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RESUMO

RIBON, Andréa de Oliveira Barros, DS., Universidade Federal
de Vigosa, setembro de 2001 Organizagdo e regulacdo de
genes que codificam  poligalacturonases em Penicillium
griseoroseum . Orientadora:  Elza Femandes de  Aragjo.
Conselheiros: Marisa Vieira de Queiroz e Everaldo Gongalves
de Bar o0s.

Os genes pggl e pgg2, que codificam poligalacturonases em
Penicilium  griseoroseum , foram clonados e caracterizados. A
regido codificadora do gene pggl possui 1251 pares de bases
(pb) e é interrompida por introns de 55 e 67 pb, posicionados
por compa racdo com a sequéncia do cDNA correspondente. Uma
proteina de 376 aminoacidos (aas) foi obtida da traducdo deste
gene e apresenta um potencial sitio de dlicosilacdo (Asn 7y,
com massa molecular e pl estmados em 384 KDa e 531,
respectivamente. O gene pgg2, de 1165 pb, também é interrompido



por dois introns de 58 pb. Os introns de pggl e pgg2 apresentam
posicBes conservadas, embora 0 mesmo ndo tenha sido verificado

com as suas seqiiéncias. A proteina deduzida de pgg2 possui 369
aas, massa molecular 38,3 KD a, pl 831 e dois possiveis sitios
de glicosilacdo  (Asn W e Asn ). A identdade entre as
proteinas PGGL1 e PGG2 foi de 57,5%.

Andlise por hibridizacdo do DNA total de P. griseoroseum
mostrou que 0s genes pggl e pgg2 estdo presentes em copias

Unicas no genoma do fungo. Diferentes espécies de fungos do

género Penicillium foram investigadas quanto a presenca de

genes de PG em seu genoma. Os resultados revelaram que a essas

espécies conttm PGs codificadas por poucos genes, ao contrario

do observado em Asperg illus niger e Botrytis cinerea , que
possuem familias de genes de PG constituidas por no minimo

cinco membros.

A expressdo dos genes pggl e pgg2 foi analisada por
hibridizagdo do RNA total e pela técnica de RT -PCR. Ambos os
genes sao transcricionalmente reg ulados, porém com expressao
diferenciada entre si. A expressdo do gene pggl foi verificada

apenas em 76 horas de culvo do micélio em meio com pectina
suplementado com extrato de levedura, enguanto o transcrito do

gene pgg2 foi detectado em todos os tempo s de culivo. A
expressdo de ambos o0s genes também foi analisada em outras

fontes de carbono, como sacarose e dlicose, suplementadas ou

ndo com extrato de levedura. Transcritos de pggl foram
detectados apenas na presenca de pectina, independente da

adicdo de extrato de levedura. Contudo, a expressdo do gene

pgg2 foi reprimida somente em meio contendo glicose. A adicdo

de extrato de levedura ao meio de culivo contendo dlicose teve

um efeito positivo sobre a expressdo de pgg2, embora um nivel
maior de expre ssdo tenha sido verficado na presenca de

sacarose e pectina.
As regibes 5 terminais dos genes pggl e pgg2 foram
sequenciadas para caracterizar cis -elementos e andlisar a

interacdo com  proteinas reguladoras. Ensaios de  migracdo
retardada em gel foram  real izados para comprovar a

funcionalidade de alguns cis -elementos. Extratos  protéicos



nucleares foram preparados de micélio crescido em meio com

diferentes fontes de carbono. A formagcdo de complexos DNA -
proteina foi visualizada quando fragmentos de DNA da reg i&o
reguladora do gene pgg2 contendo 0s cis - elementos CCAAT e
TATAATTAA foram utiizados. Um possivel elemento de resposta ao

cAMP foi localizado na posicéo -757. A regiao reguladora do

gene pggl possui um potencial sitio de ligacdo para o regulador

geral CREA sobreposto ao TATA ‘box’, o que pode ser uma
explicacdo para a auséncia de expressédo deste gene na presenca

de glicose.



ABSTRACT

RIBON, Andréa de Olivera Barros, D.S. Universidade

Federal de Vicosa, september , 2001. Structural
organization and regulation of polygalacturonase -
encoding genes from Penicilium  griseoroseum . Adviser:

Elza Femandes de Araljo. Committee Members: Marisa
Vieira de Queiroz and Everaldo Gongalves de Barros.

The polygalacturonase -encoding genes pggl and pgg2 from
Penicilium  griseoroseum were cloned and characterized. The
1251- bp coding region of the pggl gene is interrupted by two
introns of 55 and 67 bp deduced by comparison with the cDNA
sequence. A polypeptide with 376 amino acids residues with a
potencial glycosilation site at Asn %07 was predicted from the
nucleotide sequence of pggl. The protein estimated molecular
mass was 384 KDa and with a pl of 531. The pgg2 gene
consists of 1165 bp and is also interrupted by two 58 -bp

inro ns. The positons of the introns were conserved in both
genes however no conservation was seen in their sequences. The
pgg2 encodes a protein of 369 residues with estimated mass and
pl of 383 KDa and 831, respectively. Two putative
glycosilation sites we re identified at Asn %0 and Asn *2, Based
on the deduced amino acid sequence, PGGl shows 57.5% identity
with PGG2.
The pggl and pgg2 genes exist as single copies in the
genome of P. griseoroseum as revealed by total DNA blot

analysis. The presence of corre sponding PG genes in other



Penicillium species was investigated and the results show that
these enzymes are encoded by few genes. A different patten is

reported for Aspergillus  niger and Botrytis cinerea where the
PG gene family consists of at least five members.
RT-PCR was employed to investigate the expression of pggl

and pgg2 genes. Both genes are regulated at the transcription

level, although some differences in their expression were

seen. The pggl gene was expressed after 76 hours of
cultivation in pe ctin  medium supplemented with yeast extract,

while pgg2 transcript was detected in  al time points

analyzed. Total RNA was extracted from mycelia grown on

sucrose or glucose, with or without yeast extract. Pectin was

the only condition tested that induced the expression of pgol,
even in the absence of yeast extract. The pgg2 gene was
expressed under amost all conditions studied. However, no

pgg2- specific  mMRNA could be observed on glucose - containing
medium whie the addiion of yeast extract abolished this

repressive effect.

The 5' regions of the pggl and pgg2 genes were sequenced in
oder to  characterize cis -acting elements and their
interaction with regulatory proteins was investigated by means
of electrophoresis mobility shit assays. Crude nuclear
extrac ts were prepared from mycelia grown on different carbon
sources. DNA -protein  complexes were visualized when DNA
fragments containing CCAAT and TATAATTAA were used. A putative
CAMP  response element was detected at —766 from the
translation initiation  site. The 5 upstream sequence of the
pggl gene has a potential binding site for the global
repressor CREA which overlaps the TATA box. This could explain
the repressive effect of glucose on pggl expression. Only few
cis -acting elements are shared by the pggl and pgg2 promoters
and this could justify the differential expression of the

polygalacturonase - encoding genes from P. griseoroseum



INTRODUCAO

Fungos flamentosos s8o bons modelos para investigar os
processos  biolégicos  fundament ais. Sua diversidade de Vvias
metabdlicas permite que diferentes substratos sejam utilizados
como fontes de carbono e nitrogénio, facilitando assim o seu
cultvo em laboratério. O avango da genética microbiana
permitu 0 estudo de processos celulares em niv el molecular,
por meio do isolamento de mutantes. Segundo Gurr et al
(1987), o fato dos fungos apresentarem cromossomos lineares
semelhantes a eucariotos superiores, torna -o0s referéncia para
0 estudo de aspectos da organizacéo e estrutura de genoma.

A gr ande importhncia atribuida aos fungos filamentosos
deve-se ao seu potencial industrial, o que faz com que eles

sejam  utlizados na producdo de almentos fermentados,



metabdlitos primarios e secundarios e enzimas hidroliticas
extracelulares (Gwynne, 1992; Martin, 1992; Sakaguchi et al.,
1992). Outra importante caracteristica dos fungos € que eles
sdo eficientes hospedeiros para a secrecdo de proteinas
heterdlogas, sendo capazes de produzir altos niveis da
proteina de interesse durante processos fermentativos (Gouka
etal., 1997).
Os fungos sdo capazes de utlizar substratos complexos
encontrados na natureza, como a pectina, constituinte da
matriz da parede celular primédria e lamela média de plantas.
As pectinas sdo heteropolissacarideos formados por um
esque leto de acido D galacturbnico, em ligacbes do tipo a-14,
parciaimente esterificado com grupos metl. As unidades dessa
homogalacturana podem ocasionaimente ser interrompidas  por

residuos de L-ramnose, onde se formam cadeias laterais
compostas por acucares neutros, como xilose, arabinose e
galactose (Sakai et al., 1993). As pectinas também tém regides

conhecidas por ramnogalacturonas, onde unidades de &cido D
galacturbnico se altemam com residuos de L- ramnose, quase
sempre ligados a complexas cadeias later ais constituidas por
arabinose e galactose (Hoor - Suykerbuyk, 1997). As pectinas

presentes na parede celular vegetal normalmente estdo ligadas

a microfibrilas  de celulose, conferindo rigidez a parede

celular. Assim, durante o amadurecimento de frutos, alter acoes
na estrutura da pectina, como quebra das cadeias laterais ou

de regides da cadeia principal, devem ocorrer (Kashyap et al.,

2001).

As enzimas pectinoliicas sdo enzimas  extracelulares
secretadas por inUmeros microrganismos € sdo responsaveis pela
degradacdo das substancias pécticas. Além de serem muito
estudadas devido a sua participacdo no processo
fitopatogénico, ja que permitem a colonizacdo e a penetracao
do tecido hospedeiro, as pectinases sdo enzimas de grande
importncia na indistria de alimen tos. Neste setor, elas s&o
utizadas na clarificacdo de sucos e vinhos, na maceracdo de
frutos, no processamento de conservas de frutas, extracdo de
Oleos, fermentacdo de café, entre outros (Manachini et al,



1988; Grassin e Fauguembergue, 1996 Kashyap et al, 2001).
Segundo Sharma (1987) e Gurucharanam e Deshpande (1986), as
pectinases também podem ser empregadas na indUstria téxtl

para a desengomagem de fibras vegetais como a juta e 0 rami,

com a grande vantagem de levar a uma reducdo do consumo de

prod utos  quimicos, normalmente  usados no  processo  de
preparacao das fibras.

