mas nao
afeta a homodimerizagdo. Adicionalmente, apresentamos indicios de modulagdo alostérica para
Xyrl, dependente tanto da interagdo com o DNA, como carboidratos, o que torna mais complexo
esse modelo de regulagdo que tem se demonstrado bastante elaborado ao longo dos ultimos 15

anos.
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6. Perspectivas
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Como perspectivas futuras desse trabalho, podemos destacar:

1-

Andlise comparativa do padrao de ligacdo de rXyrl a outros promotores e verificacao de
como o numero de motivos de ligacdo afetaria a dinamica de interacdo, afinidade e se isso

estaria correlacionado com a forca destes promotores;

Andlise da formacdo de heterodimeros entre rXyrl e outros moduladores da expressao de
xilanases, como Acel e Ace2, visando elucidar o mecanismo da rede de regulacdo

transcricional;

A investigacdo do papel de mutag¢des pontuais na estrutura e funcdo do fator, in vitro e in
vivo, sobretudo em regiGes como os possiveis “dominio responsivo a glicose” e o “dominio

de ativacdo transcricional”;

Andlise do possivel papel de mutacdo T577A e outras mutagdes pontuais na estabilidade
estrutural de rXyrl por meio de ensaios de desnaturacdo empregando agentes caotrépicos

no lugar da temperatura.

A confirmacdo da hipdtese de modulacdo alostérica por meio do emprego de versoes
truncadas da proteina e com a verificacdo da sensibilidade proteolitica de rXyrl na
auséncia e na presenca de DNA e carboidratos, com concomitante identificacao dos
fragmentos gerados. Tal abordagem permitira o mapeamento de possiveis interagdes

intramoleculares e como isso interferiria nas em interagdes proteina-proteina.
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Figura Suplementar

rXyr1 vs pxyn1WT rXyr1 vs pxyn1M1
1.0 . 1.0 .
e *® s s
L 08 cee s o 08 _
£ £ »E o
Sos| *° 306 ,{";
° o Kd =128+ 14 ° o Kd=475:79
504 J %04 ¢
8 / [
e / e /
0.2
0.0 ; ; ; ; ] 0.0¢ ; ; ; ; ]
200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
[DNA] nM [DNA] nM
rXyr1 vs pxyn1M2 rXyr1 vs pxyn1M1M2
1.0+ e 1.0+ L
PO
0.8 0.8
[ [
€ €
5 0.6 e E, 0.6
° p 7 Kd =728+ 107 o
'S, 0.4 ) 'S, 0.4
£ . £ /
0.2 / 024
/e /
006 | ‘ ‘ ‘ | 0.0¢ & ‘ ‘ ‘ |
0 200 400 600 800 1000 (i 200 400 600 800 1000
[DNA] nM [DNA] nM
rXyritszza vs pxyn1WT
1.0 [}
*3
0 08 e
i%' /i! °
506 .*
=} y = +
8 04 . Kd =372+ 49
o 4
('S
0.2 o
0.0¢ ‘ ‘ ‘ : |
0 200 400 600 800 1000

[DNA] nM

Figura Suplementar S1. Determinagdo das aparentes constantes de dissociagdo. As titulagdes foram realizadas com 0,3 uM de
proteina, adicionando-se 0 — 0,9 UM de DNA, com um tempo de equilibrio de 2 min entre cada varredura, a 22 °C. As aparentes
constantes de dissociagdo (Kd) dos complexos DNA-Proteina foram estimadas seguindo as mudangas de elipticidade residual molar a
222 nm utilizando a equagdo Y= (B.X)/(Kd+X), onde B,,., representa a fracdo de complexo formado no ponto de saturagdo, na
mesma unidade que Y (fracdo ligante) e X representa a concentracdo de DNA a cada ponto da titulagdo. Os valores de Kd foram
obtidos por regressao nao-linear empregando-se a equacgao descrita.
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Time-course expression profilesol one xylanase and eight cellulase encoding genes, as well as of bwo tran-
seription factor encoding genes of Humicola grisea var. thermoides were established in different culture
media pHs and carbon sources (glucose and sugarcane bagasse ). Quantitative real-time RT-PCR analysis
revealed a remarkable amd parallel increase in mENA accumulation for cbil11, chhil 2, egll, egi2, egl3,
bgld amd xynl at alkaline pH and with sugarcane bagasse employed as the sole carbon source. Glucose
utilization led to a higher oed mENA accumulation compared to the other genes A distinet pattern was
observed for egld, whose mRMA preferably accumulated in acidic 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, EMSA analyses suggest a role for CreA on pacC tran-
soriptionalregulation. These d ata will be wseful to H. grisea hydrolytic enzymes production improvement,

as well as to the design of oplimized promoteis aiming industrial heterologous proteins producton.

