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RESUMO

A limitacdo de recursos fdsseis e 0 continuo crescimento econémico tem
aumentado a demanda por fontes alternativas para a producdo de biocombustiveis e
compostos quimicos. A conversdo da biomassa vegetal apresenta grande potencial para
esse fim, ja que representa a maior fonte renovavel do planeta. O fungo termofilico
Humicola grisea var. thermoidea (Hgvt) é conhecido por produzir uma ampla variedade
de enzimas hidroliticas termoestaveis. Dentre as hidrolases produzidas por esse
organismo estdo as celulases, xilanases, glicoamilases e trealases. Tais enzimas
possuem grande potencial biotecnoldgico para a conversdo de residuos agroindustriais
em produtos de maior valor agregado tais como racdo animal, adubo, biocombustiveis,
além de extracdo de Oleos vegetais, processamento téxtil, branqueamento e reciclagem
de papéis. A caracterizacdo e a compreensdo dos mecanismos regulatérios dos genes
que codificam enzimas hidroliticas sdo de grande importancia para o aprimoramento de
estratégias de producdo dessas enzimas. Diante disso, o presente trabalho teve como
objetivo a analise estrutural das regifes 5" ndo codificadoras a montante dos genes de
endoglicanase 1 (egll), endoglicanase 4 (egl4) e celobiohidrolase 1.1 (cbh1.1) de Hgvt.
As regides 5"UP foram amplificadas a partir de DNA genémico de Hgvt e clonadas no
vetor pGOX, contendo marca de resisténcia a higromicina B e o0 cassete de expressao do
gene de glicose oxidase (goxA) de Aspergillus niger como repdrter visando a posterior

caracterizagdo funcional em sistema heterélogo de Aspergillus nidulans.

As regides promotoras de egll e egl4 foram inicialmente analisadas in silico
quanto a presenca de sitios de ligacdo para os fatores transcricionais PacC, regulador da
expressao génica em resposta ao pH, e CreA, mediador da repressdo transcricional por
glicose. A fim de se avaliar a interacdo desses fatores com os promotores foram
sintetizadas sondas contendo sitios de ligacdo para CreA e para PacC. Os dominios de
ligagéo de PacC e CreA foram produzidos em Escherichia coli como proteinas de fusdo
a glutationa-S-transferase (GST). As proteinas recombinantes e as sondas foram

empregadas em ensaios de retardo de mobilidade eletroforética (EMSA).

Foi observada a formagdo de complexos especificos entre DNA e proteina em
dois sitios para PacC e em dois sitios para CreA presentes na regido promotora de egll,
0 que aponta para a participacdo desses fatores na regulacdo do gene. Com relagdo ao
gene egl4, ndo foi observada a interagdo entre o fator transcricional PacC e a regido



promotora do gene. Entretanto, houve formacdo de complexos entre CreA e 0s sitios
presentes na regido 5’UP de egl4. Apesar de reconhecerem os sitios consenso na regido
desse gene, nenhuma das interagdes mostrou ser especifica. Tais dados sugerem que a
regulacdo da expressdo de egl4 obedeca a mecanismos distintos aos dos demais genes

de celulase de Hgvt estudados até 0 momento.

Palavras-chave: Humicola grisea var. thermoidea; EMSA; promotores de genes de

celulase.



ABSTRACT

Fossil fuels limited supply and the continuous economic growth have shifted the
demand for renewable sources for the production of biofuels and other biomaterials.
Plant biomass conversion depicts an interesting potential to this goal, since it represents
the most abundant and renewable energy source on the planet. The thermophilic fungus
Humicola grisea var. thermoidea (Hgvt) is well known for its capability to generate
thermostable hydrolytic enzymes, such as cellulases, xylanases, glucoamylases and
trehalases. These enzymes have great biotechnological potential to convert bio-based
feedstocks into products with a higher added value, for instance: animal feed, fertilizers,
biofuels and also for the extraction of vegetable oils, textiles processing (biopolishing
and biostoning) and paper recycling. Comprehension and characterization of the
regulatory mechanisms of hydrolytic enzyme-encoding genes are of great importance to
the optimization of these enzymes production. Therefore, the present work aimed the
analysis of the 5’ upstream regions of the Hgvt endoglucanase 1 (egll), endoglucanase
4 (egl4) and cellobiohydrolase 1.1 (cbh 1.1) genes. These regions were obtained from
Hgvt genomic DNA and cloned into the pGOX vector. This cloning vector contains a
hygromycin selection marker and an Aspergillus niger glucose oxidase (goxA)
expression cassette for posterior functional characterization in the Aspergillus nidulans

heterologous system expression.

egll and egl4 genes promoters were analyzed in silico for the presence of
binding sites for the pH-responsive transcriptional factor PacC and for the catabolite
repressor transcriptional factor CreA. In order to assess the interaction of these factors
with the gene promoters, DNA probes containing CreA or PacC binding sites were
utilized. PacC and CreA DNA binding domains were produced in Escherichia coli as a
glutathione-S-transferase (GST) fusion protein. The recombinant proteins and DNA
probes interaction was investigated by electrophoretic mobility shift assay (EMSA).

DNA/protein specific interactions were observed between two PacC and two
CreA binding sites situated on egl1l promoter region indicating that this gene expression
is regulated by pH and by carbon source. Regarding the egl4 promoter, no interaction
was detected with PacC. On the other hand, CreA/DNA complexes were detected for
the egl4 5° upstream region but none of these interactions showed to be specific thus

suggesting that this gene is subject to an alternative regulatory mechanism.

Xi



Keywords: Humicola grisea var. thermoidea; EMSA; cellulose gene promoters.
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1. INTRODUCAO

1.1 A Conversao de Biomassa

O continuo crescimento econémico e populacional tem aumentado a demanda
energética em todo o mundo. Estima-se que esta serd 50% maior em 2050 de forma que
a utilizacdo de fontes finitas de petréleo ndo sera satisfatoria a longo prazo (Ragauskas
et al., 2006). A ameaca de esgotamento das reservas petroliferas, bem como o alto custo
do seu produto, tem levado a grande inseguranca no que se refere a fontes energéticas

futuras.

Sob o ponto de vista ambiental, a utilizacdo generalizada de combustiveis fosseis
tem levado ao aumento de emissdes atmosféricas de compostos quimicos poluentes e de
gases de efeito estufa, especialmente de dioxido de carbono (revisto por Westbrook,
2013). A mudanca na dependéncia da sociedade pelo petréleo € um importante passo
para o0 desenvolvimento de uma sociedade industrial sustentavel (Ragauskas et al.,
2006) e para a garantia de seguranca energética as geracdes futuras. Dessa forma,
aumentou-se o interesse em fontes alternativas de energia de duragéo ilimitada e de

menor impacto ambiental do que a tradicional (revisto por Westbrook, 2013).

A conversdo de biomassa vegetal apresenta grande potencial para o
desenvolvimento de biocombustiveis e de outros produtos, uma vez que, esta representa
a maior fonte de energia renovavel do planeta. O componente mais abundante da
biomassa vegetal é a celulose, encontrada quase que exclusivamente na parede celular
de plantas (revisto por Lynd et al., 2002). Estima-se que a producdo mundial desse
polimero seja de 4x10° toneladas por ano (revisto por Aro et al., 2005). A parede celular
vegetal é constituida ainda por outros elementos tais como a hemicelulose e a pectina
gue juntamente com proteinas e a lignina formam uma estrutura complexa e rigida
(Pauly & Keegstra, 2008). A lignina e os acUcares derivados da biomassa vegetal
podem ser convertidos em combustiveis, produtos quimicos, materiais bioldgicos de
valor agregado e os residuos desse processo utilizados para a geragdo de energia (revisto
por Pu et al., 2011).



A conversdo da biomassa lignoceluldsica requer sistemas enzimaticos para
degradacdo dos polissacarideos constituintes em compostos monomeéricos (revisto por
Zou et al., 2012). Muitos microrganismos produzem enzimas capazes de realizar esse
processo. Fungos filamentosos, por exemplo, produzem celulases, hemicelulases,
pectinases e lignases que degradam a parede celular de plantas fornecendo nutrientes
para 0 organismo, a0 mesmo tempo em que promovem a reciclagem de carbono no
ambiente (Aro et al., 2005), um processo de vital importancia para o funcionamento do

ecossistema global.

As celulases de fungos e também de bactérias sdo amplamente utilizadas na
industria de alimentos, de reciclagem de papel, de detergentes, de téxteis e ha interesse
crescente no seu potencial de conversdo da biomassa celulésica em agUcares
fermentéveis (revisto por Sandgren et al., 2003) e na utilizacdo destes para a producao

de biocombustiveis.

A geracdo de bioetanol a partir de agucares derivados de residuos agricolas pode
substituir em parte 0 uso de combustiveis fosseis, além de agregar valor a produtos
provenientes de atividades agroindustriais. No Brasil, a producédo de bioetanol a partir
da sacarose da cana-de-agucar é de, aproximadamente, 6.000 litros de &lcool por
hectare. A sacarificacdo dos residuos gerados por esse tipo cultura poderia aumentar a
quantidade em cerca de 3.700-4.000 litros. Esse reaproveitamento reduz a area
necessaria para o plantio, (Souza et al., 2011) bem como o acumulo de residuos

lignocelulsicos provenientes do cultivo da cana.

Entretanto, a bioconversdo de celulose é ainda dificultada pela existéncia de
obstaculos econémicos e técnicos. A degradacdo enzimética é a etapa mais onerosa e
limitante desse processo (revisto por Penttild et al., 2013). Por esse motivo, muitos
esforcos estdo sendo realizados a fim de aprimorar a producéo de celulases para uso em
escala industrial, bem como na obtencdo de enzimas com maior eficiéncia catalitica,
estabilidade, atividade em diferentes temperaturas e valores de pH e maior toleréncia a

inibicdo pelo produto final da reacgé&o.

A hidrdlise € ainda dificultada pela estrutura fibrosa e cristalina da celulose e
pela camada de lignina e hemicelulose. A producdo eficiente de acglcares fermentaveis
requer a desconstrucdo da parede celular (revisto por Pingali et al., 2010). Muitos

estudos visam a diminuicdo da recalcitrancia da lignocelulose utilizando pré-
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tratamentos quimicos e fisicos de modo a remover a lignina e hemicelulose reduzindo a
cristalinidade da celulose e aumentando a porosidade do material, (revisto por Sun &
Cheng, 2002) permitindo assim, maior acesso das enzimas aos substratos.

1.2 Estrutura da Celulose

A celulose é um homopolissacarideo composto por unidades de B-D-
glicopiranose unidas por ligagdes do tipo B (1—4). Aproximadamente 30 moléculas
individuais sdo agregadas em unidades maiores. Essas s@o organizadas em microfibras
que se associam formando as fibras de celulose (revisto por Lavoine et al., 2012). A
estrutura do polimero é formada por regides cristalinas nas quais as cadeias de celulose
sdo unidas por ligacdes de hidrogénio formando uma estrutura insoltvel (revisto por

Aro et al., 2005) entremeada por regifes amorfas de menor compactacéo (Fig. 1).

. Fibras
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) - Microfibrilas
NS el E —— ) Microfibras de celulose
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Estrutura quimica da cadeia de Regido Regiio Fibra de celulose
celulose amorfa cristalina

Figura 1. Estrutura da celulose. A celulose estd presente na parede celular vegetal e é composta por
unidades de B-D-glicopiranose. Estas moléculas sdo agregadas em microfibrilas que se associam
formando as microfibras de celulose. A fibra de celulose, por sua vez, é constituida pela associacdo destas

microfibras. MEV: Microscopia Eletrdnica de Varredura (adaptado de Lavoine et al., 2012).



A celulose é ainda circundada por uma rede de outros polimeros, incluindo
hemiceluloses, pectinas e lignina (Fig. 2). A presenca de hemicelulose e lignina
dificulta ainda mais o acesso das celulases as fibras de celulose diminuindo a eficiéncia

de sua degradacao (revisto por Sun & Cheng, 2002).
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Figura 2. Estrutura da parede celular vegetal primaria e seus principais constituintes: celulose,

hemicelulose e pectina (Adaptado de Scheller & Ulvskov, 2010).

A hemicelulose representa entre 25 e 35% da biomassa e € um polimero
heterogéneo composto por pentoses D-xilose, D-arabinose, D-manose, D-glicose e D-

galactose (revisto por Kumar et al., 2008).

A lignina consiste de uma matriz altamente ramificada de residuos aromaticos e
preenche o espaco entre a celulose, hemicelulose e pectina na parede da célula vegetal
(revisto por Medie et al., 2012). Trata-se de um composto essencial para a manutencao
da integridade da parede celular e protecdo contra a acdo de patdgenos (revisto por
Pestana-Calsa et al., 2012). A lignina é um dos residuos gerados durante a producéo de
bioetanol e sua conversdo em produtos de maior valor agregado é ainda um desafio
(revisto por Kumar et al., 2008).

A pectina € o terceiro maior grupo de polissacarideos de parede celular vegetal.
Sua estrutura é formada por cadeias laterais de ramnose, arabinose, galactose e xilose. A



pectina apresenta diversas utilidades na industria téxtil e de alimentos como
emulsificantes, texturizador e espessante e pode ser convertida a agucares fermentaveis

para a producdo de biocombustiveis (revisto por Kumar et al., 2008).

1.3 Celulases

Celulases sdo enzimas pertencentes a superfamilia das glicosil hidrolases (EC
3.2.1.-) que catalisam a hidrélise de ligagdes glicosidicas entre dois ou mais
carboidratos, ou entre um carboidrato e outras classes de moléculas (Cantarel et al.,
2009). Enzimas dessa superfamilia sdo fundamentais no metabolismo de carboidratos,
sendo produzidas por archaeas, bactérias e eucariotos (Henrissat, 1991). As celulases
compdem pelo menos 12 das mais de 130 familias que constituem essa superfamilia
(revisto por Sandgren et al., 2003).