Devido & complexa estrutura das substancias pécticas, a sua
completa degradacdo requer a participacdo de um conjunto de
enzimas constituido por protopectinases, pectinesterases e
despo limerases (liases ou hidrolases) que tém por substrato a
homogalacturona (Sakai et al, 1993). As protopectinases
solubiizam a  protopectina, liberando  pectiha  altamente
metilada, enquanto as pectinesterases (PE), retram o©0s

grupamentos metla da  pectina para a formacdo do &cido
péctico.

As enzimas despolimerizantes diferenciam -se pelo mecanismo
de reacdo, pois quebram as ligagbes dlicosidicas a-14 entre
os mondmeros de &acido galacturbnico por hidrdlise ou por B
eliminacdo, e por isso sdo denominadas hidr olases ou liases,
respectivamente.

As pectina liases (PL) atuam ao acaso sobre a pectina de alto
grau de metilagdo [endopectina liase (EC 4.2.2.3)] ou a partir
da extemidade da molécula de pectina [exopectina liase (EC
4.2.2.10)] (Zetelaki - Horvéath, 1982)

As poligalacturonases (PG) séo hidrolases que atuam sobre o
acido poligalacturbnico e pectina de baixo teor de metilacdo
(Sakai et al, 1993). Elas sédo classificadas em endo ou

exopoligalacturonase, de acordo com os mecanismos de acdo (Eskin

et al, 1971 ; Rexova -Benkova e Markovic, 1976). A endoPG
[poli(1,4 - - D- galactoronato)glicanohidrolase, EC 3.2.1.15],

cliva, ao acaso, 0 acido péctico, gerando os acidos mono -, di
e trigalacturénico. A exoPG [poli(1,4 -a-D
galacturonato)galactohidrolase, EC 3.2.1.67], atua nas

extremidades da cadeia de pectato, gerando residuos de
galacturonato (Rombouts e Pilnik, 1980).



As poligalacturonases desempenham um importante papel no
processo de infeccdo da planta e por isso elas s8o muito

estudadas em fungos fitopatogénicos, como  Aspergillus flavus ,
Botrytis cinerea ,  Sclerotinia sclerotiorum e Fusarium oxysporum
(Lang e Ddrnenburg, 2000). Em S. sclerotiorum , hove isoenzimas

foram secretadas em diferentes tempos de cultivo do micélio em
acido poligalacturonico sendo as PG dete ctadas no inicio do
culivo diferentes das presentes no meio apds maior periodo de
incubacao (Martel et al., 1998).

As poligalacturonases também sdo produzidas por fungos
saprofitas que as utlizam na degradacdo de tecido vegetal
morto.  Siessere et al. (1992) descreveram a purificacdo de duas
PGs em Penicilium frequentans . Sete isoenzimas com diferentes
caracteristicas bioquimicas sao produzidas por A. niger , aspecto
que faz dessa espécie modelo de estudo do sistema pectinolitico
(Lang e Dérnenburg, 2000)

A maioria dos fungos citados acima possui em Seu genoma
familias de genes que codificam endopoligalacturonases. Wubben
et al (1999) caracterizaram seis genes de endoPGs em Botrytis
cinerea , que apresentaram tamanhos entre 1149 e 1392 pb, com
introns variando de 46 a 60 pb. A maior identidade, 72%, foi
observada entre as proteinas BcPGl e BcPG2. Anadlises por
hibridizacdo do DNA total de outras espécies de Botrytis com 0s
genes bcpg de B. cinerea  confirmaram que nesses fungos as PG séo
também sintetizada s por uma familia muliigénica. Sete genes que
codificam PG foram identificados em A. niger, porém somente seis
foram caracterizados (Bussink et al., 1991b; Parenicova et al.,

2000). At o momento, dois genes foram caracterizados em A
flavus ( pecA e pecB), Coletotrichum lindemuthianum (Clpgl e
Clpg2 ), P. olsonii ( pgl e pg2 ) e apenas um em P. janthinellum e
P. digitatum (Whitehead et al, 1995, Centis et al., 1996;

Centis et al., 1997; Ishida et al., 1997; Wagner et al., 2000).

Por outro lado, Caprari et al . (1993a) demonstraram que as
guatro isoformas de PG secretadas em F. moniliforme sao produtos

de uma Unica sequéncia génica de 1331 pb, geradas da
glicosilacéo diferencial desse polipeptideo.



A organizacdo de genes que codificam endopoligalacturonases
em fungos filamentosos estd resumida na Tabela 1. Embora haja
variacdo nas massas das proteinas € no nimero de introns dos
genes que as codificam, alguns residuos de aminoacidos se mantém
conservados quando as sequéncias aminoacidicas s&0 comparadas
(Figura 1). Esses residuos sdo conservados mesmo quando a
sequéncia de aminoacidos de PG de fungos é comparada com as

proteinas produzidas por plantas e bactérias. Por mutagénese
siio direcionada, van Santen et al. (1999) comprovaram a

importancia dos residuos Asp B Asp 2 Asp 22 His 2, Arg *® e
Lys®® na atividade catalica de Pgall de A niger . A

223

substituicdo da His por Ala, levou a uma reducdo de 99,5% na
ativadade enzimética, sem contudo alterar 0 seu Km. Porém, uma
diminuicdo de 10 vezes no Km foi obs ervada quando Arg 5 e Lys *®
foram mutadas, comprovando o envolvimento destes residuos na
ligag&o ao substrato.
Até 0 momento ndo se tem conhecimento do arranjo dos genes de

poligalacturonases nos cromossomos. De todos o0s genes j&

caracterizados em fungo s filamentosos, sabe -se que alguns se
organizam em ‘“clusters”, como por exemplo, os genes cbh de
Phanerochaete chrysosporium , na de P. chrysogenum e genes do

regulon ac em A. nidulans (Aharonowitz et al., 1992; Covert et
al, 1992; Filinger e Felenbok, 1996). Fraissinet - Tachet et al.
(1995) demonstraram por meio da técnica de eletroforese em campo
pulsado que os genes de poligalacturonase de S. sclerotiorum
estdo localizados em dois cromossomos, embora nada possa ser
concluido a respeito de seus posiciona mentos.

Dois genes que codificam  exopoligalacturonases  foram
caracterizados em A. tubigensis e Cochliobolus carbonum , sendo

gue algumas proteinas ja foram purificadas (Hara et al., 1984;

Kester et al, 1996; Patifio et al, 1997; Scott -Craig et al.,
1998). A seqiéncia codificadora do gene de A. tubigensis
mostrou - se interrompida por sete introns, podendo ser traduzida

em uma proteina de 435 aminoacidos (aas), com apenas 13% de
identidade com endoPG de A. niger. A proteina de C. carbonum
possui 446 aas e 61% de homologia com o respectivo gene de A

tubigensis



Alguns autores sugerem que a producdo de muliplas
isoenzimas de PG confere uma vantagem adaptatva ao fungo,

possibilitando -0 secretar uma determinada enzima em resposta a

uma condicAo especifica do am biente (Martel et al, 1998;
Wubben et al, 1999). Isso poderia justificar as diferencas

observadas nas propriedades  fisico - quimicas dentro de uma
mesma familia. A regulacdo da expr essao dos genes de PG também
se mostra diferenciada em funcdo do tempo e su bstrato de

crescimento do micélio fingico.

Bussink et al. (1992) foram os primeiros a relatar o controle
transcricional do gene pgall de A niger , cuja expressao foi
reprimida em presenca de glicose. Os genes cpgl e cpg2 de C.

indemuthianum  tiveram uma expressdo temporal quando o fungo foi
culivado em meio com pectina (Centis et al., 1997). Transcritos
de clpgl foram detectados apbs trés e cinco dias, enquanto o
gene clpg2 expressou -se apenas com 12 horas de culivo. Uma
expressdo diferencial também fo i observada em B. cinerea (Wubben
et al, 1999). Dos seis genes analisados, trés expressaram -seem
glicose e &cido poligalacturbnico, dois em glicose e um foi
induzido somente em poligalacturonato.

Acredita -se que a expressdo “in natura’ dos genes de
endop oligalacturonases de fungos filamentosos ocorra de forma
coordenada e seqlencial, sendo os produtos resultantes da
gquebra da molécula de pectina indutores para a expressao de
genes tardios. Muitos estudos tém sido realizados no intuito
de elucidar o mecani smo de regulacdo dos genes do sistema
celuldliico  de Trichoderma  reesei . Acredita -se que o©s
indutores do sistema seriam pequenas moléculas liberadas da
gquebra da celulose (lmén et al., 1997). Para tal, seria
necessaria uma expressao constitutva de genes gue codificam
celulases, promovendo deste modo o ataque inicial da celulose
em qualguer condicdo de crescimento do fungo. A natureza
quimica do indutor ainda ndo foi elucidada, embora ja& se saiba
gue a soforose seria um potencial candidato.