& 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Depletion of crude oil reserves, environmental concerns about
fossil fuel usage and increasing worldwide demand for energy have
renewed interest in the development of alternative sustainable
fuels [1,2]. A promising approach for the development of alterna-
tive fuels relies on the production of second-generation bioethanol
from the abundant and renewable lignocellulosic biomass [3]. In
this process, the enzymatic lignocellulose saccharification rep-
resents a key step for biomass conversion. Therefore, several
studies have focused on the bioprospection of microorganisms
that efficiently degrade plant cell wall polymers, such as cellulose
and xylan [4-6). Apart from the exciting potential of employing
hydrolases for bioethanol production, a wide range of indus-
trial processes take advantage of such enzymes. Cellulases and
xylanases are used in the paper and textile industries [7,8], in the
extraction of vegetal cils, essences, alkaloids, skin product and as
adjuvant forbeer malt [ 9]. Distinct applications such as the produc-
tion of animal feed, formulation of detergents, juice clanfication
and wine production are frequently described in the literature.
For these processes special attention should be drawn to ther-
mophilic fungi as sourcesofthermostable enzymes, because oftheir

* Comesponding author_Tel: +55 61 3307 2423 (3307 2300;
fax: +55 61 398411 /3107 2923
E-mailadd ress: mpossasiunb.br (M.]. Pofas-Fonsecal

01410220 /% - see front matter © 2010 Elkevier Inc All rights reserved.
doi: 101016 .enzmictec 20 1OL0E0O07

higher stability and activity over a wider range of temperatures
[10.11].

The thermophilic fungus Humicolo grisea var. thermoidea pro-
duces an efficient hydrolytic system with a wide range of
thermostable enzymes such as trehalase [12], glucoamylase [13],
cellulases [14,15] and xylanases [16]. In this respect, it represents
apromising agent for agricultural residue bioconversion [17,18]. It
can also be employed as a gene donor for the heterologous produc-
tion of industrial enzymes and to complement enzymatic cocktails
[19].

Despite the biotechnological potential of H. grisea, little is
lenown about the regulation of its gene expression. Previous stud-
ies have already focused on the inducing properties of different
complex carbon sources on the H. grisea lignocellulolytic complex
[15,20-23]. However, those studies were based only on northern
blot analysis after long induction periods, This generated useful
information, but may have missed mRNAs produced in the earlier
periods of induction, or mRMAs produced at levels undetectable
by northem blot. In this paper, using quantitative RT-PCR {gRT-
PCR), we established the early time-course expression profiles of
several H. grisea hydrolase encoding genes, in different culture
medium pHs, and carbon sources. The influence of the pH and
carbon catabolic repression-related transcription factors (PacC
and CreA) over the expression of the hydmolase genes was also
investigated through in vitro pull-down DNA assays and EMSA
analyses employing the DNA-binding domains { DBDs) from PacC
and CreA proteins. Qur data support, PacC-mediated pH re gulation,
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CreA-mediated carbon repression and also suggest that there may
be regulatory crosstall between these two mechanisms.

2. Material and methods
2.1. H. grisea pre-cultivation

H.griseawas maintained at42 “Con 4.0% {(w/v) oatmeal (Quaker)
solid medium, Formycelinmobtainment, 10% spores/mLwere inoc-
ulated in 50 mL of Pontecorvo's minimal medium (MM) [ 24], at pH
6.8 (non-buffered), enrched with 0.25% {wjv) yeast extract, 0.1%
{wiv) peptone and supplemented with 1% (w/v) glucose (GLU)
Incubation proceeded for 24 h(42 *C/120 mpm),

22 Glycosyl hydrolase induction

For glvcosyl hydrolase encoding genes induction, grown
mycelium was filtered, washed and transferred to fresh 50mL
MM, supplemented with 1% {w/v) GLU or 0.1% ball-milled, steam-
explodedsugarcane bagasse (SCB) as carbon sources, Culture media
pH was adjusted to 5.0 or to 8.0 (buffered with 100 mM sodium cit-
rate ). Cultures were incubated for 0.5,2,6,and 18 h{42 “C/120rpm}.
For the acidic to alkaline shift experiment, the filtered and washed
mycelium was previously inoculated for 2h (42°C/120rpm) in
50mL MM, at pH 5.0, 1% (wjv) GLU and then transferred to 50mL
MM containing 1% {wjv) GLU or 0.1% 5CB, at pH 5.0 or pH 8.0 and
then incubated for additional 2 h (42°C{120 rpm). For each culture
condition and growth penod, mycelium was harvested by filtration
for RNA extraction. Cultures supernatants samples were collected.
The supernatants glucose consumption measurement was per-
formed by glucose oxidase/peroxidase colorimetric assay by using
the Glucose kit (Biosystems). Mo varation in the pH of buffered
media was observed during cultivation,

23. H. grisea pacC gene cloning

A 29kb DNA fragment corresponding to the H. griseq pacC
sequence was screened from a previously constructed Lambda
DASH Il {Stratagene) genomic library, An additional 630bp frag-
ment corresponding to the 5 upstream non-coding region (5° UP)
was obtained through Single Oligonucleotide Nested-PCR [SON-
PCR) [26], using genomic DNA as template and the reverse primers
described in Supplementary Table 1.