As celulases catalisam a reacdo de hidrdlise sobre ligacGes glicosidicas do tipo
B-1,4, que estdo entre as mais estaveis e predominantes na natureza (Bu et al., 2012). A
degradacdo completa da celulose requer a atuagdo conjunta de enzimas que s&o
classificadas em trés grupos de acordo com a atividade sobre o substrato (Fig. 3): as
endoglicanases (EC 3.2.1.4), as exoglicanases (celobiohidrolases) (EC 3.2.1.91) e as f-
glicosidases (EC 3.2.1.21). As endoglicanases catalisam a clivagem randémica das
ligacOes internas da cadeia de celulose gerando oligossacarideos e novas extremidades
livres. As celobiohidrolases atacam as extremidades redutoras e ndo redutoras da cadeia
liberando moléculas de glicose e de celobiose (revisto por Lynd et al., 2002). As B-
glicosidases sdo ativas em celo-oligossacarideos e celobiose, liberando monémeros de

glicose a partir dessas moléculas (revisto por Kumar et al., 2008).
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Figura 3. Enzimas do complexo celulolitico. A hidrélise da celulose requer a atuagdo conjunta de
celulases. As endoglicanases catalisam a clivagem de liga¢Ges internas da cadeia, as celobiohidrolases
atuam nas regifes redutoras e ndo-redutoras do polissacarideo e as B-glicosidases hidrolisam celo-
oligossacarideos e celobiose. Acredita-se que a beta-glicosidase atue ainda na transglicosilacdo de
celobiose em soforose. A swolenina é uma proteina que realiza a quebra mecénica de ligacBes entre as

cadeias de celulose permitindo um maior acesso das enzimas ao substrato (Adaptado de Aro et al., 2005).

As celobiohidrolases e endoglicanases apresentam uma estrutura caracteristica
que consiste em um dominio de ligacdo ao carboidrato, um dominio catalitico
responsavel pela hidrolise do substrato e uma regido dobradica, rica em residuos de
serina, treonina e prolina, que conecta esses dominios (revisto por Li et al., 2011).
Entretanto, o dominio de ligacdo e a regido dobradica podem estar ausentes em algumas
delas (Pogas-Fonseca et al., 1997; Takashima et al., 1999).

As celulases sdo comercializadas hd mais de 30 anos (Kuhad et al., 2011) e
atualmente representam a terceira maior indudstria de enzimas no mundo. Wilson (2009)
acredita que, caso venham a ser empregadas na producdo de biocombustiveis, as

celulases passem a ocupar a primeira posigé&o.

1.4 Humicola grisea var. thermoidea

Os fungos estdo entre os maiores organismos celuloliticos. Diversas espécies ja

foram descritas como produtoras de enzimas que degradam a celulose, tais como



especies dos géneros Trichoderma, Penicillium, Schizophyllum e Aspergillus, sendo o

primeiro mais extensivamente estudado.

O género Humicola inclui diversas espécies de fungos termofilicos encontrados
no solo e capazes de degradar substratos naturais complexos. Esses organismos sao

frequentemente citados como fonte de enzimas termoestaveis (Li et al., 2011).

O fungo termofilico Humicola grisea apresenta uma ampla distribuicéo
geografica (White & Downing, 1953) sendo que a linhagem utilizada em nosso
laboratdrio, Humicola grisea var. thermoidea (Hgvt), foi isolada em solo brasileiro
(Aradjo et al., 1983). Esse organismo apresenta um crescimento Otimo entre as
temperaturas de 40°C (Araujo et al., 1983) e 42°C (Azevedo et al., 1990).

O fungo Hgvt é conhecido por produzir uma ampla variedade de enzimas
hidroliticas termoestaveis. Dentre as hidrolases produzidas por esse organismo estdo as
celulases (Azevedo et al., 1990, Ferreira-Filho, 1996; Pocas-Fonseca et al., 1997; De-
Paula et al., 1999; Pocas-Fonseca et al., 2000; Nascimento et al., 2010; Benoliel et al.,
2010), xilanases (Da-Silva et al., 1994; Mandalari et al., 2008), glicoamilases (Campos
& Felix, 1995) e trealases (Zimmermann et al., 1990).

Diversos genes de celulase e xilanase tais como bgl4 (Takashima et al., 1996;
1999), egll (Takashima et al., 1996), egl2 (Takashima et al., 1997), egl3 (Takashima et
al., 1999), egl4 (Takashima et al., 1999), cbh1.1 (Azevedo et al., 1990; Takashima et
al., 1996), cbhl.2 (Pocas-Fonseca et al., 1997), xynl (likura et al., 1997) e xyn2 (De-
Faria et al., 2002) foram clonados e caracterizados.

Diante da producdo enzimatica desse organismo, o fungo Hgvt apresenta grande
potencial biotecnoldgico visto que suas enzimas podem ser utilizadas em processos
industriais na degradacdo de substratos lignoceluldsicos. Apesar do seu potencial
biotecnologico, pouco se sabe acerca da regulacdo de expressdo de seus genes (Mello-
de-Souza et al., 2011).



1.5 Regulacdo da expressdo de genes de enzimas do complexo celulolitico de

fungos

A producéo de enzimas envolvidas na degradacdo da parede celular vegetal em
fungos filamentosos é regulada principalmente no nivel transcricional (Aro et al., 2005)
sendo a regulacdo de genes de celulases e xilanases mais bem descrita para 0s géneros

Trichoderma e Aspergillus.

A presenca de fontes de carbono mais facilmente metabolizaveis e
energeticamente mais favoraveis, tais como glicose, resulta na repressao de varios genes
necessarios para a degradacdo de fontes alternativas de carbono (revisto por Aro et al.,
2005). A inducéo de genes de celulase é mediada pelo produto da hidrolise da celulose
uma vez que esse polimero € muito grande para adentrar a célula e ser reconhecido
como indutor. A producdo de pequenas quantidades de enzimas seriam as responsaveis
pela producédo de indutores menores, tal como um oligossacarideo, que entdo ativaria a

transcricdo de genes de celulase (Mandels & Reese, 1960).

No que se refere ao complexo celulolitico de Hgvt, Pocas-Fonseca e
colaboradores (2000) demonstraram o padrdo diferencial de expressdo de duas
celobiohidrolases em relacdo a fonte de carbono disponivel. Enquanto que a expressao
de cbhl.1 foi ausente em fontes mais facilmente utilizdveis como glicose, glicerol ou
xilose, cbhl.2 foi constitutivamente expresso independentemente da fonte de carbono
ou sua concentracdo, até mesmo glicose ndo apresentou efeitos inibitorios (Pocas-
Fonseca et al., 2000). Em 2011, Mello-de-Sousa e colaboradores verificaram por meio
de PCR em tempo real que ha um aumento notavel e paralelo nos niveis de MRNA de
seis genes de celulase e um de xilanase (cbhl1.1, cbhl1.2, egll, egl2, egl3, bgl4 e xynl)
quando Hgvt foi crescido em fonte complexa de carbono constituida por bagaco de
cana-de-actcar. O mesmo resultado ndo foi observado, entretanto, para o gene egl4,
para o qual ndo houve diferenca de acimulo de transcritos quando utilizados bagaco de
cana-de-acgucar ou glicose como Unica fonte de carbono. Além disso, nesse trabalho foi
ainda observado que glicose como Unica fonte de carbono ndo reprimiu por completo a

transcri¢do dos genes de celulase e xilanase analisados.

Estudos recentes apontam para outros fatores envolvidos na regulagcéo de genes
de celulases e hemicelulases. Zhang e colaboradores (2012) analisaram o efeito de uma

GTPase na regulacdo da expressao de cbhl e cbh2 em T. reesei. Foi observado que essa
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proteina, por uma via ainda desconhecida, age na modulagéo da expressdo de genes de
fatores transcricionais tais como xyrl, acel e crel que regulam a expressao de genes de
celulase nesse organismo. Ainda em T. reesei, Seiboth e colaboradores (2012),
demonstraram o envolvimento da metilacio do DNA na regulacdo de genes do
complexo lignocelulolitico. Foi observado que a delecdo do gene de metiltransferase
LAEL acarretou na repressdo de genes de celulase, xilanases e fatores envolvidos na
degradacdo de celulose. Em contrapartida, a maior expressédo de lae-1 provocou o
aumento na transcricdo de genes de celulases uma vez que a expressdo do ativador

transcricional, Xyrl, mostrou ser dependente de LAEL.

Coradetti e colaboradores (2012) sugerem o desenvolvimento de mecanismos
independentes de expressdo de genes de celulase e hemicelulase em resposta a
diferentes indutores. Esses pesquisadores identificaram dois fatores transcricionais em
Neurospora crassa, CLR-1 e CLR-2, conservados em diversos fungos filamentosos e
que estdo envolvidos na regulacdo de genes responsaveis pela degradacédo de celulose,
mas ndo de hemicelulose. Ja o fator XInR/Xyrl, que em A. nidulans e T. reesei estdo
envolvidos na regulacdo de genes de celulase e hemicelulase, em N. crassa estd
relacionado a regulacdo de genes de hemicelulase e ndo sdo requeridos para a

transcricao de genes de celulase.

A compreensdo de diferentes mecanismos de regulacdo bem como o estudo de
fatores transcricionais envolvidos nesse processo servirdo como base para o
desenvolvimento de linhagens capazes de produzir enzimas para aplicagédo industrial ou
de produzir promotores artificiais para producdo de proteinas heterdlogas (Mach &
Zeilinger, 2003).

1.6 PacC

Em seu ambiente natural, os microrganismos estdo expostos as mais diversas
condicBes e dentre elas estd a ampla variacdo de pH do meio. Para sobreviver e se
reproduzir, sS40 necessarios mecanismos que permitam a adaptagdo a essas flutuagdes.
Mudangas no pH do ambiente causam estresse nas funcdes celulares, incluindo
alteracdes na disponibilidade de micronutrientes, funcdo de proteinas e potencial de

membrana (Selvig & Alspaught, 2011). Muitos organismos secretam enzimas



extracelulares e outros metabolitos que modificam seus ambientes (Espeso et al., 1997).
Essas moléculas, por sua vez, devem ser funcionais nas condigdes as quais estdo sendo
expostas. Aspergillus nidulans, por exemplo, que é capaz de sobreviver tanto em
condicdes acidicas quanto basicas (pH entre 3,5 e 9,0), sintetizam fosfatases acidas
predominantemente em meio acido e fosfatases alcalinas em valores mais altos de pH
(Caddick et al., 1986).

A capacidade dos fungos de crescer em uma ampla variedade de pH € devido,
em parte, ao sistema de regulacdo génica que adapta a expressdo de genes ao pH do
ambiente (Arst & Penalva, 2003). O fator transcricional PacC, descrito primeiramente
em A. nidulans, estd envolvido na regulacdo génica em resposta ao pH. Essa proteina
atua na ativacdo de genes que devam ser expressos em condicOes alcalinas e previne a

transcricdo daqueles expressos em ambientes &cidos (Tilburn et al., 1995).

Dentre os genes regulados por PacC estdo aqueles que codificam permeases,
enzimas (proteases e fosfatases) e metabolitos secretados (toxinas e antibioticos)
(revisto por Selvig & Alspaught, 2011). A regulacdo em resposta ao pH foi descrita em
diversos outros fungos, entre eles, Saccharomyces cerevisiae (Rim101) (Su & Michel,
1993), Sclerotinia sclerotiorum (Rollins & Dickman, 2001), Candida albicans (Davis,
2003), Wangiella dermatitidis (Wang & Szaniszlo, 2009) e Cryptococcus neoformans
(O’Meara et al., 2010). Nosso grupo de pesquisa identificou no fungo patogénico
humano Paracoccidioides brasiliensis a existéncia de gene homologo ao pacC (Aguiar,
2006). Verificamos ainda que esse fator pode estar relacionado a transcricdo de genes
relacionados a viruléncia desse organismo (Costa, 2011).

A participacdo de PacC foi descrita na regulacdo da expressdo de genes de
xilanase em A. nidulans. Na presenca de D-xilose, xInA é expresso em pH alcalino,
enquanto que xInB, em condicdes acidas (MacCabe et al., 1998). Mello-de-Sousa e
colaboradores (2011) mostraram o efeito do pH sobre a expressédo de celulases e de uma
xilanase de Hgvt. Foi observado que a expressdo desses genes foram fortemente
induzida em pH alcalino em meio contendo bagaco de cana-de-agtcar como fonte de

carbono.