Embora a regi &o reguladora de muitos genes que codificam
endopoligalacturonases tenha sido sequenciada revelando

possiveis  cis -elementos, ainda ndo foi determinada uma



seqiiéncia de nucleotideos que funcionaria como sito de
ligacdo para uma proteina responsavel pela ex pressdo em
pectina. A sequéncia CCCTGA tem sido verificada em muitos
genes que codificam pectinases, porém a sua funcionalidade
ainda nado foi comprovada. A seqiiéncia consenso  GGCTAA,
presente no promotor
Tabela 1 - Genes que codificam endopoligal acturonases em
fungos filamentosos e suas respectivas proteinas.
Organismo Gene Sequiéncia codificadora # N- glicosilagao Protein
Aspergillus niger pgal 1330 pb (62,52) Asn?2H 368 aas/38,1 k
poall 1141pb (6252) Asn“® 362 aas/38 K
pgaA 1167 pb (57) 370 aas/38,5 k
pgaB 1234 pb 362 aas/37,8 k
pgaC 1336 pb (74, 56, 53) Asn < 383 aas/40 K
pgakE 1293pb (50, 50, 59) Asn?%8 378 aas/35,5 k
Botrytis cinerea bcpgl 1149 pb 382 aas/37,8K
bcpg2 1282 pb (58, 50, 49) 374 aas/37,5K
bcpg3 1392 pb (87) 514 aas/43,6 K
bcpg4 1311 ph(58, 59) 397 aas/40,9 k
bcpgs 1370 pb (56, 51, 52, 68) 380 aas/38,2 k
bcpg6 1215 pb (46, 53) 371 aas/ 38,1k
Collethotrichum clpgl 1152 pb (70) Asn ¥ 363 aas/36,7 k
lindemuthianum clpg2 1151 pb (53) Asn ¥ 366 aas/37,9 k
Fusarium moniliforme - 1331 pb (50,52,53,54) Asn 70,70 373 aas/38, 415,45
5,8
Penicillium digitatum - 1107 pb (57, 64) 367 aas/37,7K
Penicillium - 1266 pb (88,62) Asn? 372 aas/38,3K
janthinellum
Penicillium olsonii pgl 1113 pb (50) Asn <0 370 aas/38,1 k
pg2 1143 pb (58, 52, 54) Asn 7B31E 380 aas/38,6 K
Sclerotinia pol 1143 pb Asn T 380 aas/37,9 k
sclerotiorum pg2 1143 pb Asn 36t 380 aas/37,7 K
pg3 1143 pb Asn T 380 aas/37,3 k
# (introns, representados em parénteses); * (nime ro de aminoacidos, massa

molecular e pl deduzidos).
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MRTSI LSMLALGAAAVSAAP AAAAAPAEBIRGSS CTFTSASA - AKAG KKSCSSMLDNIKVP AGETLDLSNLKSGTK - 77

MPSYLRN LVWWATLAAGLVSAAP TPSRVSDLTKKSSST CTFSSAABSAS KSSCSTMLSNIEVP AGKTLDLTDLKDGTK - 79
MQLLOSSVIAATVGA ALVAAAPVEL EARDS CTFTSAAD AKSG KTSCSTITLSNIEVP AGETLDLTGLNDGTT 72
MFSTL LLAALL PLIQAAPAP AVTPAAHLEDRASKS CTFTDAAA VSKS KASCATITLNNIAVP SGTTLDLTKINSGTK - 77
MVSYLPLGALAS VAIASPVPELKARAS CTFTDAASAIKG KASCTTMINNIAVP AGTTLDMTGLKSGTH 70
MVAYALTSMLLSAGALVAAAPSGLDARDGCTFTBAANIKN KASCSNMISGMTVP AGTTLDLTGLKSGAT 71
Ssderoioum MVHILSSALSLLRLGAAVSAAPAPAPTAAPNVADALAAVEKRAGS CTFSDPAVPLPAKSKASCATVISAVAVPSGTTLDLTREGTH - 90
Aniger — MVTSSSVIGLTL WAALVSASPVADPLY TPAPKLEDL EKRATS CTFSGSEGASSASKS KTSCSTMLSDVAVP SGTTLDLTDLNDGTH - 87
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Posoni VTFKGETTFGYKEWK GPLIRFSGKNIEVNG ASGHVINGGGASWMD GKGTNGGKTKPKAFY AHSIMSTITGLNV KNTPVQGFSVQADNL 166

Panhinelum VIFEGTTTFGYKE WSGPLIKISGSDITVEAADGAVINADGSRWWDGEGTNGGKTKPKAFY AHSEINSGLNIKNTPVQAFSIQSDNL. 168
Aparasiicus VIFSGETTFGYKEWE GPLISVSGTNIKVQQ ASGAKIDGDGSRWWD GEGGNGGKTKPKARY ASSEITGLQ YNTPVQGFSIQSDNL. 161
Cparasiica

Aniger VIFEGETHFGYEEWS GPLVSVSGTDITVTG ADGAYLNGDGSRWWD GEGSNGGKTKPRIFAHDLT- SSTISGIYIQNSPVQVFSIDGSTY 176
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Ssderoiioum LTLSGITIDNSAGNS ' LG -HNTDAFDVGSST DITISGANVONQDDC LANSGTGITFTGGT CSGGHGLSIGSVGGR SDNWSDMIESSTV 269
Aniger LTMEDITIDNTDGDD GEAANTDGFDIGDST YITITGANVYNQDDC VAVNSGENIYFSGGV CSGGHGLSIGSVGGR SDNTVKNVTFYDSDI 266
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Posoni SNSDNGIRKTIYKAKGEVADVTFSNIELS NIAKYGMEQDYENGSPTGKPTTGWP  ITGLTVEKVTGSVKSSGT DVYILCGSGSCSDWT 346
Panthinelum TDSANGVRIKTVYDATGSVSDVTFSDITVSGITDYGMEQDYENGSPTGTPTSGVPITDLTVKGITGSVESDAVEVYILCGDDACSDWT 347
Aparasiious VNSONGVRKTVYGA TGTVSNVKFEDITLS GITKYGLWEQDYEN GSPTGTPTNGITVSG MFEKVTGTVERT DIYILCGSGSCTDWT 339
Cparasiica INSONGVRIKTVYDATGSVSDVTYSGITLS GITNYGMEQDYEN GSPTGTPTTGVPITG LTVSKVTGSVASSAT DVYILOCGKGSCSGWK - 345
Cindemuthianum - INSDNGVRIKTVAGA TGPVSDITYSGITLS NIAKYGMEQDYEN GSPTGKPTSGVPISG LTLSKISGSVSSSAT PVYILCASCT NWK - 337
Ceabonum - ANSDNGVRIKTISGATGSVSDITYENITLKNIAKYGMEQDYLN GGPTGKPTTGVPITG VTLKNVAGSVTGSGTEIYVLCGKGSCSGWN 340
Ssderoioum KNSANGVRIKTVLGATGSVSGVTYKDITLSGITSYGWIEQDYENGSPTGKPTSGVPITGVILSNVHGTVSSSATNVYVECASGWT 357
Ag er  KSSONGVRKTIYGD TGSVSEVTYKEITLS DITDYGMVEQNYDD TSES ~ PTDGITIED FVLDNVQGSVESSGT NIYMCGSDSCTDWT 354

dkekbbk kK kokkkkkk  kokkok *hk K Kk

361 3536 30
Pasoni WSGNKVSGGKTSSKCKNVPSGASC - 370
Panthinelum WSGVDITSGQTSSKCENVPSGASE 371
Aparasiious WSGVSITGGKTSSKCENVPTGASG 363
Cparasiica WSGNSVTGGKKSSSCKNIPSGASG- 369
Cindemuthianum  WSGVSVTAKSSKCTGIPSGSGAAC 363
Ceabonum  WSGVSITGGKKSSSCLNVPSGASC - 364
Ssderotioum WDWN - VTGGKTSTKCAGLPSGVKC 380

Aniger WTDVDVTGGKTSSERVPDDISE 378
Figura 1 — SeqUéncia de aminoaci dos de endopoligalacturonases
de fungos filamentosos. Residuos conservados estdo
identificados por asteriscos.
de varios genes xilanoliticos de Aspergillus e P. chrysogenum
€ responsavel pela inducdo da expressdo génica em presenca de
xilana (de Graaff et al, 1994; van Peij et al, 1998b).
Recentemente, demonstrou -se Qque essa inducdo €é devida a

ligacéo da proteina ativadora XInR, que além de controlar a
expressdo de sete genes xilanoliicos, ativa a transcricdo de

dois genes da via de degradacdo da celulo se (van Pej et al,
1998a).

A proteina CREA reconhece e se liga a sequéncia consenso
SYGGRG presente em promotores de genes de A.  nidulans
ocasionando a repressdo da expressdo desses genes quando o
fungo é culivado em meio contendo glicose (Scazzocchio et al,
1995). A participacdo deste repressor na regulacdo de genes de
A. niger T. reesei e  Neurospora crassa também ja foi
comprovada (Hata et al., 1992; llmén et al., 1992; MacKenzie et
al, 1993). Reymond -Cotton et al. (1996) demonstraram que CREA
est & envolvida na regulacdo da expressdo do gene pgl, que
codifica  poligalacturonase de S. sclerotiorum. Fragmentos de
DNA do promotor de pgl, contendo a sequéncia GTGGGG, foram

utlizados em ensaios de ligagdo com proteinas presentes em

extrato nuclear bruto , preparado a partr de células crescidas

em glicose. Resultado semelhante foi obtido quando a proteina

de fuséo GST -CREA foi utlizada nos experimentos, comprovando -



se que expressdo de pgl ¢é controlada por proteinas homologas a
CREA.

As regibes regulador as dos genes pgal, pogal e pgaC de A
niger possuem uma seqiéncia que apresenta alta similaridade com
0 elemento UAS2, localizado no promotor do gene CYC1l de
Saccharomyces cerevisiae (Bussink et al, 1992). Este elemento
possui a sequéncia CCAAT onde prote inas do complexo HAP
(HAP2a/3a/5a) se ligam para ativar a transcricio de genes
responsaveis pelo crescmento em fontes de carbono ndo
fermentaveis. CCAAT ‘“boxes” tém sido observados em promotores
de vérios genes de fungos filamentosos e proteinas ativadora s
gque se ligam a esse sitio ja foram relatadas (van Heeswijck e
Hynes, 1991; Litzka et al, 1996; Kato et al, 1997). O
ativador ANnCF de A. nidulans € uma proteina heteromérica
andloga ao complexo HAP de S. cerevisiae (Kato et al., 1998).
Recentemente, Nar endja et al (1999) sugerram que AnCF
promove o0 remodelamento da cromatina mediante sua ligagdo ao
CCAAT “box’. Porém, ndo se sabe se essa ligagdo ocorre apenas
em resposta a um sinal fisioldgico ou se é um evento
constitutivo que regula a0 mesmo tempo a expressdo de vérios
genes dentro da célula.

Este trabalho teve por objetivos a andlise da estrutura e
do controle da  expressdo de genes que codificam

poligalacturonases em P. ogriseoroseum . Iniciallmente, os genes

pggl e pgg2, foram caracterizados e estudad 0s quanto a
organizacdo no genoma de P. griseoroseum ao mesmo tempo em que
genes que codificam PG em oito espécies de Penicillium foram

comparados quanto a estrutura da regido codificadora (Capitulo

1). No Capitulo 2, analisou -se a expressdo de pggl e pgg2 , em
resposta a diferentes condicbes de culivo do fungo.

Posteriormente, a regido reguladora destes dois genes foi

estudada no intuto de se identficarem  cis - elementos
responsaveis por sua expressao (Capitulo 3).