24 RNA extraction, reverse transcription and real-time PCR
analysis

Harvested mycelia were immediately ground in liquid nitrogen
toa fine powder. RNA was extracted by using the Trizol reagent
{Invitrogen) and the synthesis of cOMA was carried out with 2 pg
of DMase I-treated (Promega) total RNA and SuperScript HI {Invit-
rogen), according to manufacturers instructions. Real-time P(Rs
were carnied out in a 7500 Fast Real-Time PCR Systemn | Applied
Biosystems). Amplification assays were performed in 10 L reac-
tions containing 0.2 M of each primer, 5 pL Fast SYBR Green
Master Mix (Applied Biosystemns) and 2 pl of template cDNA (3-
foid diluted ). Employed primers are listed in Supplementary Table
1. Real-time PCR program consisted of 40 cycles at 95 °C for 3s and
60°C for 205, All assays were performed in trplicate. Reactions
without cDNA functioned as negative controls. The specificity of
the PCR products was confirmed by melting curve analysis, Rela-
tive gene expression analysis was performed by the 2444 method
[27]. The constitutive actin encoding gene (act) was employed
for normalization, as it did not present a significant Ct change
(1745 £0.29) in all tested experimental conditions. Data were

presented as expression values (fold change) of each gene. One-
way analysis of variance (ANOWVA) was used to identify differences
amongst groups,

2.5 In silico analysis of the 5" upstream regions

The search for putative cis-binding elements within the 5 UP
regions of the interest genes { Supplementary Table 1) was done
using the Transcription Element Search System (TESS) website
(http:/ www . cbil.upenn edu/cgi-hin/tessftess). The weight matrix
models for PacC 5-GCCARG-3 [28,29] and CreA 5'-SYGGRG-3 [ 30]
consensus binding sequences were used according to the website's
full search form instructions.

2.6 GST fusion proteins production

The production of GST fusion proteins was achieved by ini-
tial amplification of the DBD encoding regions from pacC and creA
genes, with subsequent cloning into the pGEM-Tvector (Promega),
PCRs were performed from cDNA templates employing the Plat-
inum Tag DNA Polymerase High Fidelity ( Invitrogen) and primers
listed in Supplementary Table 1. The 391 bp Bam HI[Xho | pacC and
the 254 bp Bam HifSal | creA DNA fragments were sub-cloned into
the pGEX-4T2 expression vector (GE Healthcare). The recombinant
G5T::PacC®1-21%0 and GST::CreA™' 13 fusion proteins were pro-
duced in Escherichio coli BL21{DE3) and purified using G5Trap FF
affinity columns (GE Healthcare), according to the manufacturer's
guidelines. The recombinant proteins concentration was estimated
by the Bradford method [25].

2.7, Pull-down DNA assay

Cenomic DMNA sequences corresponding to the genes 5
UP regions were amplified with the Platinum Tag DMA Poly-
merase High Fidelity (Invitrogen) using the primers listed in
Supplementary Table 1. Amplicons were purified with the GFX
PCR and Gel Band Purification Kit {GE Healthcare). Binding reac-
tions were performed with 2 pg of each DMNA fragment and 5 pg
of GST:PacC#1-219) or G5T::CreAS1-130) in a reaction mixture con-
sisting of 0.1 M KCI, 2.5 oM ZnCl;, 4mM spermidine and 2 g poly
[d{I-C}], at room temperature for 30min Reaction mixtures were
then incubated with 10 pl of a glutathione-sepharose 4B matrix
(Amersham Biosciences) for an additional 30min at room temper-
ature, followed by three PBS washes (500 x g, room temperature).,
Pellets and supernatants were then submitted to proteinase K (PK)
digestion (100 pg/mL)in 100 pL of 1« PK buffer {10 mM Tris-HCl
pH 7.8, 5 mM EDTA and 0.5% SDS) at 65°C for 1 h. Enzyme was
extracted by phenol/chloroform treatment and DNA was ethanol-
precipitated. A quarter of the rescued material was analysed by
electrophoresis in 1.5% agarose TBE gels. Pull-down assay negative
controls were performed employing 5 pg of purified CST instead of
the fusion proteins.