Além de pacC, que codifica o fator transcricional acima citado, os produtos de
seis genes adicionais estdo envolvidos nesse sistema regulatorio: palA, palB, palC,

palF, palH e pall. Caddick e colaboradores (1986) mostraram que mutacdes nos genes
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pal em A. nidulans levam a expressdo de genes caracteristicos do crescimento em
ambientes acidos, independentemente do pH do ambiente. Esse efeito é também
observado com a mutacdo com perda de funcdo em pacC (Tilburn et al., 1995). A
interrupcao do gene palH em A.oryzae provocou diminui¢do significativa na expressao
de pacC e na atividade da fosfatase alcalina Alp (Dohmoto et al., 2010). Esse fator
transcricional também parece estar envolvido na regulagdo da formacao de conidios em

A. nidulans (Tilburn et al., 1995) e em espécies de Trichoderma (Steyaert et al., 2010).

O mecanismo de ativacdo de PacC proposto em A. nidulans envolve uma via de
sinalizacdo complexa iniciada na membrana plasmatica onde estdo presentes as
proteinas PalH, Pall e a arrestina PalF. Pall possivelmente participa na localizacdo de
PalH na membrana (Calcagno-Pizarelli et al., 2007). Em condicbes &cidas, a forma
completa da proteina é predominante (PacC’?, com massa molecular de 72KDa) e em
condic®es neutras a alcalinas, PacC’? passa por um processo de duas clivagens (Diez et
al., 2002) sendo a primeira dependente e a segunda independente do pH (Fig. 4). Em
condicdes alcalinas e neutras, PalF é fosforilado e ubiquitinado resultando na endocitose
do complexo PalH/PalF. Uma vez endocitado, 0 complexo interage com proteinas
sinalizadoras, provavelmente com o complexo ESCRT (Endossomal Sorting Complex
Required for Transport). PalC pode também mediar a interagdo entre esses dois
complexos. PalA interage com a por¢do C-terminal de PacC e com a protease PalB, o
que resulta na primeira clivagem de PacC (revisto por Selvig & Alspaught, 2011). Nesta
clivagem, 180 residuos de aminoacidos sdo removidos da porcdo C-terminal dando
origem ao PacC>® (como massa molecular de 53KDa), permitindo a localizaco deste no
ndcleo. A segunda clivagem remove mais 245 residuos de aminoacidos deixando a
regido de dedo de zinco intacta e levando & forma ativa PacC?’ (com massa molecular
de 27KDa) que atua na regulacdo génica. Em condicdes acidas, a conformacdo de
PacC’® possivelmente impede 0 acesso ao proteassoma. No homélogo a PacC em
S.cerevisiae, Rim101, essa segunda clivagem ndo ocorre. Acredita-se ainda que as
versdes clivada e intermediaria de PacC sejam capazes de atuar na regulacdo génica.
Neste caso, uma forma atuaria como ativadora e a outra como repressora. 1sso poderia
explicar o porqué de Rim101 de S. cerevisiae atuar somente como repressor e PacC de
A. nidulans atuar tanto como ativador quanto repressor. Entretanto, ainda ndo foi
demonstrado que a forma intermediaria de PacC seja funcional (revisto por Selvig &
Alspaught, 2011).
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Figura 4. Mecanismo de regulacdo em resposta a pH em A. nidulans. O mecanismo de regulacéo por pH
envolve a ativacdo do fator transcricional PacC. Em ambientes acidos encontra-se predominantemente a
conformagéo fechada da proteina (PacC’®). Em condiges alcalinas, propde-se a endocitose de PalH e
PalF para o complexo de membrana endossomal, onde PacC, associado a PalA, sofre hidrélise por PalB,
resultando na conformagao aberta PacC* passivel de ser processado pelo proteassoma dando origem a
forma ativa PaCC?" (Pefialva et al., 2008).

A proteina PacC apresenta trés dominios em dedos de zinco do tipo Cys,His, em
sua estrutura, dos quais apenas os dedos dois e trés entram em contato direto com o

12



DNA (Diez et al.,, 2002). Mignot e colaboradores (2001) demonstraram que a
localizacdo intracelular de PacC é influenciada pelo pH ambiental. A forma néo
processada, e em conformacdo fechada, estd presente no citoplasma. Em condic¢des
alcalinas, a interacdo entre a regido C-Terminal e o restante da proteina é rompida, o
que leva a sua conformacdo aberta, possibilitando a clivagem proteolitica como
proposto por Espeso e colaboradores (1997). A forma processada, por sua vez, é

encontrada no ndcleo da célula.

Trevisan e colaboradores (2011) mostraram que a transcricdo de PacC é
modulada por varia¢fes dos nutrientes carbono e fosfato, além do pH. Essa regulacao
envolve o splicing alternativo de palB, proteina possivelmente envolvida na primeira
clivagem da proteina PacC. Esses dados indicam novos aspectos dos mecanismos
envolvidos na expressdao de PacC em A. nidulans e provavelmente em outros fungos

filamentosos.

Em A. nidulans, PacC reconhece a sequéncia nucleotidica 5’-GCCA(A/G)G-3’
(Espeso et al., 1997). Analises gendmicas e de sequéncias de cDNA mostraram que 0
gene pacC de Hgvt contém 2111pb de ORF interrompida por dois introns de 98 e 93pb
(Aguiar, 2006). Analise de Southern-blot mostrou ainda que o gene esta em cdpia Unica

no genoma (Pocgas-Fonseca et al., 2008).

1.7 CreA

Os fungos filamentosos sdo caracterizados por um metabolismo versatil que os
tornam capazes de utilizar diversas fontes de carbono para o seu desenvolvimento, tais
como celulose, xilana, pectina, alcoois e aminoacidos (Strauss et al., 1999). Um dos
mecanismos desenvolvidos por muitos desses microrganismos foi o ajuste metabdlico

as condigdes do ambiente de acordo com fontes de carbono disponiveis.

A represséo por carbono é um sistema regulatorio no qual, fontes de carbono
mais facilmente utilizadas, tais como a glicose, atuam reprimindo a sintese de enzimas
necessarias para o metabolismo de fontes de carbono alternativas (Dowzer & Kelly,
1989). Dentre os sistemas eucariotos, creA, de A. nidulans, é o exemplo mais conhecido
de um gene regulador global que media essa repressdo. Ruijiter e Visser (1997)

atribuem a esse mecanismo um papel benéfico sob o ponto de vista fisioldgico da célula
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por ser energeticamente mais favoravel pela utilizacdo de fontes mais simples de

carbono e evitar a sintese de agentes catabolicos desnecessarios.

A repressdo mediada por CreA pode ocorrer de forma direta ou indireta, uma
vez que esse este fator pode se ligar a regides promotoras dos genes impedindo a
transcricdo destes ou ainda reprimir a transcricdo de fatores transcricionais necessarios
para a expressdo de tais genes, como foi observado para XInR, o ativador transcricional

em A. nidulans (Tamayo et al., 2008).

O gene creA, que codifica a proteina de mesmo nome, foi clonado
primeiramente do fungo A. nidulans (Dowzer e Kelly, 1989). O polipeptideo
correspondente apresenta 415 residuos de aminoacidos, contém dois dedos de zinco da
classe Cys,His, e uma regido rica em alanina, caracteristica de proteinas regulatérias e
de ligacdo ao DNA. A sequéncia de aminoacidos da regido de dedo de zinco apresenta
84% de similaridade ao da proteina Migl, relacionada & repressdo por carbono em
leveduras (Dowzer e Kelly, 1991). A sequéncia reconhecida por essa proteina é 5’-
SYGGRG-3’, sendo S uma citosina ou guanina, Y uma citosina ou uma timina € R uma

adenina ou guanina (Cubero e Scazzocchio, 1994).

O gene creA de H. grisea foi isolado por Takashima e colaboradores (1998)
utilizando parte da sequéncia do gene homologo crel de T. reesei. A proteina apresenta
uma regido dedo de zinco bastante similar a das proteinas Crel de T. reesei, CREAs de
A. nidulans e MIG1 de S. cerevisiae. Nesse mesmo trabalho, foi possivel a detec¢éo, por
meio de ensaio de retardo de mobilidade eletroforética (EMSA), da interacdo de CreA

nas regides promotoras dos genes de egll e exol.

O envolvimento de CreA na repressao dependente de carbono foi relatada no
metabolismo de etanol (Kulmburg et al., 1993) e na utilizagdo de prolina (Cubero &
Scazzocchio, 1994) em A. nidulans, e também na expressdo de genes de celulases,
hemicelulases e pectinases em A. nidulans e T. reesei (revisto por Aro et al, 2005). A
delecdo de parte do gene de creA na linhagem Rut-C30 de T. reesei, incluindo a
sequéncia que codifica um dos dedos de zinco, levou a uma hiperproducéo de celulases

por esse organismo (llmeén et al., 1996).

Segundo Portnoy e colaboradores (2011), apesar de diversos genes mostrarem

estar sob o controle de CreA/Crel, os mecanismos de regulacdo desse fator ainda séo
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pouco compreendidos. Este estudo também aponta que a funcdo de CREL pode ser
dependente da taxa de crescimento do fungo, o que sugere que a fisiologia das células
afeta a funcdo de CREL de diferentes formas para diferentes genes.

1.8 Regido promotora dos genes de celulase

A andlise da regido promotora dos genes de celulase é uma etapa importante
para a compreensdo dos mecanismos de regulacdo desses genes. Uma vez que esse
processo seja reconhecido, sera possivel estabelecer as condi¢cdes apropriadas para a

producdo de maneira mais eficiente dessas enzimas.

Dentre as diferentes técnicas de engenharia genética que vem sendo
desenvolvidas a fim de aumentar a produtividade e a atividade das celulases esta a
utilizacdo de promotores fortes para aprimorar a expressdo de genes codificadores de
hidrolases. Zhang e colaboradores (2010) utilizaram o promotor de celobiohidrolase I,
enzima que representa 60% de todas as proteinas secretadas por T. reesei, para a
superexpressdo do gene de P-glicosidase | no mesmo organismo. Rahman e
colaboradores (2009) utilizaram os promotores de egl3 e xyn3 no controle da f-
glicosidase |1 em T. reesei 0 que resultou em maior acimulo de transcritos da celulase e
consequentemente em um aumento de 4 e 7.5 vezes da atividade da B-glicosidase em

relacdo a linhagem parental.

A sequéncia da regido promotora do gene egl3 de T.reesei foi obtida e clonada a
fim de elucidar os mecanismos de indug@o do promotor utilizando-se o gene GUS, que
codifica a enzima B-glucuronidase, como reporter (Shida et al., 2008). DelecGes em
sequéncias no interior do promotor afetaram a expressdo do gene e por meio de ensaio
de retardo de mobilidade eletroforética foi possivel identificar possiveis fatores

envolvidos na regulagdo do promotor.

Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa revelaram o perfil de expresséo
de diferentes genes de celulase e de uma xilanase de Hgvt em diferentes condigdes de
cultivo, demonstrando que o sistema celulolitico deste fungo é sujeito a regulacéo por
glicose e também é dependente do pH do meio (Mello-de-Souza et al., 2011). Um
estudo mais detalhado da regido promotora dos genes de celulase podem trazer

informacdes adicionais a respeito da regulacdo do complexo celulolitico desse fungo.
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1.9 Ensaio de Retardo de Mobilidade Eletroforética (Electrophoretic Mobility
Shift Assay - EMSA)

O ensaio de retardo de mobilidade eletroforética (EMSA) é uma técnica in vitro
relativamente simples que permite a deteccdo da interacdo entre DNA e proteina. Esse
método permite a deducdo de parametros de ligacdo e afinidades relativas de uma
proteina a um ou mais sitios presentes no DNA ou de afinidades distintas de diferentes

proteinas a um mesmo sitio (revisto por Dey et al., 2012).

A técnica, também denominada de Band-shift, baseia-se na alteracdo da
mobilidade eletroforética de um &cido nucléico quando uma proteina a este se liga (Fig.
5). Para isso, a proteina de interesse € incubada com sondas marcadas e submetidas a
eletroforese ndo desnaturante. Enquanto a sonda livre apresenta uma maior mobilidade
no gel, o complexo DNA-proteina move se mais lentamente (Lin & Barbosa, 2002).
Ensaios utilizando anticorpos especificos para a proteina em questdo podem ser
realizados a fim de confirmar a interagdo, sendo o complexo DNA-Proteina-Anticorpo

chamado supershift.

Ensaio de retardo da mobilidade eletroforética

sonda + proteina + competidor + competidor especifico t anti-corpo
inespecifico
EF
| U i
@

Figura 5. Ensaio de retardo da mobilidade eletroforética. A interagdo entre DNA e proteina é observada
quando hé& formacdo de uma banda de menor mobilidade no gel (shift) em relacdo a sonda livre. A
especificidade da ligacdo é analisa utilizando-se competidores pela proteina na reagdo (Lin & Barbosa,
2002).
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A fim de verificar se a interacdo DNA-proteina é especifica, sdo realizados
ensaios de competicdo. Nesses experimentos sdo utilizados dois tipos de sondas néo
marcadas. A primeira apresenta sequéncia idéntica & da sonda marcada, contendo o sitio
de reconhecimento da proteina (competidor especifico), e a segunda apresenta mutacdes
no sitio de reconhecimento para a proteina (competidor inespecifico). Em cada ensaio,
utilizam-se concentragfes molares crescentes dos competidores. Em uma interacdo
especifica, o sinal da banda relativa & interacgdo DNA-Proteina sera gradativamente
menor, ou mesmo inexistente, na presenca de competidores especificos, pois esses em
concentracdes superiores a da sonda marcada recrutam a proteina de ligacdo. Por outro

lado, o sinal permanece inalterado quando competidores inespecificos estdo presentes.

1.10 Gene repérter

O sistema gene reporter é uma ferramenta empregada para a analise de
expressdo génica. Essa tecnologia envolve a inser¢do de uma sequéncia de nucleotideos
definida que, quando introduzida num sistema bioldgico, gera um fenotipo prontamente
mensuravel (Wood, 1995). Essa metodologia tem sido aplicada em estudos de
localizagdo e trafego de proteinas in vivo e de regides regulatorias de genes. Para esta
analise, regibes regulatdrias sdo introduzidas a montante do repdrter. Dessa maneira, por
meio da deteccdo direta do produto de expressdo, séo investigadas as condi¢Oes de
expressao do gene de interesse. Os sistemas mais comumente utilizados empregam os
genes de B-galactosidase (lacz), luciferase (luc) e proteina fluorescente verde (gfp)
(revisto por Ghim et al., 2010).