Os resultados do Capitulo 1 foram subdiv ididos nos artigos
Cloning and characterizaton of a gene encoding the
polygalacturonase  of Penicillium griseoroseum (Biotechnol.
Lett. 21: 365 -399, 1999) e Structural  organization  of



polygalacturonse -encoding genes from Penicilium  griseoroseum
submetido para publcacdo na revista Fungal Genetics and
Biology ,em agosto de 2001.

Os resultados do Capitulo 2 foram submetidos para

publicacdo na revista Journal of Industrial Microbiology and
Biotechnology , na forma do manuscrito Differential - expression
of poly galacturonase genes from Penicillum  griseoroseum in

different carbon sources , €m agosto de 2001.
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CAPITULO 1

ORGANIZACAO DE GENES QUE CODIFICAM POLIGALACTURONASES EM

Penicillium griseoroseum

1. INTRODUCAO

O ¢énero Penicillium possui reconhecida importdncia na
producdo de metabdlitos secund&rios e enzimas extracelulares
de valor comercial. Dentre elas destacam -se as pectinases,
muito utiizadas na indistia de sucos de frutas durante a
etapa de maceracdo da polpa vegetal (Grassin e Fau guembergue,
1996). As enzimas que compdem o sistema pectinolitico
encontram -se diiddas em dois grupos principais: pectina
esterases, que hidrolisam pectina em acido péctico e metanol e
despolimerases, que quebram as ligagbes dlicosidicas por
reacdo de hi  drdlise ou B-eliminacdo (Sakai et al., 1993). As
poligalacturonases (PGs) sdo despolimerases que atuam em
pectina com baixo nivel de esterificacao.

As informagBes geradas a partr da caracterizacdo de genes
sdo importantes quando se deseja a obtencdo de linhagens com
maior producdo de wuma proteina de interesse. Genes que
codifican PGs em fungos do género Penicillium ttm sido

clonados e caracterizados devido a participacdo desta enzima



no tratamento biolégico de residuos e pela sua participacdo no
processo de infeccdo de plantas (Ishida et al, 1997; Wagner
et al, 2000). Uma caracteristica observada em endoPGs de
fungos € a presenca de aminoécidos conservados, alguns dos
guais sdo responsaveis pela atividade cataliica da enzima
(van Santen et al., 1999).
Os objetivos deste trabalho foram estudar a organizacdo de
genes que codifican PG no genoma de P. griseoroseum
comparando -a com a organizacdo observada em fungos do mesmo
género. A unidade estrutural dos genes de PG clonados até o
momento em  Penicillium f ol comparada, comprovando que as
caracteristicas presentes em genes de Aspergillus e Neurospo ra
séo observadas também no género Penicillium



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Microrgansimos e producéo de inéculo

As linhagens P. ch arlesi (CCT 4752), P. chrysogenum
(CCT 2006), P. citrinum (CCT 3281), P. griseoroseum (Cct
6421), P. janthinellum (CCT 3162) e P. purpurogenum  (CCT 2008)

foram obtidas da Fundacdo André Tosello, Campinas, Brasil e
utlizadas neste estudo. P. expansum e P. italicum foram
isolados pelo Departamento de Microbiologia/lUFV. As culturas

estoques foram mantidas em dlicerol a 4°C. Para a producdo de
inbculo, 10 5 conideos foram semeados em placas de Peti
contendo meio minimo (Pontecorvo et al, 1953), cobertas por

papel celofane e mantidas a 28 °C por trés dias. O micélio foi
entdo recolhido e utilizado para a extracdo de DNA total.

2.2. Isolamento de genes de PGs em Penicillium griseoroseum
O gene pggl foi isolado do banco genbmico de P.
griseoroseum  conforme descr ito por Barros (1997). Para tal, o

DNA total de P.  griseoroseum foi extraido e clivado
parcialmente com a enzima de restricdo Sau3A e fragmentos de
DNA entre 15 e 20 Kb foram ligados ao vetor AEMBL3. Um
fragmento de DNA de 420 pb, obtido da amplificacdo do DNA
total de Aspergillus  niger com oligonucleotideos descritos por

Cary et al, (1995), foi utlizado como sonda para o

isolamento do gene pggl. Este fragmento corresponde a uma
regido extremamente conservada em varios genes que codificam

poligalacturonas es de fungos filamentosos. O isolamento do

gene pgg2 foi realizado seguindo -se esta mesma metodologia.
Para 0 sequenciamento dos clones gendmicos de poggl e pgg2
contidos nos plasmideos pPGR e pPGA4.3, respectivamente, foi

empregado o kit “BigDye O Temminator Cycle Sequencing Ready



Reaction” (Applied Biosystems) juntamente com
oligonucleotideos universais (Promega) ou especificos

desenhados com base nas seqiiéncias parciais dos genes.

2.3. Extrac&o de DNA total e analise por hibridiza¢do
A metodologia descri ta por Specht et al (1982) foi
empregada para a extracdo de DNA total das diferentes espécies

de Penicilium , que foi posteriormente clivado com as enzimas
de restricdo EcoR e Sac|l, Sall. As reacBes de clivagem foram
anadlisadas em gel de agarose 08% e t ransferidas  para

membranas Duralon (Stratagene), conforme descrito por Sambrook

et al (1989). Um fragmento de DNA de P. griseoroseum , gerado
por amplficacilo do DNA total com os oligonuclectideos

descritos por Cary et al. (1995), foi marcado com [ a-32Pd -ATP,
empregando - se 0 “Random Prime IT Labeling Kit" (Stratagene) e

utlizado como sonda nas hibridizagcbes, que procederam a 60 °C,
por 12 horas. Este fragmento possui uma regido conservada de

420 pb também observada em endoPGs de outros fungos e

bactérias. As membranas foram lavadas duas vezes em SSC 2,

SDS 0,1%, a 60 °C, por 20 min e uma vez em SSC 1x, SDS 0,1%, por

10 min. A membrana foi colocada em contato com o fime XOMAT K

(Kodak), por cinco dias a -80 °C.
2.4. Determinagao do nimero de copias dos genes pggl e pgg2
A determinagdo do nimero de coOpias dos genes pggl e pgg2

foi feita pelo método de reconstrucdo gendmica, onde 1 a 5 X

10" copias do genoma do fungo foram clivadas com Xbal, e
transferidas para membrana de néilon, apds eletroforese em gel

de agarose. O mesmo procedimento foi feito utiizando os

plasmideos pPG21 e pPG15, que conttm a regido codificadora dos

genes pggl e pgg2. As membranas foram hibridizadas a 65 °C, com
os fragmentos de DNA radiocativos desses plasmideos. As

lavagens foram efetuad as a 65 °C, em SSC 1x, SDS 0,1%, por 20

min, seguida de SSC 0,1 X, SDS 0,1%. O fime XOMAT K (Kodak)

foi utizado para as auto -radiografias e permaneceram em

contato com as membranas por 10 dias, a —80°C.



25. Numeros de acesso de sequéncias de nucleotid eos e de

amino&cidos

As seqUéncias relativas a genes que codificam PGs de P.
digitatum (ABI15286), P. expansum (AFOA47713), P. janthinellum
(D79980) e P. olsonii (AJ243521, AJ243522) foram obtidas junto
ao GenBank e utlizadas para o estudo comparativo rea lizado
neste trabalho. A sequéncia de nucleotideos dos genes pggl e

pgg2 foi depositada neste banco de dados com os numeros de
acesso AF085238 e AF195113, respectivamente.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os genes pggl e pgg2, que codif icam poligalacturonases de
P. griseoroseum, foram caracterizados. As regides
codificadoras  de pggl e pgg2 possuem, respectivamente, 1251
e 1165 pares de bases (pb) e ambas séo interrompidas por
dois introns, posicionados por comparagdo com a seqiéncia de
cDNA (Figuras 1 e 2). A semelhanca de outros genes de fungos
flamentosos, todos os introns possuem as  seqUéncias
consenso GTANGT e CI/TAG, envolidas na sua excisao (Gurr et
al, 1987). A sequéncia intemna NPuCTPuAC também foi
detectada e o tamanho dos intr ons coincide com o descrito
para fungos filamentosos (Rambosek e Leach, 1987).

Um polipeptideo de 376 aminoacidos (aas) foi deduzido a
partir da sequéncia do gene pggl, com um possivel sitio de
glicosilacdo (Asn %7) e massa molecular predita de 384 KDa.
A proteina deduzida de pgg2 possui 369 aas, 383 KDa e dois
potenciais sitios de glicosilacdo  (Asn % e  Asn®*®). Esses
possiveis sitios foram definidos com base na seqiUéncia
consenso Asn -X- Thr/Ser. A identidade entre as proteinas PGG1
e PGG2 foi de 575%. Acredita -se que os dois genes clonados
codifiquem endoPGs devido ao nivel de identidade encontrado
com as respectivas proteinas de outros fungos (Tabela 1).

TCCAGTTCGTTTCAGGATGAACCGTABRSBASACTCCCCTCGTCTGCTCTTI

TTGAAAATCATAAACAAACCATCACACTOIAAACCCCACATTCATTTCTATTTCAILS

ATTTTCTTTATBTGECCTCCAGTCTCAAACTTGAECT IbA'ITGCCCTAG‘J(MT

MAS SLKLGL IALLGAT 16



GCTGTCAACGCAGCTOOWGAGCGWC‘ITGGAACCTCTC]I’BEHTCTCGTI(B

AVNA APAAEPVLGTSLLTSR36
GCTTCTTGTACCTTCTCCGRCTCCAGCGGTGCTGCGGAAGCCATCAAGARBIAGACCTCT
gatictiptacciictoogyctocag

ASCTFSGSSGAAEAIKSKTS 5%

TGCTCAACCATTACCCTGAGCAACGTCGAAGTCCCGGCCGGAACTACTCTEBACCTGACA

\% IFEGTT TFGYKEW 97
GAAGGTCCTGGTCTCCGTCTCCGGAACCTCCATCACCGTCCAGGGTGCCTCAGGCGCG 408
graggioacggictoogt
EGPLVSVSGTSITVQGASGA 117

CAGCT CAACGGTGATGGTGCCCGCT GGTGGGACGGCAAGGGAACCAACGGCGGCAAGACC 468

QLNGDGAR WWDGKGTNGGKT137

AAGCCCAAGTTCTTCT, ACGCT CACAGCTI' GACCAACT CCAAGATCGAGAACATCTACATC 528

KPKFFYAHSLTNSKIENIYI 15

Figura 1 — Sequénci a de nuclecotideos do gene pggl que
codifica  endopoligalacturonase  de Penicillium
griseoroseum . Os codons de inicio e término da
fraducdo estho em negrito. Um possivel TATA
“box”  encontra -se grifado. A seqUéncia de
nucleotidecos do cDNA estd representada  por
leras minGsculas, onde 0s tragos correspondem a
posicdo ocupada por infrons (em azul). A
seqiiéncia de aminoacidos deduzida encontra -se
abaixo do cDNA.  Um  possivel sitio de
glicosilagéo esta identificado por asterisco.