2.8 Electrophoretic mobility shift assay { EMSA)

Double-stranded probes were produced by annealing synthetic
FAM-labeled oligonucleotides and their complementary sequences
(Supplementary Table 1). 500ng of each oligonudeotide were
heated at 95°C in 30 L of 1 « annealing buffer (0.2 M Tris-HCl pH
7.7) for 5 min; reactions were then slowly cooled down to room
temperature, DNA-protein binding was achieved by incubating the
CST fusion proteins with 30ng of probe (20 min, room tempera-
ture) in a reaction mixture consisting of 0.1 M KCL, 25pM ZnCl,,
4mM spermidine and 1 pg poly [d{I-C)]. For competition experi-
ments, unlabeled probes (wild type and mutated versions) were
used in a 100 to 200-fold molar excess. Reaction mixtures were
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loaded on 8% or 15% non-denaturing polyacrilamide gel and elec-
trophoresed at 500V in 0.5x TBE. Gel analyses were carried out on
a Typhoon 9210 variable mode imager ( GE Healthcare) and densit-
ometric quantification was performed with the ImageQuantimage
analysis software {GE Healthcare).

3. Results
3.1. H.grisea pacC sequence analysis

Analyses of genomic and cDNA sequences revealed that H. grisea
pacC gene {GenBank accession no. EUG84545.1 ) contains a 2111 bp
open reading frame (ORF) interrupted by two introns of 98 and
93 bp in length. Southemn blot analysis showed that pacC occurs as
single copy in the fungal genome {data not shown). The pacCORF
encodes a putative 639 amino acid polypeptide. The ScanProsite
analysis identified three distinct Cys2His2-type zinc finger motifs
(residues 99 to 124, 135 to 159, and 165 to 187), possibly come-

Tahle 1

sponding to the PacC DNA-binding domain. Sequence alignment
showed that the complete PacC deduced protein presents consid-
erable sequence similarity with PacC orthologs identified in other
fungi, such as Maognaporthe grisea (73.8%) (UniProtKE accession
no. Q52893), Newrosporo crassa {72%) (Q7RVQS), Fusurium oxys-
porum (69.7%) (QB70A3), Aspergillus niger (61.3%) (Q0D0203) and
Aspergillus nidulans (60.1%) (QDO0202), Similarities were higher in
the zinc-finger regions and the 92.1% similarity with the A nidulans
corresponding sequence suggested that PacC from H. grisea might
recognize the 5-GCCARG-3 binding consensus [29].

3.2 Hydrolases ond transcription factors encoding genes
expression profiles

mRNA accumulation of eight glycosyl hydrlases and two tran-
seription factor encoding genes were followed for 18h using two
different carbon sources and two different pH values {Table 1). H.
grisea growing on SCB resulted in higher mRNA levels for all cellu-

Time-course gquantitative real-time RT-PCR (gRT-PCR ] analysis of glyoosyl lypdrolase and transcription factor genes.
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Cultivation perod (h)

®GLUpPHS *+GLUPHE T SCBpHS & SCBpHB

Fig. 1. Glucose consumption of A grses grown in presence of 1% glucose (GLU)
or 0.1% sugarcane bagasse (S5CH) as the sole carbon source-and in different pH
conditions. Emar bars indicate Lstandard deviation (S0 from three independent
bislogical eplicates.

lases and xylanase genes when compared to growing on GLU asthe
sole carbon source. Considering the distinct pH values, a different
pattern was observed for seven out of eight hydrolase genes. For ',
chhl2,egll, egi2 egl3, bgid and ayn 1 a remarkable and simultaneous
increase in mRNA levels was observed with SCE at pH 8.0, In this
condition, the mRNA levels were not only higher, but also achieved
earlier maximumaccumulation states when compared to the acidic
environment { pH 5.0). The maximum accumulation was observed
at 2h, except for egl2 {6 h) and for bgl4 (D.5h) mRNAs. Besides
displaying the fastest induction response, the bgl4 transcript main-
tained the high expression level throughout the 18h cultivation
period. When GLU was used as carbon source, the pH value had no
effect on transcripts accumulation for chhl.1,cbhl 2, egll, egl2, egi3,
bgi4and xyn 1. On the other hand, a noteworthy distinct profile was
observed for egld, whose mRMA preferably accumulated in acdic
conditions, particularly with 5CB as carbon source.

Clucose consumption was measured during the 1Bh growth
period { Fig. 1). This measurement indicated a faster rate of glucose
consumption for H. grises in alkaline conditions. Glucose released
from lignocellulose degradation in SCB cultures was not detected,
probably due to its immediate consumption (Fig. 1} Glucose con-
centrations after the24 hpre-growing period indicated that glucose
had already been consumed prior to transferring to the different
induction conditions { data not shown). pH measurement after this
same period indicated that, in non-buffered conditions the growth
of H. grisen increased the culture medium pH from 6.8 to 7.8 (£0.2).

In addition to the hydrolytic enzyme encoding genes, the
expression profiles of the pH- and CCR-related transcription fac-
tors encoding genes (pacCand cred) were evaluated (Table 1), Along
the 18h cultivation period no significant difference was observed
for pacC mRNA levels. On the other hand, creA transcripts clearly
accumulated up to Gh in the presence of GLU, particularly in acidic
conditions.