O sistema reporter GOX (pGOX), construido pelo nosso grupo de pesquisa,
utiliza o gene goxA de A. niger como reporter. Esse gene codifica a enzima glicose
oxidase que catalisa a oxidacdo de D-glicose em gliconolactona e perdxido de
hidrogénio (H,0,) (Fig. 6). Uma segunda reacdo envolvendo o peroxido de hidrogénio

gera um produto fluorescente, detectavel por espectrofotometria (Mach et al., 1999).
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2. JUSTIFICATIVA

O interesse na utilizagcdo da biomassa vegetal para a geracdo de energia e de
produtos de maior valor agregado tem impulsionado pesquisas na area de biotecnologia
de enzimas celuloliticas com objetivo de aprimorar a producdo, bem como promover

uma maior eficiéncia catalitica nos processos industriais.

O fungo Hgvt tem sido alvo de estudo do nosso grupo de pesquisa por muitos
anos e é um organismo com grande potencial para a producdo de enzimas celuloliticas
de interesse industrial. Entretanto, o conhecimento a respeito da regulacdo da expressao
génica, em especial de genes de celulases, desse fungo é ainda muito limitado. Diante
desse potencial e do interesse na utilizacdo dessas enzimas industrialmente, este
trabalho propde a caracterizacdo estrutural de promotores dos genes de celulase de Hgvt
visando ao aumento da expressao desses genes. Optamos iniciar a caracterizagéo inicial
de promotores com 0s genes egll e egl4, pois estudos anteriores do nosso grupo de
pesquisa demonstraram que eles obedecem a mecanismos regulatorios distintos.
Enquanto o primeiro é expresso em condicdes alcalinas e sujeito a repressdo por glicose,

0 segundo é expresso em condicOes &cidas e ndo sofre essa repressao.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo a analise estrutural dos promotores dos genes

de celulase egll e egl4 do fungo Humicola grisea var. thermoidea.

3.2 Objetivos especificos

1. Amplificacdo da regido promotora dos genes por meio de PCR,;

2. Clonagem dos promotores egll, egl4 e cbhl.1 no vetor gene repérter pGOX

visando a posterior analise funcional em sistema heter6logo de A. nidulans;

3. Andlise das regides promotoras dos genes egll e egl4 quanto a presenca de
sitios de reconhecimento dos fatores transcricionais CreA e PacC;

4. Realizacdo de ensaios de retardo de mobilidade eletroforética para avaliar a
interacdo entre os fatores transcricionais CreA e PacC e 0s possiveis sitios de ligacdo

detectados nos promotores dos genes de celulase.
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4. MATERIAL

4.1 Microrganismos
41.1 Hgvt

O fungo Humicola grisea var. thermoidea foi cultivado em meio de aveia 4% e

pH 7,2 a temperatura de 42°C.
412 E.coli

A linhagem XL10 Gold (Stratagene) foi utilizada para transformagdo com o
vetor de clonagem pGEM-T easy e a XL1 Blue (Stratagene) com o vetor pGOX
contendo o promotor de egll. A producdo dos dominios de ligacdo de CreA e PacC
foram produzidos em BL21 (DE3)(Novagen). Os gendtipos das células utilizadas sao os

seguintes:

e XL1 Blue: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F’ proAB
lac19ZAM15 Tnl10 (Tet)];

e XL 10 Gold: Tet" A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr) 173 endAl supE44
thi-1 recAl gyrA96 relA1 lac Hte [F’ proAB lac19ZAM15 Tn10];

e BL2I(DE3): F’ dcm ompT hsdS (rg'mg’) gal A(DE3).

4.2 Solucdes e meios para cultura de microrganismos
4.2.1 Solucdes e meios de cultura para E.coli
4.2.1.1 Meio Luria-Bertani (LB), pH 7,2

Peptona 1%
Extrato de levedura 0,5%
HCL 1%

4.2.1.2 Meio LB-agar

Meio LB adicionado de 1,5% (p/v) de agar bacteriolégico.
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4.2.1.3 Solucao de Ampicilina (50mg/mL)

Ampicilina 0,59
Agua destilada 10mL
Esterilizada por filtragdo em membrana Millipore de 0,22pum

4.2.1.4 Solucéo de Cloranfernicol (40mg/mL)

Cloranfernicol 0,49
Agua destilada 10mL

Esterilizada por filtracdo em membrana Millipore de 0,22um
4.2.1.5 Solucéo de Tetraciclina (20mg/ml)

Tetraciclina 0,29
Agua destilada 10mL

Esterilizada por filtracdo em membrana Millipore de 0,22um
4.2.1.6 Solugdo de IPTG (100mM)

IPTG 0,29
Agua 5mL

4.2.1.7 Solugéo de X-Gal 2%

X-Gal 0,29
Dimetilformamida  10mL

4.2.2 Solucdes e meios de cultura para Humicola grisea

Aveia Quacker® 4%
Agar bacterioldgico 1,5%

Agua da torneira g.s.p 1L

4.2.2.1 Solucéo de sais

KCl 26g
MgSO,-7H,0 10g
KH,PO, 769
Agua destilada g.s.p. 1L
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Ajustar pH para 7,2.

4.2.2.2 Solugéo de elementos trago

Na,B,0;-10H,0 40mg

CuS04-5H,0 400mg
FeSO4-7H,0 714mg
Na;Mo0O,4-2H,0 800mg
ZnS0O4-7H,0 8 mg
Agua destilada g.s.p. 1L

Ajustar o pH para 2,0 com HCI.

4.2.2.3 Meio Minimo (MM) (Pontecorvo et. al, 1953)

Solucdo de sais 20 mL
Glicose (p/v) 1%
Agua destilada g.s.p 1L

Ajustar o pH para 6,8 com NaOH.

4.3 Solucdes para eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE)

4.3.1 Tampao de corrida (5X), pH 8,3

Tris-base 125mM
Glicina 0,96M
SDS 0,5% (p/v)

4.3.2 Tampao de amostra (5X)

Tris-HCI pH 6,8 60mM
SDS 2,0% (p/v)
Glicerol 25% (vIV)
Azul de bromofenol 0,1% (p/v)
B-mercaptoetanol  14,4AmM
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4.3.3 Solucéo corante

Azul brilhante de Comassie R-250 0,25% (p/v)
Metanol 30% (v/v)
Acido acético glacial 7% (VIV)

4.3.4 Solucéo descorante

Metanol 30% (v/v)
Acido acético glacial 7% (v/v)

4.3.5 Solucéo de poliacrilamida 30% (Acrilamida/Bisacrilamida 29:1)

Acrilamida 29%
Bisacrilamida 1%

A solucdo foi acrescida de dgua destilada, filtrada e protegida da luz.

4.4 Solucdes para o Ensaio de Retardo de Mobilidade Eletroforética (EMSA)

para 8.

4.4.1 Solucéo de Poliacrilamida (vide 3.4.5)

4.4.2 Solucao de alta concentragéo de sal

Trizma Base 0,06 g
EDTA 0,02 ¢
NaCl 4,309

Adicionou-se agua destilada para 50 mL de volume final.

4.4.3 Solucdo TEB (10X)

Trizma Base 54,09
Acido Bérico 27,59
EDTA 15,09

Adicionou-se agua destilada para 500 mL de volume final e o pH foi ajustado

4.5 Solugdes para a purificacdo de proteinas

DTT 0,5mM
PMSF 1,0 mM
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Pepstatina

Leupeptina

1,0 uM
0,6 uM

25



5. METODOS

5.1 Reacgdo em cadeia da Polimerase (PCR)

Os parametros utilizados para as reagdes de PCR foram os seguintes: dNTP
0,2mM, MgCl, 2mM, oligonucleotideo 0,2uM, 0,5 unidade de Taq DNA Polimerase
(Invitrogen) por reacdo e tampdo 1X. As condi¢des de PCR utilizadas foram: ciclo de
desnaturacdo inicial de 94°C por 1 minuto seguido de 32 ciclos de desnaturacéo a 94°C
por 1 minuto, anelamento a 55°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 2 minutos. O ciclo
final de extensdo foi de 72°C por 5 minutos. As sequéncias dos oligonucleotideos

utilizados para PCR estdo listados abaixo (Tabela 1).

Tabela 1. Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados para amplificacdo por PCR das regides 5’ UP.

EGL15UPf TTCTAGAATTCGGTTCGTCAACGTC (Takashima et al., 1996)
EGL15UPr GTCTAGAGGTTGTTTGAGCTGGTGCG (Takashima et al., 1996)
EGL45UPf GTCTAGAGCCACATGGTTTGCTTTCAT (Takashima et al., 1999)
EGL45UPr GGTCAGGGGGAGCTGCATCTAGAG (Takashima et al., 1999)
CBH1.15UPf GTCTAGAGCACATCACTGGCAAAGCTA (Azevedo et al., 1990)
CBH1.15UPF2 TCTAGAGCCTTGCCCAGAACAG (Azevedo et al., 1990)

5.2 Transformacdo de células de E. coli por choque térmico

O protocolo de transformacdo utilizado foi de acordo com Sambrook & Russel
(2001) no qual uma colonia individual de E. coli foi inoculada em 5 mL de meio LB
com o antibiético apropriado e cultivada por aproximadamente 18h a 37°C sob uma
agitacdo de 250 rpm. Desse pré-indculo, 500ul foram transferidos para 50mL de meio
LB e incubado sob agitacdo a 37°C até ser atingida a ODgoo de 0,2 a 03. A cultura foi
resfriada no gelo por 15 minutos e coletada por centrifugacdo a 5000 x g a 4°C por 10
minutos. O sedimento ressuspenso em 10 mL de solucdo de CaCl, 100 mM e glicerol
15% gelada com uma suave agitacdo permaneceu por 15 minutos no gelo. A cultura foi
coletada por centrifugacdo nas mesmas condigdes anteriores. O sedimento foi
ressuspenso em 1mL da solucéo de CacCl; e Glicerol e divididos em aliquotas de 100 pL
de células. A essa aliquota foram adicionados 10pL do sistema de ligagdo que foi
novamente incubado em gelo por 60 minutos. As células foram submetidas ao choque

térmico por 90 segundo a 42°C e em seguida, resfriadas no gelo. Adicionou-se 1mL de
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meio LB sem antibidtico e incubou-se a 37°C por uma hora sob agitacdo. Transcorrido
esse tempo, as células foram semeadas em placa de petri contendo ampicilina
100pg/mL, e se necessarios, X-Gal 0,004% e IPTG 0,2mM. As placas foram incubadas

durante a noite a 37°C.

5.3 Extracdo de DNA plasmidial em pequena escala

Uma coldnia transformante de bactéria foi inoculada em 5mL de meio LB com
ampicilina 100ug/mL e crescido a 37°C por 18 horas a sob agitacdo. A cultura foi
coletada por centrifugacdo por 2 minutos a 10.000 x g e ressuspensa em 200uL da
solugéo 1 (Tris-HCI 25mM, pH 8,0; EDTA 10mM, pH 8,0; Glicose 50mM). Adicionou-
se 360uL da solugédo 2 preparada na hora (NaOH 0,2M e SDS 10%), misturou-se por
suave inversdo e incubou-se a temperatura ambiente por no maximo 5 minutos quando
entdo foi adicionado 300uL da solucdo 3 (acetato de s6dio 3M e acido acético 2M, pH
entre 4-8 e 5,0). A solucéo foi incubada no gelo por 5 minutos, seguida de centrifugagéo
a 10.000 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo,
adicionou-se 750uL de isopropanol e foi centrifugado a 10.000 x g por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e adicionou-se 200uL da solucdo 1 contendo RNAse
50pg/mL. O tubo foi incubado a 37°C por 30 minutos e a este foi adicionado acetato de
amonio 7,5M. Misturou-se vigorosamente e a solucdo foi centrifugada a 10.000 por 10
minutos. O sobrenadante foi transferido para novo tubo e precipitado com 750puL etanol
100%. Novamente o material foi centrifugado a 10.000 x g por 2 minutos. O precipitado
foi lavado duas vezes com etanol 70%. Apo6s a ultima lavagem, deixou-se secar o pellet
o qual foi ressuspenso em 50uL de &gua.

5.4 Extracdo de DNA plasmidial em média escala

Um clone de bactéria foi inoculado em 300mL de meio LB com ampicilina
100pg/mL e crescido a 37°C por 18 horas a sob agitagdo. A cultura foi coletada por
centrifugacgdo por 2 minutos a 10.000 x g e ressuspensa em 2mL da solugdo 1 (Tris-HCI
25mM, pH 8,0; EDTA 10mM, pH 8,0; Glicose 50mM). Adicionou-se 3,6mL da solugéo
2 preparada na hora (NaOH 0,2M e SDS 10%), misturou-se por suave inversao e

incubou-se a temperatura ambiente por no maximo 5 minutos quando entdo foi

27



adicionado 3mL da solucdo 3 (acetato de sodio 3M e acido acético 2M, pH entre 4-8 e
5,0). A solucdo foi incubada no gelo por 5 minutos seguida de centrifugacéo a 10.000 x
g por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, adicionou-se 1
volume de isopropanol e foi centrifugado a 12.300 x g por 10 minutos. O sobrenadante
foi descartado e adicionou-se 2mL da solucdo 1 contendo RNAse 50ug/mL. O tubo foi
incubado a 37°C por 30 minutos e posteriormente a este foi adicionado acetato de
amonio 7,5M. Misturou-se vigorosamente e a solucédo foi centrifugada a 12.300 x g por
10 minutos. O sobrenadante foi transferido para novo tubo e precipitado com 7,5mL
etanol 100%. Novamente o material foi centrifugado a 12.300 x g por 10 minutos. O
precipitado foi lavado duas vezes com etanol 70%. Apos a Gltima lavagem, deixou-se
secar o pellet o qual foi ressuspenso em 50uL de agua.