AAGAACT CCCCCGTGCAGGICTT! CAGCATC@@IE%GAGCTGACI’ CTTAGCGGA 5838

KNSPVQVFSINGAKELTLSG 177

ATCACCGTCGACACCGCTGACGGCGATAGCAACGGCGGCCACAACACCGACGCTTTCGAC 648
altanogiogacaccydgacygoeiageaa
ITVDTADGDSNGGHNTDAFD 197

GTCGGCT CCAGCAACGGTGTCT ACATCACCAGCCCTATCGTCCACAACCAGGATGACTGC 708




VGSSNGVYITS PIVHNQDDC 217

768
cEedoograt———— —
LAVNSGT 24
tneactiaactsaciyatatioocag AACEBCCACTTCACTGGCGCTCAGTGCACTGGC 828

NVHFTGAQCTG 25
GGCCACGGTATCTCCATCGGCTCCGTCGGTGGACGCTCCGACAACACCGTTGACGGTGTC 883
goocacogiaiciocainggoioogiog gIggangainogaCcaaCcacoginRooioiC
GHGISIGSVGGRSDNTVDGYV 2%

ACCGT CGAGAGCTGCACCATCAAGGACTCCGACAACGGCGTCCGCATCAAGACCGTCTAC 948

TVESCTIKDS i DNGVRIKTVY275

GGCGCCACCGGTACAGTCCAAGGCGTCACCT! ACAAGGACATCACT CTTTCCGGAATTGCC1008

GATGTVQGVTYKDITLSGIAZ%

AAGTACGGTATCGTCATCGAGCABGARGAACGGTAGCCCTACCGGAACCCCCACCI1068

KYGIVIEQDYENGSPTGTPT315

AGCGGT GTCCCCA'ITACCGACTI' GACCCTCGACAACGTCCACGGASCRE IO

SGVPITDLTLDNVHGTVASSK&S

GGTGTCGATACCT ACATCCTGT! GTGC'I'I' CTGGIGCTTGCTCCGACTGGTCTTGGAGCGGC 1188
giciggagagac

GVDTYILCASGACSDWSWSG 355

GITAGCATCACCGGTGGTCAGACTAGCAAGAAGTGCAAGGGTATTCCCAGCGGTGCTAGC1248

VSITGGQTSKKCKGIP SGAS 375
TGOAAATTCTGCGAATTTTGAGTCGGACTGTGTAGGCCTTTTTAACTCTTTTAATTGGG 1308
tocaa

C 376

GTTTTTGTTGTCTACTTGTTACCCACCCCGTTGTGTATACTATTTTCCCCACTGGCAA 1366
Figura 1 (continuagéo)

GAATAGCTTGTTGAIS0

AACTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCCTCATTTCCTATTACACTCAGGT
CGGCTAGTCCGGAACATCTACACTCTCTTTAATTGTCTGTTGATCGGACACCTAGTTAAA

ATEGTACTTCTTTCGTTACCATGCTGGCCCTCGGCGCCGCCGCTGTGTCCGGTGCCCCG 60

agogt
MRTSFVTMLALGAAAVSGAP 20

GCTTCCGCCCCCGTTACCGATCTCGTTGAGCGCGGCTCCTCCAGCTGTACCTTCACCTCG 120




AS APVTDLVERGSSSCTFTS 40

GCCGCTGCCGCCAAGGCTGGCAAGTCCTCCTGCT CCACCATI'GTGCT GGACAACATCAAG 180

GICATCTTCAA 0
gicaicticaa

VIFK 81

GGGCGAAACCACTTTGGGATACAAGGAGTGGACCGGTCCCCTCATCCGGTTCTCTGGAGA 360
‘ ga

GETTLGYKEWTGPLIRFSGD 101

TAACATI'AACGT CTi CCGGTGCATCCGGCCATGTCGTCAACGGTGGCGGCI:CCAGCT GGTG 420

DGKGTNGGKKKPKFFYAHGL141

GGACAACTCGAACATCTCCGGCCTT, AACGTCAAGAACAQZCIDG'WWDT

DNSNISGLNVKNTPVQGFSV 161

CCAGGOOGACCACCT GGTCCT OGACCACATCACCATCGACAACAGOGAGGGTGACT CCAA 600

gioactocaa
QADHLVLDHITIDNSEGDSK181
Figura 2 — Seqiéncia de nuclecotideos do gene pgg2 que
codifica  endopoligalacturonase  de Penicillium
griseoroseum . Os cOdons de inicio e término da
traducdo estdio em negrto. A seqiéncia de

nucleotidfeos do cDNA esta representada por
leras minGsculas, onde 0s tragos correspondem a
posicdo ocupada por introns (em azul). A

seqUéncia de aminoacidos deduzida encontra -se
abaixo do cDNA. Possiveis sitios de glicosilagdo
estao identifica dos por asteriscos.

GGGTGGCCACCACACCGATGCCTTCGATGTTGGCTCCAGTACCTACATCACCATCAGCAA 660

GGHHTDAFDVGSSTYITISN 201




HITFT22

CCGGTGGOACCI'GCTCCGGTGGCCACGGTATCTCCATCG(;I TCCGTTGGTGTGCGCGACA 840

GGTCSGGHGISI GSVGVRDN242

ACAACATCGTGAAGGATGTCACIJATCT CTGACT CCAGTGTCGTCAACT CCGACAACGGTG 900

NIVKDVTISDSSVVNSDNGV262

TCCGCGTCAAGACCATCTACAAGGCT! /XHII—FHCT CCGACGICACTTTCTCCAACA 960

(CCOCOICAAACCACIACAA0CCCO0I0ICCOICICCOA0

RVKTIYKATGAVSDVTFSNI

TCAAGCTGTCCAACATCGCCAAGTACGGTATCGTCATCGAGCAGGATTACCAGAACGGCAL020
ttaagagincaacatogocaagiacgg
KLSNIAKYGIVIEQDYQNGS302
*

GCCCTACCGGCAAGCCCACCACCGGTGTCCCCATTACTGGCCTCAAGGTTGAGAAGGTTAL080

PTGKPTTGVPITGLKVEKVT322

CCGGTACCGTTAAGAGCAGCGGTACTGACGTCTACATTCTCTGCGGTAACGGTAGCTGCA1140

GTVKSSGTDVYI  LCGNGSCK3®

*

AGAACTGGA(I:TGGACTGGAMCTCIISTOACTGGTGGTAAGMGAGCAGCAAGFGCTCTGEG)

NWTWTGNSVTGGKKSS KCSG362
GIGTIGCCTTCCGGCGCTTCTAKT TGCCAGCGATCAAATGGTGATCAATAAACAGC 1260
VPSGASC
ATGACACCABGGGCAGAGACTGGGTTATCTTCAAGAAAAGATTTGACTGGATGACCTAL320
AGGAATAGCCAGGTGAAATAGATGCTAGTCGCATTGTTATTTTCAACATAATTGTACTTAL380
TATATAGCCGTCTATAGATGGATTTAAAA

Figura 2 (continuagéo)



Tabela 1 — Comparacdo da percentagem de identdade entre
endopoligalacturona ses de fungos filamentosos.

PERCENTAGEM DE IDENTIDADE

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

61,2 |55,6 | 54,2 56,2 |64,5 62,8 |55,3 |55,0 56,1 1 S.sclerotiorum (pgl)
w
o 62,3 154,3 64,7 |62,0 60,1 |63,4|65,8 57,9 2 A.parasiticus (pecA)
<
o
— 3 46.3 51,2 61,4 |59,2 60,9 |61,4 60,1 51,2 3 C.lidemuthianum (clpgl)
14
e e— -
- 4 54,4 78,2 |56,9 57,8 |84,2 62,9 52,6 4 P.digitatum
% 5 61,7 |56,3 67,6 51, 54,0 53,7 (49,1 50,9 49,7 5 P.expansum (pepgl)
%2}
f 6 54,4 43,3 46,1 |23,5 60, 59,2 |181,3 | 67,6 52,7 6 P. olsonii (pgl)
[a]
w 7 39,8 |50,5 49,9 |[57,9 |58,9 69, 56,9 | 60,6 66,4 7 P. olsonii (pg2)
o
E 8 42,1 152,2 48,2 |56,6 |[59,3 53,1 62,8 59,0 8 P. griseoroseum(pggl)
o N
< 9 56,2 |46,2 47,8 |15,7 | 66,2 18,4 |58,0 64, 50,1 9 P.griseoroseum(pgg2)
-
E 10 55,2 |42,0 47,6 |46,9 |63,8 39,4 [50,0 49,3 58, 10 P.janthinellum
(©]
5 11 55,4 |54,1 67,6 |[67,4 69,0 62,3 |39,7 55,0 |67,5 11 A. niger (pgall)
o

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Um dendrograma foi construido a partr do alinhamento
muliplo das seqléncias de aminoacidos de 44  endoPGs
produzidas por fungos filamentosos (Figura 3). A semelhanca
do observado por Wubben et a. (1999), as endoPGs foram
posicionadas em diferentes grupos. Considerando 0 género

Penicillium , dois grupos distintos foram  formados. No
primeiro, observou -se uma alta similaridade (78 a 84%) entre
0s genes de P. griseoroseum (pgg2) ., P. olsoni (pgl) e P.
digitatum. O ouro gupo € composto pelos genes de P.
griseoroseum ( poggl), P. olsonii (pg2) e P. expansum . Em uma

andlise filogenética realizada por Kester et al. (1996), 24

PGs de fungos, bactérias e plantas foram posicionadas em

trés classes distintas. Apenas oito residuos mostrara m-se
conservados em todas as proteinas. Experimentos de

cristalografia de raio -X revelaram a existéncia de uma fenda

na estrutura da Pgall de A. niger , onde esses residuos estio
localizados (van Santen et al, 1999). Mutagénese sitio

direcionada no gene pgall mostrou o  envolvimento  dos
residuos Asp ¥, Asp ™, Asp ? e His * na catdlise enzimitica e



a importdncia dos

substrato.