The maintenance of pacC transcript levels motivated the inves-
tigation of its expression dunng an acidic to alkaline pH shift
(Fig. 2A). After a 2h pre-incubation in the presence of GLU at pH
5.0, mycelium was washed and transferred to GLU or 5CE media
at pH 5.0 or pH 8.0 and cultivated for additional 2 h. In this assay,
pocC mRNA levels reached the highest rates in the alkaline envi-
ronment, thus corroborating the role of the ambient pH on its own
regulation, as proposed for other pocC homologs [28,31-33]. Asthis
high transcript accumulation was achieved with SCB but not with
CLU, it is possible that CCR might participate in pocC regulation,
as we further discuss latter. Changes in creA mRNA accumulation
were also evaluated during the acidic to alkaline shift (Fig. 2B). The
transcript accumulation pattern was similar to the one observed in
the induction experiments (0.5-18h) (Table 1),

Ay 7

E?f‘ﬁﬂaﬂ

GLUpHS5 GLUpPHE SCBpHS5 SCBpHB

cred
(B)140 5
1204 a
3 1004
2 604
b
§ 404 |—|_I b
20- |—I—I
0 T T

GLUPHS GLUPHE SCBpHS SCEpHS

Fig. 2. Quantitative real-time RT-PCR analysis of (A) pacC and (B) creA during an
acidic to alkaline pH shift. H. gnsea cultures were produced by direct spore incu-
hation in Pontecorve’s enriched medium for 24 b The Altered and washed mycelia
were pre-cultured in MM with 1.0% GLU and incubated for 2h. These mycelia were
then transferred to MM with L0% GLU or0. 1% SCRBin differenthuffered pH conditions
{pH5.0and 8.0) and incubated for additional 2h. The fold differences are presented
in comparison with the transcripts of mycelia cultivated by 24 h in Pontecorve's
enriched medium (fold change= 11 Error barz indicate +SEM from three indepen-
denthiological mplicates. Equal letters denote no statistical difference (P< Q051

3.3. in silico anaiysis of the 5" upstream regions

To obtain additional information on the transcriptional reg-
ulation of the genes of interest, a search for putative PacC-
and CreA-binding sites within the 5 UP regions was performed
(Table 2). Nonetheless, we should consider that these regions vary
in length {242 to 1618) and hence not all motifs might be detected.
The 5-CCCARGC-3' PacC-binding consensus [28,29] was found in
all genes, except for egl3, although its expression is coordinately
induced with the other hydrolytic enzyme encoding genes. The
search for the 5'-5¥C GRG-3' CreA-binding motif [30] revealed the
presence of this cis element in all genes, except for creA itself.

3.4, DNA pull-down assay

The pull-down assay employing the GST-tagged fusion proteins
obtained DNA fragments corresponding to several H. grisea genes 5
UP regions (Fig. 3 ). The pull-down assay with the GST::Creq 317139
fusion protein as bait recovered promoter regions of all the hydro-
lase genes. This was also verified for the pacC 5° UP region and
indicates that CreA is capable to bind in vitro to these sequences.
The presence of the 5'-5YGCRG-3' binding motif {Table 2)inall the
studied sequences and the pull-downdata support a possible role of
CreA in these genes regulation. As expected, GST::CreAl™ 1% was
not able to bind to its ovwn 5’ UP sequence, since it does not present
a5-5YGGRG-3 motif. However, the cred 5 UP known region is only
242bpinlength, so it is possible that there are CreA-binding motifs
upstream of this fragment,

The employment of a second fusion protein as bait
(GST::PacC®1-2191y also permitted the rescue of promoters
from several hydrolase genes (Fig. 3), suggesting that PacC might
play a role in their regulation. Exceptions were observed for creA
and egf3. The analysis of the short known creA 5° UP sequence
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Tahle 2
Putative Pacl- and CreA-hinding sites within 5 UP regions of A grises genes.

Gene Length of known 5 UP region (bp) PacC-binding sites 5-CCCARG-3 CreA-binding sites 5 -SYCLRG-3
clkhi.q 1618 4 13
chhl2 1158 3 ]
eglt 562 2 ]
epl? 1277 1 4
egl3 &a7 4
enk B49 i 5
Ll 288 1 i
aend 1020 1 7
paeC 630 8 4
ced 242 1 -

revealed a putative PacC-binding site (5'-CCCAGC-3'), although,
interestingly, its recovery in the pull-down assay was not possible.
The egi3 promoter fragment was also not pulled-down, since it
does not contain any PacC-binding site. Nonetheless, the cred and
egl3 transcript profiles were clearly influenced by culture medium
pH (Table 1)

Although the pull-down analyses did not provide the informa-
tion of which sites were occupied by the GST-tagged proteins, the
DMA-binding properties of recombinant PacCand CreA DEDs were
clearly demonstrated and confirmed by the negative control assays
emploving only purified GST.