5.5 Isolamento da regido 5° UP dos genes de celulases

A regido 5’ UP ndo codante dos genes de celulases de Humicola grisea foram
isoladas do DNA genémico do fungo através de reacdo de PCR utilizando iniciadores
especificos (Tabela 1). O amplicon, purificado com kit Illustra GFP PCR DNA and Gel
Purification (GE Healthcare), foi inserido no vetor de clonagem pGEM-T easy
(Promega). O sistema de ligacdo foi utilizado na transformagdo da linhagem XL10
Gold® de E.coli pelo método de choque térmico com CaCl,. A purificagdo dos
plasmideos foi realizada com o kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification
System (Promega) seguindo as instrucdes do fabricante. Para a liberacdo do inserto
referente a regido promotora dos genes foi realizada digestdo com a enzima Xbal
(Promega) por quatro horas a 37°C utilizando-se 5 unidades da enzima para 300 ng de
DNA.

5.6 Clonagem no vetor gene reporter GOX

O vetor pGOX (Fig. 7), previamente construido por nosso grupo de pesquisa,
(Bérbara Menezes e Thiago Mello de Sousa, comunicacdo pessoal) foi obtido a partir
dos vetores pSJ3 (Mach et al.,, 1999) e pAN7-1(Punt et al., 1987) e apresenta
aproximadamente 9kb. O gene gox (glicose oxidase) de Aspergillus niger com 2,3 kb de

regido codante mais 367 pares de base da regido 3’ ndo codante foram extraidos do
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vetor pSJ3 por meio de digestdo com as endonucleases de restricdo Xbal e Hindlll. Esse
fragmento foi inserido no vetor pAN7-1 previamente linearizado pelo mesmo conjunto
de enzimas. Esse vetor possui 0 gene hph (higromicina fosfotransferase) sob o controle
de gpdA (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) de A. nidulans o que confere

resisténcia a higromicina.

As regides promotoras dos genes contendo sitios de Xbal em ambas as

extremidades foram inseridos nesse mesmo sitio no vetor pGOX de forma a controlar o
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Figura 7. Mapa do vetor pGOX (Béarbara Menezes e Thiago Mello de Sousa, comunicagdo pessoal)

Previamente a clonagem, o vetor pGOX foi linearizado utilizando-se a enzima
Xbal (Vivantis) e defosforilado pela enzima SAP — Shrimp Alkaline Phosphatase

(Promega) a fim de evitar o religamento deste.

Para a ligacdo dos promotores no gene repdrter foi utilizada 5 partes do primeiro

para 1 parte do segundo (250ng do vetor e 70 ng do inserto). Em ambas as reacOes
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foram utilizadas 5 U da enzima T4 DNA ligase (Invitrogen), tampdo de reagdo 1 X,

incubacéo a 4°C por 18 horas.

Seguiu-se com a transformacéo por choque térmico da linhagem XL1Blue® de
E.coli e purificacdo dos plasmideos em pequena escala. Para a confirmacdo da presenca
do inserto no vetor foram realizadas reacdes de PCR com oligonucleotideos especificos.
Para a verificacdo da orientacdo correta do inserto no vetor foi realizada uma digestao
com a enzima de restricdo Eco/RI. As digestdes foram analisadas por eletroforese em
gel de agarose.

5.7 Analise da regiao 5’UP do gene egll

A regido promotora do gene foi analisada in silico quanto a presenca de sitios de
ligagéo para os fatores transcricionais PacC e CreA. Buscou-se sequéncias consenso 5’-
GCCARG-3’ (Tilburn et al, 1995; Espeso et al, 1997) reconhecidas por PacC e 5’-
SYGGRG-3’ (Cubero & Scazzocchio, 1994) reconhecidas por CreA.

5.8 Sintese de sondas para EMSA

A partir da localizacdo dos sitios de ligacdo para CreA e PacC na regido
promotora dos genes, foram sintetizadas sondas marcadas com fluorescéncia (FAM). As
sequéncias das sondas bem como das sequéncias complementares e competidores estdo
listadas abaixo (Tabela 2 e Tabela 3).
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Tabela 2. Sondas de regido promotora de egll utilizadas no ensaio de retardo de mobilidade

eletroforética.

) i _ Posicéo no
Sonda Oligonucleotideo Sequéncia (5°-3°)
promotor
Senso FAM ACGGGGAATTCGGTTCGTCAACGTCC
1 (PacClHgegl1) )
anti-senso GGACGTTGACGAACCGAATTCCCCGT -523 a -
Competidor senso ACGGGGAATTCGGTTCGTCAACGTCC 549
especifico anti-senso GGACGTTGACGAACCGAATTCCCCGT
Senso FAM CTCCATCTTGGCCGGCTTGGCCGCCCT
2 (PacClIHgegl1) )
anti-senso AGGGCGGCCAAGCCGGCCAAGATGGAG
Competidor Senso CTCCATCTTGGCCGGCTTGGCCGCCCT
especifico anti-senso AGGGCGGCCAAGCCGGCCAAGATGGAG
Competidor Senso CTCCATCTAGACCGGCTAGACCGCCCT -492 a -
mutado anti-senso AGGGCGGTCTAGCCGGTCTAGATGGAG 519
Competidor Senso CTCCATCTAGACCGGCTTGGCCGCCCT
mutado no sitio 1 anti-senso AGGGCGGCCAAGCCGGTCTAGATGGAG
Competidor Senso CTCCATCTTGGCCGGCTAGACCGCCCT
mutado no sitio 2 anti-senso AGGGCGGTCTAGCCGGCCAAGATGGAG
Senso FAM ACCTTCCCGGAGGAGCCGGACTCCGAGCGCACGCGGAGGGCATG
3 (CreAlHgegl1) ]
anti-senso CATGCCCTCCGCGTGCGCTCGGAGTCCGGCTCCTCCGGGAAGGT
Competidor Senso ACCTTCCCGGAGGAGCCGGACTCCGAGCGCACGCGGAGGGCATG -266 a
especifico anti-senso CATGCCCTCCGCGTGCGCTCGGAGTCCGGCTCCTCCGGGAAGGT -310
Competidor Senso ACCTTCCCAAAGGAGCCGGACTCCGAGCGCACGCAAAGGGCATG
mutado anti-senso CATGCCCTTTGCGTGCGCTCGGAGTCCGGCTCCTTTGGGAAGGT
Senso FAM TCCCCGTGGGGTCCGGGGCAATGT
4 (CreAllHgegll) )
anti-senso ACATTGCCCCGGACCCCACGGGGA
Competidor Senso TCCCCGTGGGGTCCGGGGCAATGT
especifico anti-senso ACATTGCCCCGGACCCCACGGGGA
Competidor Senso TCCCCGTAAAATCCAAGGCAATGT
mutado anti-senso ACATTGCCTTGGATTTTACGGGGA 220 a
Competidor Senso TCCCCGTAAGGTCCGGGGCAATGT -244
mutado no sitio 1 anti-senso ACATTGCCCCGGACCTTACGGGGA
Competidor Senso TCCCCGTGGAATCCGGGGCAATGT
mutado no sitio 2 anti-senso ACATTGCCCCGGATTCCACGGGGA
Competidor Senso TCCCCGTGGGGTCCAAGGCAATGT
mutado no sitio 3 anti-senso ACATTGCCTTGGACCCCACGGGGA
Senso FAM ATGTAACCGGAGATTGGGGGCCGGTTGA
5 CreAlllHgegll) )
anti-senso TCAACCGGCCCCCAATCTCCGGTTACAT
Competidor Senso ATGTAACCGGAGATTGGGGGCCGGTTGA -196 a
especifico anti-senso TCAACCGGCCCCCAATCTCCGGTTACAT -224
Competidor Senso ATGTAACCAAAGATTGGGAACCGGTTGA
mutado anti-senso TCAACCGGTTCCCAATCTTTGGTTACAT
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Tabela 3. Sondas de regido promotora de egl4 utilizadas no ensaio de retardo de mobilidade

eletroforética.

Sonda

Posicéo no

Oligonucleotideo Sequéncia (5°-3”)

promotor

1 (CreAlHgegl4)

Senso FAM

TCCTGCGCACCTCTCTCACTCCTCGACCGTCCGGAGTCATCC

anti-senso GGATGACTCCGGACGGTCGAGGAGTGAGAGAGGTGCGCAGGA
Competidor Senso TCCTGCGCACCTCTCTCACTCCTCGACCGTCCGGAGTCATCC
especifico anti-senso GGATGACTCCGGACGGTCGAGGAGTGAGAGAGGTGCGCAGGA
Competidor Senso TCCTGCGCATTTCTCTCACTCCTCGACCGTCCAAAGTCATCC -603a
mutado anti-senso GGATGACTTTGGACGGTCGAGGAGTGAGAGAAATGCGCAGGA -645
Competidor Senso TCCTGCGCATTTCTCTCACTCCTCGACCGTCCGGAGTCATCC
mutado no sitio 1 anti-senso GGATGACTCCGGACGGTCGAGGAGTGAGAGAAATGCGCAGGA
Competidor Senso TCCTGCGCACCTCTCTCACTCCTCGACCGTCCAAAGTCATCC
mutado no sitio 2 anti-senso GGATGACTTTGGACGGTCGAGGAGTGAGAGAGGTGCGCAGGA
Senso FAM ACCGTCCGGAGTCATCCGAATAGCGGCACCCCccCTCCC
2 (CreAllHgegl4) ]
anti-senso GGGAGGGGGGTGCCGCTATTCGGATGACTCCGGACGGT
Competidor Senso ACCGTCCGGAGTCATCCGAATAGCGGCACCCccecTece
especifico anti-senso GGGAGGGGGGTGCCGCTATTCGGATGACTCCGGACGGT
Competidor Senso ACCGTCCAAAGTCATCCGAATAGCGGCATTCCCCTCCC -582a
mutado anti-senso GGGAGGGGAATGCCGCTATTCGGATGACTTTGGACGGT -620
Competidor Senso ACCGTCCAAAGTCATCCGAATAGCGGCACCCCCCTCCC
mutado no sitio 1 anti-senso GGGAGGGGGGTGCCGCTATTCGGATGACTTTGGACGGT
Competidor Senso ACCGTCCGGAGTCATCCGAATAGCGGCATTCCCCTCCC
mutado no sitio 2 anti-senso GGGAGGGGAATGCCGCTATTCGGATGACTCCGGACGGT
Senso FAM TGCATGGAAATTGGCCTGGCTGCGCGCTCAA
3 (PacClHgegl4) .
anti-senso TTGAGCGCGCAGCCAGGCCAATTTCCATGCA -340 a
Competidor Senso TGCATGGAAATTGGCCTGGCTGCGCGCTCAA -371
especifico anti-senso TTGAGCGCGCAGCCAGGCCAATTTCCATGCA

5.9 Anelamento das sondas

Para o anelamento das sondas, foram utilizados 500ng da sonda marcada e a

mesma quantidade da sua sequéncia complementar, adicionados de 6uL de tampao de

anelamento (Tris-HCL 1M, pH 7,7) num volume final de 30uL completados com agua

MiliQ. A reacdo foi aquecida a 95°C por 5 minutos e resfriadas naturalmente ate atingir

a temperatura ambiente.
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5.10 Purificacédo das sondas

A reacdo de anelamento foi submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida
para a remocdo de oligonucleotideos auto-anelados, fita-simples e produtos de
degradacdo. Para isso, a amostra foi dividida em trés aliquotas que foram aplicadas em
pocos previamente lavados no gel. Apos a eletroforese, fez-se marcagdes na lateral do
gel seguida da leitura no scaner Typhoon 9410 (GE Healthcare). Os parametros para
leitura foram: filtro fluoresceina 526SP, intensidade 600 PTM, sensibilidade média,
pixel size 200 microns e plano focal platen. A banda referente a sonda dupla-fita é
removida do gel com ajuda de um bisturi, depositada sobre uma camada de cerca de
3mm de agarose 1% previamente polimerizada e coberta com agarose fundida. Apos a
solidificacdo, faz-se uma perfuragdo na agarose com o bisturi, logo abaixo dos
fragmentos de poliacrilamida, onde é encaixado um fragmento de membrana DEAE
celulose (Schleicher & Schuell, Dassel-Alemanha). O gel é submetido a voltagem e
apos a passagem total das bandas para a membrana, esta é entdo transferida para tubo
Eppendorf de 1,5 mL, coberta com 250 puL de solugdo de alto sal e incubada a 45°C por
20 minutos. A solucéo de sais foi transferida para novo tubo e repetiu-se a extracdo com
a mesma membrana. Os dois volumes foram unidos em um sé frasco e precipitou-se as
sondas acrescentando 1mL de etanol 100% gelado seguida de incubacdo a 20°C por
pelo menos 30 minutos. A reacdo foi centrifugada a 13.000 x g por 30 minutos e o
precipitado lavado com etanol 70%. Apds a secagem do pellet, 0 mesmo foi ressuspenso
em 30pL de agua.

5.11 Producao dos dominios de ligacdo ao DNA das proteinas CreA e PacC

Os vetores pGEX-4T2, contendo a regido codificadora dos dominios de ligacédo
das proteinas CreA e PacC, gentilmente cedidos pelo Dr. Thiago Machado Mello de
Sousa, foram utilizados para transformacdo bacteriana por choque térmico da linhagem
BL21(DE3) de E.coli.

Uma cultura transformante isolada foi inoculada em 4mL de meio LB contendo
ampicilina 100ug/mL sob agitacdo por 8 horas. Apos esse tempo, 50uL dessa cultura
foi transferida para 50mL de LB, com o antibidtico, durante toda a noite. Em 250mL de

meio LB contendo ampicilina foi acrescentado um volume do pré-inéculo de modo a se
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obter a ODggo de 0,2 a 0,3. A cultura foi incubada sob agitacdo de 250rpm, a 37°C, até
atingir a ODgqo de 0,6.