residuos Arg ®* e Lys ® para ligacdo ao

P. janthinellum

A.niger (pgaA)

P.olsonii (pg1l)

P.griseoroseum (pgg2)

P.digitatum

>

.flavus (pecB)

>

.oryzae (pgB)
.niger (pgall )

>

awamori
tubigensis

parasiticus

flavus (pecA)

oryzae (pgA)
niger (pgaB)
geothricum (pgl)

geothricum (pg2)

olsonii (pg2)

T U @ O » » > > > P>

griseoroseum (pggl)

sclerotiorum (pgl)

sclerotiorum (pg3)

cinerea (bcpgl)

lindemuthianum (clpgl

oxysporum

.parasitica

carbonum

lindemuthianum (clpg2)

expansum

cinerea (bcpg2)

.niger (pgal)

niger (pgaC)
cinerea (bcpg5)

> ® > » m 700 0 TO0® OO

alernata

citri

maculans

cinerea (bcpg4)

purpurea (pg2)

purpurea (pgl)
niger (pgabD)
.cinerea (bcpg3)

®m >0 0 - >

n

.circunatum

i F.oxys . lycopersci

F.moniliforme

B.cinerea (bcpg6)

C.lind .gloesporoides

Figura 3

120 100

80 60 40 20 0

Distancia Genética

— Agrupamento de 44 endopoligalacturonases de

fungos filamentosos baseado no método UPGMA. O
dendrograma foi baseado na percentagem de
dissimilaridade entre as proteinas.



O sequenciamento do plasmideo pPG4.3 revelou que este
clone conttm uma seqléncia que apresenta alto grau de
homologia com o gene que codifica 2-fosfo -D- glicera to
(enolase) de vérios organismos, sugerindo que este gene e o
gene pgg2 estdo adjacentes no genoma de P. griseoroseum.
Porém, ndo foi possivel estabelecer a correta distancia de

pares de base entre eles.

A organizacdo dos genes de poligalacturonases no ge noma
de P. griseoroseum foi analisada por hibridizacdo do DNA
total.  Verificou -se (Que poucas bandas hibridizaram com a

sonda utlizada mesmo sob condicdes de baixo rigor (Figura
4). As bandas visualizadas corresponderam aguelas detectadas
gquando as membran as foram re - hibridizadas, a 65°C, com os

genes pggl e pgg2, separadamente, sugerindo assim a
existtncia de apenas dois genes de endoPGs em P.
griseoroseum

Experimentos conduzidos por D'Angelo (1998) sugerem que P.
griseoroseum secreta trés isoformas de po ligalacturonase. Dois
picos de atividade foram eluidos de coluna CM Sephadex G- 50,

caracterizando a eluicdo de duas PGs de carater basico (PGl e

PG2). Apenas um pico com atividade de PG (PG3) foi eluido de

coluna DEAE Sephadex A-50. Com base nas seqiiéncias génicas, 0s
pontos isoelétricos calculados das proteinas PGG1 e PGG2 séo,

respectivamente, 531 e 831. Sugere -se assim, que PGGl
corresponda a PG3 eluida, enquanto que PGG2 representa PGl ou

PG2. Os dados da Figura 2 revelam a existéncia de apenas dois

genes de PG no genoma de P. griseoroseum . Portanto, acredita - se
que a terceira isoforma purificada por D’Angelo seja na verdade

umaexoPG.

Andlises de hibridizagdo mostraram que o0s genes pggl e pgg2
estdo presentes em cOpias Unicas no genoma de P. griseoros  eum
(Figura 5). O mesmo foi reportado para 0s genes cpgl e clpg2 ,
de Colletotrichum lindemuthianum , pgl e pg2, de P. olsoni e
bcpgl , de Botyrtis cinerea (Centis et al, 1996; Centis et al.,

1997; ten Have et al., 1998; Wagner et al., 2000).
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Figura 4 - Hibridizaggdo do DNA total de Penicillium

griseoroseum com o fragmento de 420 pb amplificado de

seu genoma. O DNA total foi extraido, clivado com

BarrHI (1), Cal (2), EcoRl (3), EcoRV (4),  Hin dlll
5), Sacl(6), Sal I(7), Xbal (8) e hibridizado , a
60°C.
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Figura 5 — Determinagdo do numero de cdpias dos genes que
codificam endopoligalacturonases em Penicillium
griseoroseum . O DNA total do fungo foi extraido e o
correspondente a 1, 2, 3, 4 e 5 x 10 " copias do
genoma haploide foi clivado com Xbal, transferido

para membranas de néilon e hibridzado com o gene

pogl (A e C)ou pgg2 (B e D. Adotou -se o mesmo
procedimento com os plasmideos pPG21 (O e pPG15 (D),
que contém os genes pggl e Ppgg2, respectivamente.

A presenca de homal 0gos a genes de endopoligalacturonases

no genoma de diferentes fungos do género Penicillium foi
analisada por hibridizacdo do DNA total, sob condicdes de
baixo rigor (Figura 6). Todas as espécies analisadas

apresentam pelo menos um gene de endoPG, embora nada possa ser

afirmado a respeito de sua funcionalidade. Padrbes similares



foram observados em P. griseoroseum , P. expansum , P. italicum

e P. purpurogenum O que sugere uma organizacdo estrutural
semelhante nessas espécies. Em A.  niger B. cinerea e
Sclerot inia  sclerotiorum ja foi demonstrado a existéncia de

familias de genes de endoPGs que sédo constituidas por no

minimo  seis  membros  (Fraissinet -Tachet et al, 1995;
Parenicova et al., 1998; Wubben et al., 1999).
De todos as seqliéncias de genes disponibilizad as nos bancos

internacionais, 53 codificam endopoligalacturonases de fungos

flamentosos e destas, apenas sete sdo de Penicillium (Figura
7). As sequéncias de nucleotideos destes genes e suas

respectivas sequéncias aminoacidicas foram comparadas quanto a

organizacdo, ndmero, tamanho e localizacdo de introns, sitios

de processamento de introns, seqiéncias consenso de inicio e

fim de traducéo e utilizag&o de codons preferenciais.

O codon de inicio de traducdo foi representado por AUG em
todas as poligalactu ronases de Penicillium . A comparacdo de
poucos genes dificutou a definicdo de uma sequéncia consenso
na regidao préxima a esse codon. Existe uma preferéncia por
purinas antes do cddon ATG (Pu 4Py, Py, ATGQ, sendo A sempre
observada a posicdo -3. Porém, ATG ndo foi sucedido por GC
como descrito para outros genes de fungos flamentosos.

Ballance (1986) definiu a seqiéncia TCACA ATGC como a mais
provavel de ser encontrada nessa regido. Edelmann e Staben

(1994) descreveram a sequéncia CAMM ATGSCT (M= C/A) como
consenso a partr da comparacdo de 88 genes de Neurospora

Contudo, CCACC ATGSC foi descrita por Kozak (1981), onde a

posicito -3 € sempre ocupada por uma purina, normalmente A

Todos os codons de término da traducdo foram utiizados pelo

menos umavez.
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Figura 6 — Hibridizacdo do DNA total de espécies do género
Penicillium com o fragmento de DNA de 420 pb,
amplificado do genoma de P. griseoroseum . O DNA
total de Penicillium chrysogenum D), P. charlesii
@, P. citrinum 3, P. expan sum (4), P.
griseoroseum 5), P. italicum (6), P. janthinellum
(7 e P. purpurogenum (8) foi clivado com as
enzimas de restricdo EcoRI (A, Sacl (B) e Sal
(© e hibridizado a 60°C.
Os genes de poligalacturonases de Penicillium possuem

introns  conservado s quanto a localizacdo, embora apresentem

variacdo de sequéncia (Figura 7). Os genes pepgl de P.
expansum e pg2 de P. olsoni possuem um intron a mais, que,
coincidentemente, estdio na mesma posicdo.0 gene pgl de P.
olsonii possui  apenas um intron, localiza do na regido do
segundo intron dos demais genes. A conservacdo na posicdo

de introns entre genes correspondentes de fungos

flamentosos ¢é bastante comum, porém poucos conservam - a
mesma sequéncia (Gurr et al, 1987; Unkles, 1992). Os genes



pga |, pga Il , pgaC e pgaE de A.  niger apresentam
respectivamente 2, 1, 3 e 3 introns de seqiéncias variadas,

embora as posi¢Oes sejam idénticas (Benen et al., 1996).

Todos 0s introns presentes nos genes de
poligalacturonases  de Penicillium apresentam a regido 5
terminal , GTANRN, semelhante a descrita para demais introns

de fungos filamentosos, GTRNGY (Unkles, 1992), porém com uma
preferéncia por T na sexta posicdo. Todos eles, sem excecao,
terminaram em PyAG. A seqiéncia intema CTRACT/G foi a que

mais se aproximou da co nsenso NNCTRAY, descrita por
Parenocova et al., (1998) como necessaria para um correto

processamento. Os maiores introns foram observados em P.
expansum (77 pb) e P. janthinellum (88 ph), enquanto o menor
foi observado no gene pgl de P. olsonii (50 ph).

Gur et al (1987)  descreveram  que, em  fungos

flamentosos, muito genes mostram uma preferéncia de codons.