3.5. EMSA analysis on pacC promoter

In order to further investigate the possibility of PacC self-
regulation, its possible mle in creA transcription regulation and
also the possible participation of CreA in FacC regulation, EMSAs
were carried out with fluorescent-labeled probes (Fig. 4A) and the
GST::PacCE#-210 apd GST::CreA™ 3% fusion proteins. EMSA anal-
yses of pacC 5'UP region reveled that PacC DED was able to bind in
a specific manner to all the five motifs tested (Fig. 4B). For probe 4,
there was an apparent difference in the intensity of the complexes
formed on the two distinct binding sites. PacC preferentially bound
to site 2, although two DMA-binding complexes were formed. The

GET::PacC  GST:uCreA GST

o

5 P

wn
k-
(]

chhl.1

cbhl.2

egll

ogl2

|
1
]

egld
gl
bgld
xynl

pac

o
2
B

Fig. 3. In vima pull-dewn assays for Pacd and CreA-binding to H grisea genes &
UP regions. Columns are indicated as follows: (1) input DNA befare pull-down; (F)
recovered DNA from pulled-down pellets; (5) recovered DNA from supematants.

employment of a competitor oligonucleotide, in which site 2 was
mutated, abolished the higher shift, thus confirming the specificity
of the binding to site 1. This fact is in accordance to the observation
that a T nucleatide immediately preceding the 5'-GCCAAG-3" maotif
enhances the binding efficiency to this site in the A. nidulans ipnA
gene promoter [29]. AT nucleotide preceding site 2 in probe 4 was
also ohserved (Fig. 4A),

The CreA DED bound to three out of the four tested sites. The
initial occurrence of one DNA-protein complex formed by probe 1
and G5T::Cre AP 1130 ( Fig, 4B) suggested that there was binding to
only one of the possible CreA-binding sites. However, when non-
labeled mutated probes were used as competitors, all the three sites
were found to be important for the complex formation. A competi-
tor oligonucleotide with an A substituting the third and forth Gs in
all the 5'-5¥ GGRG-3 motifs did not impair the complex formation,
indicating the specificity of ligation to one of the sites. Nonethe-
less, the importance of all the three sites for the complex formation
was accessed by using different versions of the competitors: G to
A substitutions in sites 1, 3 or 4 individually; or in a comhination
of sites, 1 and 3, 3 and 4 or 1 and 4, thus covering all the possible
configurations (data not shown). GST::CreA™ 113 did not bind to
the only CreA motif found in probe 2 (Fig. 4B).

3.6 EMSA analysis on creA promoter

GST::PacC®"21" was not able to form a complex with probe 5,
which comprises the 5-CGCCAGG-3' PacC-binding site in the cred
5 UP sequence (Fig. 4C), thus explaining why it did not rescue the
cred DNA fragment in the pull-down assay {Fig. 3).

3.7, EMSA competition analysis

For probe 1 (Fig. 4A), the region located between positions-215
and -173 of the pacC promoter contains three CreA-binding sites,
one ofthem (site 3) overlaps with a PacCmotif {site 2). This observa-
tion motivated a binding assay with probe 1 using simultaneously
both recombinant proteins { Fig. 4D). It is remarkable that PacC dis-
placed the CreA-binding, clearly demonstrating that both proteins
compete with each other for the overlapping motifs.

4. Discussion

Adaptation to different environmental conditions, such as the
availability of carbon sources and changes in pH, is a crucal
challenge to microorganis msurvival and proliferation, In most s itu-
ations, this adaptation requires the modulation of gene expression,
leading to changes in metabolic pathways, or to the synthesis of
exported molecules that could, in turn, modify the environment.
The regulation of extracellular hydrolyticenzyme production takes
part in this process. The presence of simple and readily metab-
olizable carbon sources triggers a mechanism known as glucose
repression, carbon repression or carbon catabolic repression ( CRR)
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Fig. 4. EMSA analyses of pool and cred 5 UF regions (A) Probes sequences. The binding sites were numbered and represented in bold for PacC or shaded for Cref. Probes
11— are located within the pacC regulatory sequence, while probe 5 corresponds to pant of the cred 5 UP region Probes positions are relative to the translation initiation
codon (ATG] EMSAs were carried out on native 8% polyacrilamide gels with 0.5 jg of GST:PacC ™% or G8T:: CreA™ ™ and pacC (B) or A (C) Auorescent probes.
Maon-labeled wild type {wt) and mutated (mut ) probes were used as specific competitors in 100- and 200-fold molar excess. The mutated sites are indicated according to the
sites numbering in (AL Mutations that impair PacC-binding were performed by inserting a T in the positions oocupied by the second C and the forth Ain the 5-CCCARG-3
motif [20] In turn, to mutate CreA-hinding sites, an A was chosen to replace the third and forth G in the 5 SYGORG-3 motif [30]. Amows indicate the formed DHA-protein
complexes. The binding specificity waz evaluated by the capacity of the non-labeled competitors to impair the compleces visnalization. (D) Competition assay on paol probe
1 was accomplished on native 15% gl with 05 g of GST::CreA™ > V% and increasing amounts of GST: PacC™*>* " (0,02 04 and 0.6 ug) Relative intensities DMA-protein
complexes were estimated by densitometric analysis.
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[34]. CRR is mediated by the CreA(CREI transcription repressor
which down-regulates several glycosyl hydrolase genes in Tricho-
derma reesei and Aspegiili [35-37]. Additionally, the self-regulated
PacC system, which is responsible for pH-dependent transcrip-
tional regulation [28], participates not only in the synthesis control
of permeases and metabolites [38-40], but also of extracellular
enzymes, such as hemicellulases [41,42].