A inducéo foi realizada adicionando IPTG 0,1mM a 30°C, sob agitacdo, por 5
horas. As células foram recuperadas por centrifugacdo a 3000 x g, a 4°C por 10
minutos. O precipitado foi ressuspenso em 4mL de tampéo de equilibrio (PBS, pH 7,3)
contendo inibidores de protease (Pepstatina 1M, Leupeptina 2uM e PMSF 10uM)
adicionados imediatamente antes do uso. Adicionou-se 0,1 volume de Tris-HCL 25mM,
pH 8,0 contendo lisozima 10mg/mL. A solugdo, mantida sempre em gelo, foi submetida
a sonicacdo por duas vezes utilizando os seguintes parametros: amplitude 40%, 59
segundos pulse on e 2 segundos pulse off. A solucéo foi centrifugada a 2350 x g por 10
minutos a 4°C e o sobrenadante filtrado em membrana de 0,45um. Cerca de 50uL do
lisado foi estocado para analise em gel. A recuperacdo das proteinas foram realizadas

por dois protocolos distintos.
5.12 Equilibrio da coluna de GST-Sepharose

A coluna GSTrap FF de 1mL (GE Healthcare) foi lavada com 25 mL de tampao
de equilibrio (PBS, pH 7,3) a uma taxa de 2mL por minuto. A essa coluna foi
adicionada o lisado filtrado a uma taxa de 0,5mL por minuto. Lavou-se a mesma com
20mL de PBS e inibidores de protase a 1mL por minuto e eluiu-se as proteinas
utilizando tapéo de eluigdo (Tris-HCI 50mM, pH8,0 e Glutationa reduzida 10mM).
Foram coletadas fracdes de 1mL as quais foram adicionadas glicerol para uma

concentracdo final de 20%. As fracdes foram estocadas a temperatura de -80°C.

5.13 Purificacdo de proteinas com o Kit Glutathione sepharose 4B (Amesham

Biosciences)

A purificagdo por batelada foi realizada conforme instrucbes do fabricante.
Utilizou-se 1,33mL de glutationa sepharose 4B a qual foi submetida a centrifugacéo a
500 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi removido e acrescentou-se 10mL de PBS
gelado para lavagem. Centrifugou-se novamente nas mesmas condic¢Oes anteriores. O
sobrenadante foi removido e 1mL de PBS foi adicionado o que resultou em uma matriz
de 50%. Para a purificagdo, 2mL do lisado contendo as proteinas foi adicionada a matriz

e incubado a temperatura ambiente por 30 minutos, com suave agitacdo. Centrifugou-se
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a 500 x g por 5 minutos e removeu-se 0 sobrenadante. A matriz de sepharose foi trés
vezes lavada com 10 ml de PBS. Foi utilizado 1mL de tamp&o de eluigdo (glutationa
reduzida 10mM em Tris-HCI 50mM, pH 8,0) que foi misturado gentilmente com a
matriz e incubado por 10 minutos a temperatura ambiente. ApOs esse periodo,
centrifugou-se por 5 minutos a 500 x g e o sobrenadante foi recolhido. Repetiu-se mais
duas vezes essa etapa. As fracOes de proteinas foram adicionadas de glicerol para uma
concentracéo final de 20% e estocadas a -80°C.

5.14 Eletroforese em gel de poliacrilamida

O extrato bruto da célula bem como as fragfes purificadas das proteinas foram
analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida conforme descrito abaixo.

Separador (12%) Concentrador (6%)

Agua destilada 1,98mL 1,7mL
Tris-HCI 1,5M pH 8,8 1,5mL -
Tris-HCI 1,0M pH 6,8 - 315uL
SDS 10% 60uL 25uL
Acrilamida/Bisacrilamida 30% 2,AmL 415uL
(29:1)

TEMED 2,4uL 2,5uL
APS 25% 24pL 10pL

Uma aliquota de 10uL adicionadas de tampdo de amostra foi fervida por 5
minutos e aplicadas em gel o qual foi posteriormente corado com solugdo corante

durante toda a noite, sob agitacdo, seguida de descoramento com a solucao descorante.

Para as reagbes de EMSA, foram utilizados géis de poliacrilamida conforme

descrito abaixo.

Poliacrilamida 30% 7,5mL
Glicerol 50% 7,5mL
TBE 10X 1,125mL
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Agua 22,5mL
TEMED 25uL
APS 25% 100pL

5.15 Quantificacdo de proteinas

A quantificacdo das fracbes proteicas foi realizada pelo método de Bradford
(1976). A curva padrdo de concentracdo foi construida utilizando albumina sérica
bovina (BSA) em concentracdes que variaram de 0,1 a Img/mL. A leitura foi realizada

em espectofotdmetro (GeneQuant) na absorbancia de 595nm.

5.16 Ensaio de EMSA

Para o ensaio de retardo de mobilidade foram utilizados os seguintes reagentes:

Sonda 1,5pmol/uL
KCL 200mM
ZnCl, 5uM

Poli(dldC)  0,2pg/pL
Espermidina  8mM
Proteina 25ng/uL
Agua g.s.p. 20pL

Em cada reacdo, utilizou-se 0,5ug de proteina. Apo6s adicdo de todos os
reagentes, os frascos foram incubados em gelo por 20 minutos. Para a aplicacdo em gel,
utilizou-se uma gota de tampé&o de amostra 1X e de glicerol 50% para auxiliar a corrida.

As amostras foram analisadas em gel de poliacrilamida ndo desnaturante.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Amplificacdo das regioes 5> UP dos genes de celulase de Hgvt

As regides promotoras dos genes de celulase de Hgvt foram obtidas por PCR a
partir do DNA gendmico do fungo e os fragmentos analisados por eletroforese em gel

de agarose.

Os oligonucleotideos iniciadores para a amplificacdo da regido promotora dos
genes egll e egl4 foram desenhados a partir das sequéncias descritas por Takashima e
colaboradores (1996; 1999). As sequéncias 5’UP dos genes obtidas apresentaram

tamanhos esperados de 545 e 850 pares de base, respectivamente (Fig. 8).

O gene cbhl.1 foi clonado e caracterizado por Azevedo e colaboradores (1990).
A regido promotora conhecida desse gene € de 1618pb. Por se tratar de um fragmento
grande, o que dificultaria as clonagens no vetor reporter, optamos por amplificar a

regido correspondente aos 1059pb imediatamente anteriores ao ATG.

M egll C egld C cbhi.l C

1650pb

1000pb
850pb
650pb
500pb

Figura 8. Andlise eletroforética em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etideo 0,5ug/ml, da
amplificagdo por PCR das regides 5’UP dos genes egll, egl4 e cbhl.1 de Hgvt. As sequéncias promotoras
de egll, egld e cbhl.1 apresentaram o tamanho esperado de 545pb, 850pb e 1.059pb, respectivamente. Os
controles negativos de cada reacdo (sem DNA) estdo representados por C* e o marcador 1kb plus DNA
Ladder por M.
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6.2 Clonagem das regiées 5°UP no vetor reporter pGOX

Genes reporter sdo aqueles cujos produtos podem ser rapidamente detectados
utilizando-se metodologias simples (revisto por Cui et al., 1994). Essa ferramenta €
amplamente empregada no estudo de expressdao de genes e envolve a utilizacdo de
sequéncias reguladoras dos genes em estudo para o controle da transcricdo do gene
reporter. A expressdo desse gene passa a depender da acdo exercida pela regido

regulatoria (Naylor, 1999).

O vetor de expressao pGOX foi construido previamente por nosso grupo de
pesquisa utilizando-se o0 gene goxA de A.niger como repdrter. Este gene codifica a
proteina glicose oxidase que catalisa a oxidagdo de D-glicose em gliconolactona e
peréxido de hidrogénio (H.0,). Essa enzima é produzida naturalmente por algumas
espécies de fungo e insetos e atua como agente antibacteriano e antifungico por meio da
producédo de H,0, (revisto por Wong et al., 2008). Na industria € utilizada em diversos
processos e na clinica e empregada na deteccéo e quantificacdo de glicose em solugdes e

fluidos corporais (Luque et al., 2004).

As regides 5"UP dos genes egll, egl4 e cbhl.1 foram inseridas com sucesso no
vetor pGOX. Em virtude da presenca de sitio unico de clonagem, em Xbal, os
promotores poderiam ser introduzidos em duas orientaces em relacéo ao gene reporter.
A clonagem correta dos insertos dentro do plasmideo foi confirmada utilizando-se o

perfil de restricdo dos vetores recombinantes.

Para o sistema gene reporter pGOX::egll foi utilizada a enzima EcoR I. O perfil
de restricdo foi analisado por eletroforese em gel de agarose. Os vetores com o inserto
na orientacdo correta apresentariam fragmentos de aproximadamente 4.0, 2.5, 1.5 e
1.4kb como pode ser deduzido a partir da figura 9A. Os plasmideos 1 e 2 apresentaram
este padréo, diferentemente do observado para o plasmideo 3, no qual a orientacdo da
regido promotora esta invertida (fragmentos de cerca de 4.0, 2.5, 2.0 e 0.87 kb) (Fig.
9B).
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gox
pegll

4000 pb
3000 pb

2000 pb
1650 pb

1000 pb
850 pb

650 pb

Figura 9. A) Representacdo esquematica do vetor pGOX contendo o promotor de egll (pegll) na
orientacdo correta. Os nimeros referem-se aos tamanhos dos fragmentos em pares de base. As linhas
tracejadas representam sitios de restricdo para EcoR I. B) Andlise eletroforética em gel de agarose 1%
corado com brometo de etideo 0,5pg/ml da digestdo do vetor recombinante pGOX::egll com a enzima
EcoR 1. Poco 1: marcador 1kb plus DNA Ladder (Invitrogen). Poco 2: plasmideo recombinante 1
digerido (inserto na orientagdo correta). Pogo 3: plasmideo recombinante 1 intacto. Pogo 4: plasmideo
recombinante 2 digerido (inserto na orientacdo correta). Poco 5: plasmideo recombinante 2 intacto. Pogo
6: plasmideo recombinante 3 digerido (inserto na orientacdo invertida). Pogco 7: plasmideo recombinante

intacto.

A construcdo pGOX::egl4 foi confirmada pela digestdo com a enzima BamH |
(Fig. 10). Tal digestdo resulta em fragmentos de 8809pb e 884pb para a orientagdo
correta e 8325pb e 1368pb para a orientacéo invertida.
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1000 pb
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Figura 10. A) Representacdo esquematica do vetor pGOX contendo o promotor de egl4 (pegl4) na
orientacdo correta. Os numeros referem-se aos tamanhos dos fragmentos em pares de base. As linhas
tracejadas correspondem a sitios de restricdo para BamH I. B) Anélise eletroforética em gel de agarose
1%, corado com brometo de etideo 0,5ug/mL, da digestdo do vetor recombinante pGOX::egl4 com a
enzima BamH |. Poco 1: marcador 1kb plus DNA Ladder (Invitrogen). Poco 2: plasmideo recombinante
1 intacto. Poco 3: plasmideo recombinante 1 digerido (orientacdo invertida). Pogo 4: plasmideo

recombinante 2 intacto. Pogo 5: plasmideo recombinante 2 digerido (orientacdo correta).

A figura 11 apresenta a clonagem da regido 5’UP do gene cbhl.1 no sistema
gene reporter (pGOX::cbhl.1). A confirmacéo da clonagem foi realizada utilizando-se a
enzima Xho I. Os plasmideos 2 e 3 apresentam a regido promotora clonada na
orientagdo correta (fragmentos de aproximadamente 5.6kb, 3.9kb e 382pb). A digestéo
de vetores contendo o promotor em orientacdo invertida resulta em fragmentos de
6.4kb, 3.1kb e 382pb (plasmideos 1 e 5).
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Figura 11. A) Representacdo esquematica do vetor pGOX contendo o promotor de cbhl.1 (pcbhl.1) na
orientacdo correta. Os numeros referem-se aos tamanhos dos fragmentos em pares de base. As linhas
tracejadas correspondem a sitios de restricdo para Xho I. B) Andlise eletroforética em gel de agarose 1%,
corado com brometo de etideo 0,5ug/ml, da digestdo de pGOX::egll com as enzimas Xba I e Xho I. Pogo
1: marcador 1kb plus DNA Ladder (Invitrogen). Pogos 2, 3 e 4: plasmideo recombinante 1 intacto,
digerido com Xba I, e com Xho I, respectivamente. Pocos 5, 6 e 7: plasmideo recombinante 2 intacto,
digerido com Xba I, e com Xho I, respectivamente. Pogos 8, 9 e 10: plasmideo recombinante 3 intacto,
digerido com Xba I, e com Xho I, respectivamente. Pogos 11, 12 e 13: plasmideo recombinante 5 intacto,
digerido com Xba I, e com Xho I, respectivamente. Os plasmideos recombinantes 2 e 3 apresentam a

sequéncia promotora na orientagao correta com relagéo ao gene repdrter.

A atividade do promotor, na regulacdo do gene gox pode ser analisada de forma
quantitativa por meio da atividade de glicose oxidase liberada no sobrenadante de
cultivo dos fungos recombinantes (Mach et al., 1999). Para esse ensaio utiliza-se 0
reagente 10-acetil-3,7- dihidroxifenoxazina (Amplex® Red Glucose/Glucose Oxidase
Assay da Invitrogen), um substrato incolor e estavel para a enzima peroxidase, também
fornecida no kit. A glicose oxidase reage com D-glicose formando D-gliconolactona e
peroxido de hidrogénio. Na presenca da peroxidase, o H,O, reage com o reagente Red
gerando um produto fluorescente que pode ser analisado por espectrofotometria (571 a
585nm).
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Utilizando o gene reporter gox, Mach e colaboradores (1999) observaram
padrdes distintos para a expressao dos genes de quitinase ech42 e nagl de T.atroviride,
em resposta a diferentes fontes de carbono. A expressédo do gene nagl foi induzida em
presenca de quitooligossacarideos e produtos derivados do seu catabolismo, engquanto
que a expressdo do gene ech42 parece ndo ser induzida diretamente por quitina ou
quitooligosacarideos, mas pela deplecdo de carbono no meio e por condi¢bes de stress

do organismo.