O mesmo foi observado nesta andlise, onde alguns codons nao

foram encontrados nas seqiéncias de nucleotideos comparadas

que codificam as PGs (Tabela 2) . De modo geral, o padrdo de
utlizacdo de codons em PGs de Penicillium foi  muito
semelhante ao relatado por Bussink et al (1991), que

fizeram uma comparagdo entre pgal e pgall de A niger. Os
codons preferenciais também foram o0s mesmos observados na
comparacdo dos genes glaA de A. niger , A. shirousami e A
oryzae (Unkles, 1992). Acredita -sequea



1 1516 3031 45 46

60 61 7576 90
1 Pdigitatum TCAACACTCT TTTGTTTTTACGTGT CTGTTGATCGGACA
TCTACTTCGAAAATGCGCACATCTTTE GTTACCATGCTSGC 79
2 pgg2 0 memememmemeeeee e e A-
CCTACTT- AAAATGCGTACTTCTTTG- GTTACCATGCTGGC 40
3 pgl s e A-
TCTACTTCAAAATGCGTACCTCCATFH CTGTCTATGCTCGC 41
4 pggl e e e
CTTT- ATCATGGCCTCCAGTCTCAAA CTTGGCTTGABGL 39
5 Pjanthinellum  —---eeeeeeee e - AACAGAACAATET
ACTGCTTGCATRTGCCTTCCTATCTEG- CGGAATTTGGTCTGG 55
6 pg2 e e e AGTACTGC
ACGTCATCAAOU GATTGCAGGCTCGAAA CTTCTCATGETBE 52
Pexpansum TCCAGTATCTTCATC ACCAGTTTTTATTCA ATTCAAAGTATTTAG
TCTCCGTCGAANT GATCTTGACACGG AGTGTTGTTCTGGG 86
91 105 106 120 121 135 136
150 151 165 166 1 80
1 Pdigitatum CCT - CGGCGCCGC CGEeC GTGTCCGC TGCCeEC AGCT-  ----
GCTCCTGTTA CTG-ATCTCGTTGAG---CGCG -GCTCG 146
CCT --- CGGCGCCGC CGET GTGTCCGG TGCCEC GGCTF  --

pgy2
CCGCCCCCGTZK CCG- ATCTCGTTGAG---CGCG -GCTCCT 111

pgl CCT - CGGCGCTGC TGGE GTCTCCGC CGCCCCTGCGGLTG
CCGCTGCTCCG CTG-AGCTCGTTGAG--CGCG -GTTCTT 115

pggl CCTACTCGGTGCGAC TGCT  --- GTCAACGC AGCTCCCGCCGCTGA
GCCCGTTCTTGGACCT CTCTCCTTACT TCICGTGCTTCTT 122

5 Pjanthinellum GCTACCCTGGCTGC CGGCCTGGTGTCTGC GGCTCCCACGCGHF

- CGCGTGTFIT CGG- ATCTGACCAAG A- AGTGG- TCCT 131

6 pg2 TCTCTTCGGAGCCTT GGCA - GTACACGC ACTCCCAGAGCCAGC

CAAGGCTCAGGTA’ CGGCAGCTCCGAAAC TCGAAGAGAGAGCGA 138
Pexpansum ATTTCTGGGCTCAGC GTCCTTGGCCCTCGC CTCTeEC GGTTG  --
CCGAACTGGCTGA AGGGAGCAGACTCACTCGTGGATCTG 169
181 195 196 210 211 225 226

240 241 255 256 270

1 Pdigitatum - AGCTGCACCT TCACCACCGCTGAAG EGECAAGGCTG
GCAAGGG-- AT- CTTGCTCCACCATTG TGCTGGACAACATCAR22

2 pgg2 C --- CAGCTGTACCT TCACCTCGGCCGCTG CE&CAAGGCTG
GCAAGTG--- CT- CCTGCTCCACCATTG TGCTGGACAACATCA 189

3 pgr. =~ C e CTGCACCT TCACCTCCGCTTCTG GFGCTAAGGCCG

GCAAGAA--- GT- CTTGCTCCAGCATCG TCCTTGACAACATCA 190
4 pggl G --- TACCTTCTCCG GCTCCAGCGGTGCTG CGGAAGCCATCAAGA
GCAAGAE--- CT- CTTGCTCAACCATTA CCCTGAGCAACGTCG 203

5 Pjanthinellum C--- CACCTGCACCT TCTCCTCGGCTGCTA G&TQCCAGCGCCA
GCAAGTE--- CT- CCTGCTCCACGATTG TTCTGAGTAACATTG 209

6 pg2 C - CAGCTGCACTT TCTCCGGGTCTGCTG GTGCCTCGTCAGCGA
GCAAGTCGAAGACTG CTTGTGCCACCATTG TACTGTCGGCAGTGG 225

7 Pexpansum CATGCAGCTATTCGG GAACCAGTGGTGCAG CAGCAGCGATAGCTG
GAAAGGE---- AG GTTGCTCCAGTATTA CTCTCAACAACGTTG 253

271 285 286 300 301 315 316

330 331 345 346 360

1 Pdigitatum AGGTCCCTGCCGGTG AGACCCTCGACCTTA CCAAGCTGAAGTCCG
GTACTCAGTA--- - GGTTGCTCTGTTATGCAAGE 298

2 pgg2 AGGTCCCCGCCGGCG AGA CCCTCGACCTTT CCAAGCTGAAGAGCG
GCACTAAGTA--- - GATTATTE CGTTATTCAAGE- 265

3 pgl AGGTCCCCGCTGGTG AGACTCTTGATCTGT CCAACCTCAAGAGCG
GCAG-=-=-=m== mmememmemmeeee e CAAG---- 243

4 pggl AAGTCCCGGCCGGAA CTACTCTGGACCT GA CAGGACTCAAGTCCG
GTACCACGTA---  ------ AGCTCATCA CGATCTCCAAGC 280

5 Pjanthinellum AGGTGCCTGCGGGTA AAACACTCGATCTGA CGGACCTGAAGGACG
GAACCAAGTACGGC GCCGAGGGCCAACCC CGAACACCAAT@OEC

6 pg2 CTGTGCCATCTGGCA CGACCTTGGATTTGA CTGGTCT GAATGATG
GGACAACTGTA- - - ATGAAACGTTGATCCACTATCGTG 306

7 Pexpansum TAGTGCCTGCCGGGA CTACGCTGGATTTGA CTGGTCTGGCCTCGG
GTACCAAGTA---  -------m- AAAACT G- CCTCCAAACCCG328



Figura 6 — Comparagdo da sequéncia da regido codificadora

dos gene s que codificam endopoligalacturonases de

Penicilium digitatum D, pgg2 de P. griseoroseum
(2, pgl de P. olsoni 3, pggl de P. griseoroseum
@, P. janthinellum 5), pg2 de P. olsoni (6), P.

expansum (7). Os codons de inicio e término da
traducdo est ado sublinhados. Os introns  estdo

destacados em negrito.

361 375 376 390 391 405 406
420 421 435 436 450

1 Pdigitatum GTCACCCGEACAT ATCTF----- AACC ---- GCTACTGTGT ----
AGGTCGTCTT AAGGGCGAAACCTCT TTCGGATACAAGGAG 371
2 pgg2 GCCAAGAAATCAAAG TTEF—  AATA --- GCTACTGTAT ----
AGGTCATCTTC AAGGGCGAAACCACT TTGGGATACAAGGAG 339
3 Pgl e s e
-- GTCACCTTC AAGGGTGACCACC TTCGGTTACAAGGAG a2
4 Pggl - TCAAATCTCCATA --CT ----mm- AACC ---- TTATCTCGCAT----
AGGTCATCTTC GAAGGAACCACCACC TTCGGTTACAAGGAA 351
5 Pjanthinellum GACAGCTCATCAAAT CCCGCGGTGTGAATC CATTTCTAATGGTGT
CAACAGTCATCTTC GAAGGCACCACTACGCAGTTACAAGGAG 389
6  Pg2 CGCATCTTGCTGAT ACCFrrmmrens o CTCCCTCCCT----
AGGTGATATTT GAAGGTGAAACCACA TTTGGTTACAAAGAG 375
7 Pexpansum TGACTCTCTTGCTCT ACCGAGBCGAATT TAATGAAAATTTTGT----
AGSTGATTTTT GAGGGAACCACTACT TTCGGCTATRAG 413
451 465 466 4 804 81 495 496
510511 525526 540
1 Pdigitatum TGGACTGGCCCCCTC GTCAGCTTCTCCGGA AGCAACATTCACGTC
TCCGGCGCTGCCGGC CATGTCATCAACGGT GGCGGTCCCAGCTGG 461
2 pgg2 TGGACCGGTCCCCTC ATCCGGTTCTCTGGA GATAACATTAACGTC
TCCGGTGCATCCGGC CATGTCGTCAACGGT GGCGGCCCCAGCTGG 429
3 pol TGGAAGGGTCCCCTC ATCCGCTTCTCCGGT AAGAACATCGAGGTG
AACGGTGCTTCCGGC CATGTCATCAACGGT GGCGGTGCCAGCTGG 372
4 pgol TGGGAAGGTCCTCTG GTCTCCGTCTCCGGA ACCTCCATCACCGTC
CAGGGTGCCTCAGGC GCGCAGCTCAACGGT GATGGTGCCCGCTGG 441
5 Pjanthinellum TGGAGCGGTCCTCTC  ATCAAGATCTCTGGA TCCGATATCACCGTC
GAGGCTGCCGATGGC GCTGTAATTAACGCT GACGGTTCCCGTTGG 479
6  pg2 TGGT CAGGGCCTTTG GTCTCGGTCTCCGGC ACCGACATCACGGTC
AAAGGTGCCTCTGGC GCAACACTCAACGGT GACGGAAGCCGTTGG 465
7 Pexpansum TGGGCTGGCCCTCTG ATCTCCATCTCTGGA ACCAACATCCAAGTT
TCTGGAGCTTCCGGT CACCTCATCGATGGC CAAGGTTCCCGCTGG 503
541 5 55 556 570 571 5 855 86
600601 615616 630
1 Pdigitatum TGGGACGGCAAGGGA ACCAACGGCGGA AAGAAGAAGCCCAAG
TTCTTCTACGCCCAC CACTT GGACGAC TCGACCATCAGCGGT 545
2 pgg2 TGGGACGGAAAGGGA ACCAACGGCGG -~ A AAGAAGAAGCCCAAG
TTCTTCTACGCCCAC GGCFT GGACAAC TCGAACATCTCCGGC 513
3 pol TGGGACGGCAAGGGA ACCAACGGCGG - C AAGACCAAGCCTAAG
TTCTTCTACGCCCAC TCTGF GGACGAC TCGACCATCACCGGT 456
4 pggl TGGGACGGCAAGGGA ACCAACGGCGG - C AAGACCAGCCCAAG
TTCTTCTACGCTCAC AGCTF GACCAAC TCCAAGATCGAGAAC 525
5 Pjanthinellum TGGGATGGAGAGGGC ACCAATGGAGG AAGACCAAGCCCAAG
TTCTTCTATGCCCAC TCGFF GGACGAC TCGACCATCTCGGGC 563
6  pg2 TGGGACGGCAAGGGC TCGAATGGCGG -- G AAGACCAAACCGAAG
TTCTTCTATGCGCAC AAAAT GTTTTCC TCCACCATCAGTGAC 549
7 Pexpansum TGGGATGGAGAGGGT TCCAACAGCAAGACC AACATCAAGCCTAAG