To date, little was known about the regulation of H. grisea
hydrolytic enzyme genes. Our group had previously demonstrated
that chhI.1 and chh1.2 are subject to induction by complex carbon
sources such as ball-milled straw and sugarcane bagasse [20,21].
A northern blot study focused a time-course analysis of cellulase
transcripts accumulation and revealed that egll, egi2, egi3, egld and
exol {cbh1.2) are highly induced by microcrystalline cellulose { Avi-
cel) [23]. We have also shown by northern blot analysis the early
presence (6 h) of cbh I.T mRMA when mycelium was induced with
sugarcane bagasse as the sole carbon source, whereas no transcript
could be detected when glucose was used [15]. However, a refined
quantitative approach for H. grisea transcriptional regulation stud-
ies had not vet been performed.

Inthe present study, a 0.5-18 h cultivation time-course analysis
of glycosyl hydrolase transcripts accumulation was performed by
qRT-PCR (Table 11 Our data reinforce not only the inducing prop-
erties of complex carbon sources and alkaline pH, but also shed
some light to the underlying mechanism of induction. The peak
of mRNA accumulation for most of the hydmolase encoding genes
was in 2 h, with sugarcane bagasse as carbon source, in an alka-
ling milieu. This indicates a fast and parallel induction response
for the majority of the studied genes. Such a response had already
been observed for T reesei [43] and Polyporus arcularius cellulase
transcripts [44]. The present data may also indicate that H. grisea
gene induction detected by northern blot studies in longer peri-
ods of cultivation could be due to de nove synthesis. In this respect,
we intend to investigate H. grisea cellulase transcripts turnover in
future studies.

There were some differences between the expression profiles
observed in this work and the results obtained from previous
expression analyses [21,23]. These may be explained by differ-
ences inthe chemical and physical structures of the carbon sources
used. Our present data, taken together with another study from our
group [15], indicate steam-ex ploded sugarcane bagasse as the most
potent inducer of H. gnsea hydrolase genes.

The transcription analysis presented here (Table 1) clearly
demonstrate that H. grisea cellulolytic system is indeed subject to
glucose repression, as it was previously suggested [15,21,22], Fur-
themmaore, Cred is indicated as an effector of this mechanism, since
creA mRNA accumulation kinetics is opposite to the accumulation
kinetics of the hydrolase transcripts when the fungus is grown in
glucose. This is reinforced by the demonstration, in the pull-down
assay (Fig. 3), that the CreA DMNA-binding domain interacts with the
promoters of the hydrolase genes.

Nonetheless, using glucose as the sole carbon source did not
lead to a complete shut down of the hydrolase gene transcription.
Also, glucose depletion was not sufficient to trigger gene expres-
sion (Table 1). In this view, a mere de-repression mechanism can
be ruled out. H. grisea also seems to require a lignocellulolytic sys-
tem inducer, as previously described for fungi such as T. reesei [5].
Sophorose is a strong cellulase inducer [36] and it is assumed to
be produced from cellobiose by beta-glucosidase activities [45].
We had previously demonstrated that low amounts of cellobiose
induce H. grisea chhl.l and cbhl2 expression [21], Our data on
bgl4expression profile Table 1) suppaort the assumption that beta-
glucosidase production can be related to the generation of soluble
inducers for H. grisea cellulase encoding genes, since it presented
the earliest peak in mRMNA accumulation and maintained the high
expression level throughout the cultivation period.

The high expression level of cbh 1.2 found in this study is re mark-
able. An induction superior to 10,000-fold was observed (Table 1).
CBH1.2 is the major secreted protein when H. grisea is grown in cel-
lulase induction conditions [17]. This renders the cbhI 2 promoter
an interesting candidate for further structural charactenzation and
biotechnological application.