Wirleitner e colaboradores (2003) utilizaram versdes mutadas do promotor de
xyn2 de T.reesei fusionadas ao gene goxA de A.niger e verificaram que a eliminacao e
mutacdo dos elemento em cis AGAA-box e CCAAT-box, respectivamente, resultaram
no aumento da transcricdo basal e também induzida desse gene, enquanto que a
eliminag&o de sitios de ligagdo para o fator transcricional Ace2 impediu completamente
a transcricdo de xyn2. Utilizando esta mesma metodologia, Rauscher e colaboradores
(2006) analisaram a expressdao do gene xynl também de T. reesei e evidenciaram a

possivel atuacdo de fatores trancricionais, Xyrl e Ace 1 na regulacdo de desse gene.

Os dados acima indicam que o gene repdrter gox poderd fornecer importantes
informagdes a respeito da atividade dos promotores uma vez tenhamos as linhagens de
A. nidulans recombinantes contendo as construgdes moleculares obtidas no presente
trabalho. Poderemos assim, determinar as melhores condi¢cdes de inducdo dos genes de
nosso interesse alterando condi¢Bes do meio de cultura tais como fontes de carbono e
pH. No presente momento estamos padronizando os protocolos de transformacéo de A.
nidulans por fusdo de protoplastos (Tilburn et al., 1983) e por biobalistica (Fungaro et
al., 1995) com nossas construcdes moleculares uma vez que ndo estdo disponiveis

protocolos de transformacéo genética eficientes para Hgvt.

6.3 Producdo e purificacdo dos dominios de ligagdo ao DNA dos fatores de

transcricdo CreA e PacC

Os fatores transcricionais CreA/Crel e PacC desempenham um papel importante
na regulacdo da expressédo de diferentes genes de fungos filamentosos. Essas proteinas
reconhecem sequéncias especificas presentes nas regides promotoras, promovendo a
repressdo ou a ativagdo da transcricdo génica (Margolles-Clark et al., 1997; Kumar &
Ramon, 1996).
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O gene PacC de H. grisea foi clonado e caracterizado pelo nosso grupo de
pesquisa. O gene codifica um polipeptideo predito de 639 residuos de aminoécidos, que
geraria uma proteina de 67,5kDa, com grande similaridade a homologos de PacC de
outros organismos como Magnaporthe grisea (73,8%), Neurospora crassa (72%) e A.
nidulans (60,1%) (Aguiar, 2006; Pocas-Fonseca et al., 2008). O dominio de ligagcdo ao
DNA de PacC em Hgvt apresenta 92,1% de similaridade com o homdlogo de
A.nidulans. A proteina CreA, com aproximadamente 45.8kDa, apresenta a regido dedo
de zinco com grande similaridade a homologos em T.reesei (94.6%) e A. niger (89.3%)
(Takashima et al., 1998). Esses dados sugerem que esses fatores de transcricao

desempenhem funcbes semelhantes nos diferentes microrganismos.

Para analisar a possivel interacdo desses fatores com as sequéncias especificas
identificadas nas regides promotoras de genes de celulases de Hgvt, os dominios de
ligacdo das proteinas foram produzidos em E.coli como proteinas de fusdo a glutationa-

S-transferase (GST) para posterior ensaio in vitro de ligacdo ao DNA.

Os dominios de ligacdo das proteinas CreA e PacC recombinantes foram
purificados em colunas GST-Sepharose e analisados por eletroforese em gel de
poliacrilamida 12%. As proteinas recombinantes CreA-GST e PacC-GST apresentaram
tamanho esperado de 35kDa e 40,8kDa, respectivamente (Fig. 12).
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(A)

M EP Frages purificadas de CreA-GST

50kDa

35kDa

Fragdes purificadas de
(B) M = PacC-GST

50kDa

40kDa

Figura 12. Perfil eletroforético em SDS-PAGE 12% corado com Comassie Blue das proteinas
recombinantes CreA-GST (A) e PacC-GST (B). Extrato protéico total (EP) e fragdes de cromatografia em
GST-Sepharose das proteinas recombinantes CreA-GST (35kDa) e PacC-GST (40, 8kDa). M: Marcador
Prestained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas) no gel A e BenchMark Protein Ladder

(Invitrogen) no gel B.
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6.4 Ensaios de retardo de mobilidade eletroforética

A partir da regido promotora dos genes de egll e egl4, buscou-se in silico as
sequéncias 5’- SYGGRG-3’(Cubero & Scazzocchio, 1994) e 5’-GCCA(A/G)G-3’
(Espeso et al., 1997), reconhecidas pelos fatores de transcricdo CreA e PacC,
respectivamente. Foram localizadas sequéncias com todas as combinagdes possiveis nas

duas direcbes e em ambas as fitas de DNA.

As sequéncias obtidas contendo os sitios de reconhecimento das proteinas PacC
e CreA foram utilizadas como molde para a sintese de sondas as quais foram marcadas

com fluorescéncia.

6.5 Regido promotora de egll

A figura 13 apresenta os 549 pares base referentes a regido promotora do gene
egll e as sequéncias correspondentes as sondas contendo os sitios de reconhecimento
para PacC (quatro sitios) e CreA (nove sitios). Entretanto, nem todos os sitios foram

utilizados como molde para a sintese de sondas.

Ao todo cinco sondas foram sintetizadas. As sondas 1 e 2 apresentam
respectivamente um e dois sitios de ligacdo a PacC. As sondas 3 e 5 contem dois sitios
para CreA e a sonda 4, trés sitios sobrepostos para esse mesmo fator de transcricéo (Fig.
13).

|ACGGGGAATTCGGTTCGTCAACGTCCECAACTCCATCTTGGCCGGCTTGGCCGCCCTtCCGCTGCTACACCT
TCCCGCCCTCTATCAGCCCAGAAAATTCGCTGATGGGGCTCACTCCCCGCGTTCCTTGCAGCGGCTCTTAGC
GGGATCGCGGGCCCGCTACCCGCTCCCCCTTGTCATCTCGATGCCGTCCCGAGCTGGCGGCTAGGTAGGCGT
GCCAATEGGCAAT CAACAATTCGIACCTTCCCGGAGGAGCCGGACTCCGAGCGCACGCGGAGGGCAT A &
TCGGGATGGATGAAGGqTCCCCGTGGGGTCCGGGGCHATGTFACCGGAGATTGGGGGCCGGTTGAFATTGTC
GAAGAGAGGAGAAAGCCCGATACGAAGA%?AACATAAGTATGGGGGTGAATiETCGCCGCGTTGGGAGTTGA

GGCTTCTTCGTCGAGCTCGAGTCGTCCGQCGTCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTICCTTTCAGTCTTTGAGTTCT
TCGGACCTGCAGCGTCCTGAACAACTCGIACCAGCTCARAACAACCATG

Figura 13. Regido promotora de egll de Hgvt. Os sitios para PacC apresentam-se em amarelo e para

CreA, em verde.
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Com relacdo aos possiveis sitios de interacdo para PacC (Fig.14A), ndo se
observou a formacao de complexo DNA-proteina para a sonda egl1-1, que apresenta um
Unico sitio predito. Ja para a sonda 2, um nitido shift foi detectado. Ao compararmos as
duas sondas, observamos, além da diferenca no nimero de sitios preditos, que 0 motivo
consenso para ligacdo encontra-se invertido entre elas. Nesse sentido, especulamos se o
dominio de ligacdo ao DNA de PacC seria capaz de interagir apenas com a sequéncia
5’- CTTGGC-3’ e ndo com 5°- CGGTTC-3".

A formacédo de complexos DNA proteina também foi observada nos sitios para
CreA nas sondas 3, 4 e 5 (Fig.14).

(A) (B)
Sonda 1 Sonda 2 Sonda 3 Sonda 4 Sonda 5
GST::PacC - + - + GST::CreA - + - + - +
Sonda + + + + Sonda + + + + + +

= ol -

te
Sonda livre — [
Sonda livre | —

Figura 14. Ensaio de Retardo de Mobilidade Eletroforética para avaliar a interacdo entre as sondas de
egll e os dominios de ligacdo ao DNA das proteinas PacC e CreA. Gel A: Sondas 1 e 2 incubadas com
GST::PacC. Gel B: Sondas 3, 4 e 5 incubadas com GST::CreA.

Com o objetivo de verificar se essas ligacOes estdo ocorrendo de forma
especifica para as duas proteinas, realizou-se 0 ensaio de competicdo na qual as sondas
ndo marcadas apresentam-se em concentragdes molares 25, 50 e 100X mais elevadas do

que as sondas marcadas.

No primeiro ensaio, foram utilizados competidores especificos, com a mesma
sequéncia nucleotidica, porém ndo marcados com o fluoréforo. Para todas as sondas, 0
sinal da fluorescéncia diminuiu & medida que a concentragdo do competidor foi

aumentada (Fig. 15).
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(A) (B)

GST::PacC 5 + & + + GST::CreA - + + + +
- o -‘ Poion
Competidor - i} Competidor - - ]

Sonda 2 + + + + + Sonda 3 & 5 " 3 +

Lqd
bd
Sonda livre T ——

Sonda livre — —
(®) (D)
GST::CreA - + + + + GST::CreA - + + " "
Competidor - - B | Competidor ' x

Sonda 4 + + + + + Sondas + + + + 3§

B b S—— | Cb——.

RR IR

Sonda livre ‘ ‘ [N —— Sonda livre S

Figura 15. Ensaio de Retardo de Mobilidade Eletroforética utilizando competidores especificos para as
sondas de egll. Gel A: sonda 2 incubada com GST::PacC e competidores especificos em concentracdes
crescentes (25, 50 e 100X). Géis B, C e D: sondas 3, 4 e 5 incubadas com GST::CreA e competidores
especificos em concentracfes crescentes (25, 50 e 100X). O sinal da fluorescéncia diminuiu @ medida que
a concentracdo do competidor foi aumentada em todos os ensaios sugerindo uma possivel interagdo

especifica entre sonda e proteina.

Esse resultado sugere que as interacGes detectadas sejam especificas entre 0s
fatores transcricionais e os sitios de ligacdo preditos. Entretanto, a confirmacao desse
dado sé é possivel por meio da utilizacdo de sondas mutadas. No segundo ensaio,
portanto, foram utilizadas sondas com os sitios de ligagdo aos fatores transcricionais

alterados. Sabe-se que o segundo G e o quarto A na sequéncia consenso de PacC (5°-
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GCCA(A/G)G-3’) sdo fundamentais para a ligacdo entre DNA-proteina (Espeso et al,
1997). Por esse motivo, essas bases foram substituidas por uma timina nas sondas
mutadas. Com relacdo a sequéncia de ligacdo para CreA, o terceiro e 0 quarto G do
consenso 5’- SYGGRG-3’foram substituidos por uma adenina (Cubero & Scazzocchio,
1994).

Somente as sondas 2 e 4 mostraram se ligar as proteinas de maneira especifica,
uma vez que as sondas contendo mutagdes ndo competiram pela interacdo. As sondas 3

e 5 se ligaram de forma inespecifica a proteina (Fig. 16).

GST::PacC - + + + + GST::CreA - + + + +
Comp. mutado - s — Comp. mutado - ” il

Sonda2  + + + + + Sonda3 + + + ol *

= - - " S N oo =
bl bd bl
Sonda livre o — (S
Sonda livre e st

GST::CreA - i E + 5 GST::CreA - + + + +
Comp. mutado & = - Comp. mutado - = —
Sonda 4 + + + + + Sonda 5 G + + + +

Sonda livre ‘ v — — Sonda livre

Figura 16. Ensaio de Retardo de Mobilidade Eletroforética utilizando competidores mutados para as
sondas de egll. As mutacdes nos sitios de ligacdo para PacC foram realizadas inserindo-se uma timina na
posicdo ocupada pela segunda citosina e pela quarta adenina no motivo 5'-GCCARG-3' (Espeso et al.,
1997). Para mutacBes nos sitios de ligacdo para CreA uma adenina foi inserida na terceira e quarta

posicdo em substituicdo as guaninas presentes no motivo 5'-SYGGRG-3' (Cubero & Scazzocchio, 1994).
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Gel A: sonda 2 incubada com GST::PacC e concentragdes crescentes de competidores mutados (25, 50 e
100X). Géis B, C e D: sondas 3, 4 e 5 incubadas com GST::.CreA e competidores mutados em
concentragdes crescentes (25, 50 e 100X). A perda de sinal fluorescente indica uma interacdo inespecifica

entre DNA e proteina enquanto que a permanéncia do sinal demonstra a especificidade da ligagao.

Considerando que a sonda 2 apresenta dois possiveis sitios de ligacdo para PacC
e que a sonda 4 apresenta trés possiveis sitios de ligacdo para CreA, foram utilizados
competidores com mutacgdes diferenciadas a fim de verificar em qual dos dois sitios

possiveis esta ocorrendo de fato a interacao.

Em relacdo a sonda 2, quando foram feitas mutac6es apenas no sitio 1 ou apenas
no sitio 2 se verificou que concentraces molares crescentes desses competidores
provocaram apenas uma sutil diminuicdo do sinal fluorescente (Fig. 17), o que ndo nos
permitiu comprovar efetivamente se as sequéncias mutadas estavam de fato competindo
pela ligacdo a proteina. A presenca de quantidade excessiva de competidores na reacao

pode estar comprometendo a interpretacdo do resultado.

GST::PacC - + + + + + + +
Sonda 2 + + + + + + + +
Competidor . - r— = " .
(mut. sitio 1) _
Competidor - X - 8 -

(mut. sitio 2)

_H_‘.—-i—uh—n

Sonda livre W e - S e —

Figura 17. EMSA utilizando a sonda 2 de egll e competidores com mutacdo em apenas um dos dois
sitios para PacC em concentragdes molares de 25, 50 e 100 vezes maiores do que a primeira. As mutagdes
nos sitios de ligacdo para PacC foram realizadas inserindo-se uma timina na posicdo ocupada pela

segunda citosina e pela quarta adenina no motivo 5'-GCCARG-3' (Espeso et al., 1997).
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Em razéo disso, repetiu-se 0 experimento com concentragdes molares inferiores
de competidores mutados (Fig. 18). Como nesse Gltimo experimento ndo se observou
diminuicdo da intensidade de fluorescéncia do sinal, concluimos que essas interagdes

sdo especificas uma vez que mutacdes nos sitios de ligacdo impossibilitam a ligacdo da

proteina.
GST::PacC - + * + + GST::PacC - + * + +
Sonda2 + * * + ¥ Sonda 2
Competidor - - Competidor

(mut. sitio 1) (mut. sitio 2)

Sonda livre Sonda livre

Figura 18. EMSA utilizando a sonda 2 de egll e competidores com mutacdo em apenas um dos dois
sitios para PacC em concentra¢cdes molares de 5, 20 e 50 vezes maiores do que a primeira. As mutacdes
nos sitios de ligacdo para PacC foram realizadas inserindo-se uma timina na posicdo ocupada pela
segunda citosina e pela quarta adenina no motivo 5'-GCCARG-3' (Espeso et al., 1997). A permanéncia do
sinal fluorescente evidencia a interagao especifica entre PacC e os dois sitios de ligagao para esta proteina

presente na regido promotora de egll.

Uma alternativa para a utilizagdo de concentracdes menores de competidores
mutados seria a utilizacdo de sondas mutadas marcadas com fluoresceina. Tal
abordagem poderia aportar um resultado de interpretagdo mais direta. No entanto, tal
abordagem seria extremamente dispendiosa dado ao elevado custo de sintese de
oligonucleotidoes marcados.

A deteccdo de interacOes especificas entre PacC-GST e o promotor do gene egll
associada ao aumento de expressao desse gene que Mello-de-Sousa e colaboradores
(2011) relataram quando do crescimento de Hgvt em condicdes alcalinas, nos permite
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concluir que o fator de transcricdo PacC realmente esta envolvido na regulacdo da

expressao génica de egll.

A figura 19 apresenta o experimento de competicdo com sonda mutada
individualmente em cada um dos trés sitios possiveis para a interacdo de CreA presentes
na sonda 4. Observa-se que para 0s sitios 1 e 3 ndo existe alteracdo da intensidade do
sinal indicando interacdo especifica. Por outro lado, para o sitio 2, observa-se
claramente que a versdo mutada da sonda, em concentragdes molares crescentes, foi
capaz de interagir com a proteina recombinante, levando a uma diminuicdo da

intensidade do sinal fluorescente.
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GST::CreA - + + + + + + +

Sonda 4 + + + + + + + +

Cmpetitor | _ ol . -
(mut. sitio 1)
Competidor . ]

(mut. sitio 2)

——

Sondalivie # L R T e e e

GST::CreA - + + + +

Sonda 4 + + + + +

cOmpetidor - - 4

(mut. sitio 3)

Sonda livre prm—

Figura 19. EMSA utilizando a sonda 4 de egll e competidores com mutacdo em apenas um dos dois
sitios para CreA em concentragcdes molares de 25, 50 e 100 vezes maiores do que a primeira. As mutacdes
nos sitios de ligacdo para CreA foram realizadas inserindo-se uma adenina na terceira e quarta posicdo em
substituicdo as guaninas presentes no motivo 5'-SYGGRG-3' (Cubero & Scazzocchio, 1994). A perda de
sinal fluorescente no sitio 2 indica uma interacdo inespecifica entre DNA e proteina enquanto que a

permanéncia do sinal nos sitios 1 e 3 demonstram a especificidade das ligacGes.
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No presente trabalho, encontramos nove variacbes para 0 consenso 5’
SYGGRG- 3’ de ligagdo para CreA no promotor de egll. Takashima e colaboradores
(1998) descreveram a presenca de apenas cinco sitios, pois ndo consideraram algumas
sequéncias invertidas. Esses autores também detectaram interacdes DNA-proteina, e por
DNA footprinting, demonstraram uma forte interacdo com a regido referente a nossa
sonda 4. Desse modo, a especificidade da interacdo do fator transcricional CreA com o
promotor do gene egll foi comprovada por duas abordagens experimentais diferentes: o
emprego de sondas mutadas (esse trabalho) e DNA footprinting (Takashima et al.,
1998). Estudos anteriores do nosso grupo Mello-de-Sousa e colaboradores (2011)
indicaram que o acumulo de transcritos de egll é menor quando o fungo é crescido em
glicose em comparacdo ao crescimento em bagago de cana-de-aglcar. Tomados em
conjunto esses dados indicam que o mecanismo de repressdao por glicose em egll

envolve o fator transcricional CreA.
6.6 Regido promotora de egl4

Na sequéncia de aproximadamente 800 pares de base da regido promotora de
egl4 foi localizado apenas um sitio para PacC e oito sitios de reconhecimento para
CreA. Para a andlise estrutural desse promotor foram desenhadas trés sondas, duas delas
contendo dois sitios de reconhecimento para CreA cada e uma representando o sitio de

ligacdo para PacC (Fig. 20).

Sonda 1

GACATCAARAGTTTGGGAATAGGAGTGAAGCGTCAGGACTTGGGAAGCGAGAGTTCATCGGGTCAACCAG
CGCGGTACCTGAGTAGAGTTGTGTAGAAAACAATGACGTAGTATATTTTCTCCCGGCAGTTGTTGTTTT
TGGATCCTGCGCACCTCTCTCACTCCTCEECCGTCCGGAGTCATCCEAATAGCGGCACCCCCCTCCCFC
CCCTTTTCAACTCATGTATATTACCCGCGCGGCTCATCGGATGGGCTTCTCCCTCTCGGARATGATGCC
GAGCAGGACAGACAGCCTTTTTCAATTTGGGTATTCCTGGGGGGAAACAACCCCATTAGTAGCTCCATA
GCATCTCATCCGCCCGGCACCAGCTTCCCCGCGAATCATTTGAGTCTCAAAGAATAGAACTCGTCCTCG

TG‘TGCAT GGAAATTGGCCTGGCT GCGCGCTCAATATGCGCGTT CCCTCCCCCCAATCTCCGCTCCCGTC
GCATAATGGTGCGGTAATGGGGACCTGATCAGCACGTTGAGCGTCCGGTTGTCGGGTTACGGTGCCGTT
CTTGGTGGTGGTGGTGGTGGTATAGACAGAGGTGTATATATATGTCGAGGAARACCCCCCTAATCCCCT
GTGGTTCCTGGTTTGGAGTCGATGGTGTGCTCGTTCCAGATATCACCACAGTCAGGGTTCATCCAATCT
CCCGTACGTTTGGGAGTAGTACCAGCAGCAGCAGCAGCATCCCTCCAGACTTGCTTTCTTTTCTGACTT
ATACGTACATCCCGARARAGCCCCCCCATCATG

Figura 20. Regido promotora de egl4 de H.grisea. O sitio para PacC apresentam-se em amarelo e para

CreA, em verde.
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Os EMSA apresentados na Figura 21 demonstraram que houve interacdo apenas
com CreA (sondas 1 e 2) mas ndo com PacC (sonda 3). O sitio Unico de PacC
encontrado na regido 5’UP de egl4 apresenta a sequéncia 5°-CCTGGC-3’, que também
ndo foi reconhecida pela proteina PacC recombinante em experimentos com a regiao
promotora do gene creA de Hgvt (Mello-de-Sousa et al., 2011). Analises por EMSA da
regido promotora do gene chs4 de P. brasiliensis mostraram que uma sonda contendo
uma guanina (ao invés de uma adenina) na quinta posicdo ndo foi capaz de interagir
como o0 homdlogo de PacC desse mesmo organismo (Moraes, 2009). Acreditamos assim
que, em Hgvt, seja necessaria a presenca de uma adenina, ao invés de uma guanina, na

quinta posigéo para que ocorra a ligacdo do fator transcricional PacC.

Sonda 1 Sonda 2 Sonda 3

GST::CreA - + - + - -

GST::PacC - - - - - +
Sonda + + + + +

i

Sonda livre = S SN B

Figura 21. Ensaio de Retardo de Mobilidade Eletroforética para avaliar a interagdo entre o promotor de

egl4 e os dominios de ligagdo ao DNA das proteinas CreA e PacC.

A especificidade de ligacdo foi analisada por ensaios de competigéo utilizando
competidores especificos e competidores mutados conforme descrito anteriormente. As
sondas 1 e 2, quando incubadas com os respectivos competidores especificos
apresentaram perda de sinal fluorescente no gel (Fig. 22) o mesmo observado quando
utilizados competidores mutados (dados ndo mostrados), demonstrando que a sonda
mutada ndo marcada em concentragbes maiores competiu com a sonda marcada, ou
seja, a interacdo é inespecifica.
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Outros sitios de ligacdo para CreA estdo presentes no promotor do gene egl4.
Entretanto, estes estdo dispostos isoladamente ao longo do promotor. Tais sitios ndo
foram avaliados, pois evidéncias sugerem a necessidade de dois sitios continuos para a
ocorréncia de ligacdo (Cubero& Scazzocchio, 1994; Mach et al., 1996). O mesmo se

aplica ao promotor do gene egll previamente discutido.

GST::CreA - + + + 4 GST::CreA - + + + +
Sondal + + + + + Sonda2 + + + + +
Competidor (wt) - el  Competidor (wt) - .

a;w_auu_dlu;_;

Sonda livie s el M Sonda livire s B bl N

Figura 22. Ensaio de Retardo de Mobilidade Eletroforética utilizando competidores especificos para as
sondas de egl4. Gel A: sonda 1 incubada com GST::CreA e concentra¢fes crescentes de competidores
(25, 50 e 100X). Gel B: sondas 2 incubada com GST::CreA e competidores especificos em concentracfes

crescentes.

Nossos dados, entdo sugerem que CreA e PacC ndo estdo envolvidos na
regulacao da expressao de egl4. Explicamos assim os resultados encontrados por Mello-
de-Sousa e colaboradores (2011) que relataram que houve maior acumulo de transcritos
egld em pH &cido e que ndo houve diferenca significativa no acimulo de transcritos

quanto a Unica fonte de carbono utilizada (glicose ou bagago de cana-de-agucar).

A expressdo distinta de genes de celulase de Hgvt em funcdo da fonte de
carbono foi primeiramente descrita por Pogas-Fonseca e colaboradores (2000) que
analisaram por RT-PCR a expressdo dos genes de celobiohidrolases cbhl.1 e cbhl.2. A
transcri¢cdo do primeiro foi induzida em presenca de bagaco de cana-de-agucar, lactose
(0,1%) e celobiose (0,1%) e reprimida em presenca de glicose (0,1% ou 1%). Por outro

lado, o gene cbhl.2 foi expresso em todas as condigdes, inclusive em presenca de
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glicose. Na regido promotora de cbhl.2 foram localizados possiveis sitios envolvidos na
repressao por carbono (Pogas-Fonseca et al., 1997). Entretanto, a funcionalidade destes
ainda ndo foi avaliada. Também é de interesse do nosso grupo de pesquisa a
caracterizacdo dos promotores de genes de celobiohidrolases a fim de compreender o
mecanismo de regulacdo de genes codificadores de diferentes classes de celulase desse

fungo.
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7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho foram obtidas constru¢cGes moleculares utilizando as sequéncias
dos genes egll, egl4 e cbhl de Hgvt fusionadas ao gene reporter gox de A.niger. Tais
construcdes permitirdo a caracterizagdo funcional desses promotores no sistema
heter6logo de A. nidulans, uma vez que um protocolo eficiente de transformacao

genética para o proprio Hgvt ndo esta disponivel.

Foram localizados sitios consenso de ligacdo aos fatores transcricionais CreA e
PacC nas regibes promotoras dos genes de endoglicanase egll e egl4. Por meio de
ensaios de EMSA, pode-se observar interacBes especificas para PacC e para CreA na
regido 5’ UP de egll, indicando que esse gene é regulado pelo pH ambiental e por

repressao por glicose.

Quando analisado o promotor de egl4, entretanto, PacC ndo foi capaz de
reconhecer e interagir com o Unico sitio presente na regido analisada, enquanto os sitios
de reconhecimento para CreA levaram apenas a formac&o de complexos inespecifico.
Esses dados sugerem mecanismos regulatorios distintos para esses dois genes de

endoglicanase.

A etapa seguinte desse estudo consistirda na transformacdo genética de A.
nidulans com as construcdes gene repOrter obtidas: pGOX::egll, pGOX:egl4 e
pGOX::cbhl.1. Ap6s a analise genética dos recombinantes quanto a estabilidade
mitotica, estes serdo analisados quanto a atividade de glicose oxidase em crescimento
em meios de cultura contendo fontes distintas de carbono e diferentes valores de pH.
Esperamos com esses dados atingir uma melhor compreensdo dos mecanismos

regulatérios dos genes do complexo celulolitico de H. grisea.
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