Culture medium pH was clearly a key factor in the accumulation
of H. grisea hydrolase trans cripts. A pH effect has also been observed
in the regulation of fungal xylanase encoding genes expression
[41,46,47]. Since the literature indicates PacC self-regulation in
several fungi [28,31-33] and considering that culture medium pH
increasedinthe 24 h pre-cultivation period, we infer that pocCtran-
scription reached a steady-state level prior to the transferring to
the induction media. This could explain the maintenance of the
transcript level in the experimental conditions (Table 1),

The influence of pH on H. grisea glycosy| hydrolase gene regula-
tion was corroborated by the observed interaction of the G5T::PacC
fusion protein with the 5 UP regions (Fig. 3). This is the first
report on the involvement of a pH-mediated regulatory system on
fungal cellobiohydrolase encoding genes (chhi.I and cbh1.2). Sug-
arcane hagasse in an alkaline milieu strongly induced expression
of the studied genes, except for egld, whose mRNA preferably accu-
mulated in acidic conditions (Table 1% This observation could be
related to the PacC dual regulatory role [41]. In this view, PacC
is an activator for the majority of H. grisea hydrolase genes and
a repressor for egld, In the future, once we have solved the prob-
lems regarding the efficient and stable transformation of H. grisea
by traditional gene transferring methods, the obtainment of pacC
mutants will be useful to further investigate this regulatory puzzle.

The evidence of an acidic-expressed cellulase gene {egld)
strengthens the assumption that besides a large number of genes,
their differential expression profiles also contribute to the adapta-
tion to diverse environment conditions.

The influence of acidic pH on A. nidulans creA expressionthrough
a PacC-independent mechanism was reported [48]. Our Andings
indicate that this may also be true for H. grisea creA regulation.
Despite the presence of a 5'-GCCARG-3' motif in the cred 5' UP
region, PacC fusion protein failed in binding to it. The glucose con-
sumption kinetics (Fig. 1) renders a plausible explanation for the
higher accumulation of cred transcript in an acidic environment
(Table 1 and Fig. 2). Alkaline pH led to a faster glucose consump-
tion, therefore depleting this sugar from the culture medium. Since
glucose is a creA inducer [34], the reduction of creA mRMA accumu-
lation inalkaline pH is expected.

On the other hand, we could suggest a direct repression of pacC
expression mediated by CreA. In our work, genes encoding the
two transcription factors presented opposite patterns of expres-
sion during the acidic to alkaline shift (Fig. 2). Furthermore, CreA
DBD bounddirectly tothe pacCpromoter(Fig. 3)and both transcrip-
tion factors were shown to compete forbinding to overlapping sites
(Fig. 43 The CreA-mediated glucose repression observed on another
transcription factor expression, the A nidulans XinR xylanase acti-
vator, was already demonstrated [49].

In conclusion, our data show that H. grisea cellulase and a
xylanase encoding genes arestrongly induced by sugarcane bagasse
and alkaline pH. PacC seems to be the pH response effector. The
observed glucose repression is possibly attributed to the CreA
regulator and it is capable of overriding the alkaline pH induc-
ing property. We have evidence that CreA is also involved in
pacC repression, thus establishing a regulatory crosstalk. This is
the most detailed study of H. grisea glycosyl hydrolase transcrip-
tional regulation described to date. Taken together, these data
suggest that CreA may act as a regulator of transcription factors
involved in glycosyl hydrolases production. These data will be use-
ful foroptimizing H. grisea vegetal biomass conversion for industrial

purposes.
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ABSTRACT

In several filamentous fungi and yeasts, the PacC zne-finger transcnption factor
regulates gene expression in response 1o alkaline external pH. This response is dependent
on a signal transduction cascade, m which the products of six pal genes take part. In the
vast majority of species, PacC functional activation involves a two-step proteolytic
process. Most recently, the participation of the multivesicular body complex and of the
2658 proteasome was implicated in this activation. Functional PacC is capable of
activating the transcription of genes which should be preferably expressed at alkaline pH,
and to repress those which should be transenbed preferentially at acidic pH. The PacC
system influences the production of plasma membrane permeases, exported enzymes,
secondary metabolites - such as antibiotics and mycotoxins - and the pathogenicity
against plants and humans. In this work, we summarize the most recent information
concerning the molecular genetics of the PacC regulatory mechanism. Some unpublished
data on the PacC effect over cellulases production by the themmophilic mould Humicola
grisea var. thermoidea, and on the human pathogen Paracoccidiotdes brasiliensis pacC
gene structure and expression, are also presented.

Correspondence concerning this article should be addressed tor Marcio José Pogas-Fonseca, Vienna
University of Technology (TU Wien), Istitute of Chemical Engineering, Gene Technology Group.
Getreidemarkt 9/166/5/2 A-1060. Vienna, Austria
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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 11, 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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