TTCTTCTTCGCCCAC AGTCTCAAGGGATCC TCCACTATCACCGGG 593



631 645 646 660 661 675 676

690 691 705 706 720

1 Pdigitatum CTGAACGTCAAGAAC ACCCCCGTTCAGGGT TTCAGTATCCTGGCT
GACCG& CTGACC CTCGACCACATCACC ATCGACAACAGCGAG 632

2 pgg2 CTTAACGTCAAGAAC ACCCCCGTCCAGGGT TTCAGTGTCCAGGCC
GACCAG- CTGGTC CTCGACCATBACC ATCGACAACAGCGAG 600

3 pgl CTCAACGTCAAGAAC ACCCCCGTCCAGGGC TTCAGTGTTCAGGCC
GACAAG- CTGGTC CTCGACCACATCACC ATCGACAACACCGAC 543

4 pggl ATCTACATCAAGAAC TCCCCCGTGCAGGTC TTCAGCATCAACGGC
GCCAAGGAGCTGACT CTTAGCGGAATCACC STAGCGCTGAC 615

5 Pjanthinellum CTCAATATCAAGAAC ACCCCCGTGCAGGCT TTCAGCATCCAGTCT
GACAAT-- CTTATC ATTGATGGAGTTACT ATTGACAATTCGGAC 650

6 pg2 ATCCACATCGTGAAC TCTCCCGTTCAGGTT TTTAGCATCAACGGC
GCAACAGACCTCACG CTCAGTGGCATCACT GTAGACAACLCGEEA

7 Pexpansum TTGAACATCAAGGAT TCTCCCGTTCAGGTC TTCAGCATCTCTGGC
TCGTCCGGTCTCACA ATCAGTGGTGTCACA ATTGACAACAAGAAT 683

721 735 736 750 751 765 766

7807 81 795 796 810

1 Pdigitatum GGTGATG - CCAAG GGTGGCCACAACACC GATGCCTTCGATGTT
GGCTCCAGTACCTTC ATCACCATCTCCAAC GCCAACATCAAGAAC 719

2 pgg2 GGTGACT - CCAAG GGTGGCCACCACACC GATGCCTTCGATGTT
GGCTCCAGTACCTAC ATCACCATCAGCAAC GCCAACATCAAGAAC 687

3 pgl GGTGACAAGACCAAT GGTGGCCACAACACC GATGCCTTCGATGTC

GGCGAGTCCACCTAC ATCACCATCAGCAAC GCCAACATCAAGAAC 633

Figura 6 (continuacao)

4 Pggl GGCGATA - GCAAC GGCGGCCACAACACC GACGCTTTCGACGTC
GGCTCCAGCAACGGT GTCTACATCACCAGC CCTATCGTCCACAAC 702

5 Pjanthinellum GGTGACG- AAAAT GGCGGCCACAACACC GACGGCTTTGATATC
AGCGAGTCCACAGGC GTTACTATCAGGAAC GCGGTTGTCAAGAAC 737

6 Pg2 GGCGACACCGACGAG GGAGGCCACAACACC GACGCATTCGACGTT
GGATCAAGCACGGGA ATTACCATTACCGGT GCGACGGTCTACAAC 729

7 Pexpansum GGTGATACGAACTCT CTTGGTCACAATACC GATGGGTTCGATATC
GGCGACAGTGATAGC ATTACCATCACTGGT GCTACGGTTTATAAC 773

811 825 826 840 841 855 856

870871 885 886 900

1 Pdigitatum CAGGA TGACTGCCTG GCTATCAACTCTGGC TIBAGTTCAC
AAAAACACCTCTACC AGCAAATGAT CA AA—-- TCAA----- 796

2 pgg2 CAGGACGACTGCCTG GCTATCAACTCTGGC GAG GTAAGF+-- C
AAAGACACTCCTATT AAAAATATIT GG CA-- TTAA----- 760

3 pgl CAGGATGACTGCCTG GCCATCAACTCTGGC GSGAAATF--- -
- CTTTTCCATA CGCCCCCTHs TG AA-—- TCATT----- 702

pggl CAGGATGACTGCCTG GCTGTCAACTCCGGC ACT GTATGTACATAC
CGACAAATTGGGACT TATCTTATTTCATGG AATTAA----- 785
5 Pjanthinellum CAGGATGACTGCATT GCAATCARCCGGC CAGTATGTCG--

AATCAAGTCTCGATG TATGCAACGABGAAG ATTGG----- 815

6 pg2 CAAGATGACTGTCTC GCAGTCAACTCTGGA ACG GTAGGA------ -
ACATGACCCCG TGGGCTTTGTACCAT ABPAAG----- 802

7 Pexpansum CAAGACGACTGCCTT GCTATCAATTCTGGA ACGTAAGTGGH
CGAAGATTGTCGCCC TGCCTAGCTGCAGGG AATGATTACCABERGT

901 915 916 930 931 945 946
960 961 975976 990
Pdigitatum - CTAACCCGGT TGCCCACPMEAT CAAGTTCGTTGGCGG
CACCTGCTCCGGCGG CCACGGTATCTCCAT CGGTTCCGTTGGCTT 881
2 pgg2 e CTAACCG T TGTCCTCCAGACAT CACCTTCACCGGTGG
CACCTGCTCCGGTGG CCACGGTATCTCCAT CGGTTCCGTTGGTGT 843
3 pgl e CTGACA- T - ACATTAGACAT CATCTTCACTGGTGG
TACCTGCTCCGGG CCACGGTCTCTCCAT CGGCTCCGTCGGTGG 781
pggl e CTAACT GAT ATTCG- CAGACGT CCACTTCACTGGCGC
TCAGTGCACTGGCGG CCACGGTATCTCCAT CGGCTCCGTCGGTGG 867
5 Pjanthinellum - TTGACGAAGT GTAAE AGAACAT CTACTTCACCGGAGG
TACCTGCTCTGGCGG CCATGBCTCGAT TGGCTCCGTCGGTGG 897
6  pg2 e AGACG GT AT—— TAGGACAT CACGTTCACTGGCGG
TCTTTGCTCTGGTGG ACATGGCTTGTCCAT CGGCTCCGTCGGCGG 879
7 Pexpansum TCTTGCTGACGAIT AATAC- CCABACAT TGTCTTTTCCGGGGG
TTACTGCTCTGGTGG GCACGGATTGTCTAGCTCAGTCGGTGG 948

991 1005 1006 1020 1021 1035 1036
1050 1051 1065 1066 10 80



1 Pdigitatum GCGCGACAACAACAT CGTGAAGGATGTCAC CATCTCTGACTCTAC

CGTCATCAACTGE -mememeememes oo GAG- 942

2 pgg2 GCGCGACAACAACAT CGTGAAGGATGTCAC CATCTCTGACTCCAG
TGTCGTCAACTGE —oemmemecces e GAG- 904

3 pol ACGTGACGACAACAC CGTCAAGAACGTGAC CATCTCCGACTCCAC
CGTCTCCAACTEC omememcmrmes eemeeee GAG- 842

4 pggl ACGCTCCGACAACAC CGTTGACGGTGTCAC CGTCGAGAGCTGCAC
CATCAAGGACTEC -rmemrmcmceces memememeee GAG- 928

5 Pjanthinellum TCGTGATGATAACAC CGTGAAGAACGTGAC GATCACAGATTCCAC
CGTGACAGATTEC mrmemrmmmmrmes eeceeee GCG- 958

6 pg2 ACGCAGCAACAACGA TGTTGCCAACGTCAT CATCGAGAACTCGCA
GATCCAAGACTCCAC AAABEAAGGGTAT ATCAGCGCTGGGC 967

7 Pexpansum CCGTTCCAATAATGT GGTAGAGACCGTCCA TATCAGCAGCACCCA
GGTCGTCAACTCTCA GAAGEAAGCCCGA GCCGCATAATGACTA38

1 081 10951096 11101111 11251126

11401141 11551156 1170

1 Pdigitatum A e - AG------- ---- GGTGTCCGCGT
CAAGACCATCTACCA GGCCACCGGTGCTGT CTCCGGCGTCACTTT 1001

2 pgg2 A e —AC weeeenes - GGTGTCCGCGT
CAAGACCATCTACAA GGCTACCGGTGCCGT CTCCGACGTCACTTT 963

3 pgl A e . (e . ----  GGTATCCGCAT
CAAGACCATCTACAA GGCCAAGGGTGAGGT CGCCGACGTCACCTT 901

4 pggl A s — AG----- == --- GGCGTCCGCAT
CAAGACCGTCTACGG CGCCACCGGTACAGT CCAAGGCGTCACCTA 987

5 Pjanthinellum e = AG------e- ----  GGAGTTCGCAT
CAAGACCGTTTACGA TGCTACTGGCTCTGT TAGCGACGTGACTTT 1017

6  pg2 ATTGTCTGTTTGGTA TTGACTTGTGGTAG- AGGCGTGCGGAT
CAAGACCGTTTACGA GGCCACTGGCTCTGT CAAAAATGTCACCTA 1053

7 Pexpansum AGTTTTCCCGTTTCT TGAACTGATATTTCT GT@IGTCCGTGT
CAAGGCTGTCTCTGG TGCCACCGGTACTAT CAAAGGCGTGACTTT 1128

Figura 6 (continuagéo)
1171 11851186 1200 1201 1215 1216

12301231 12451246 1260

1 Pdigitatum CTCCAACATCAAGCT GTCCAACATCGCCAA GTACGGTATCGTCAT
CGAGCAGGATTACGA GAACGGCAGCCCTAC CGGCAAGCCCACCAA 1091

2 pgg2 CTCCAACATCAAGCT GTCCAACATCGCCAA GTACG GTATCGTCAT
CGAGCAGGATTACCA GAACGGCAGCCCTAC CGGCAAGCCCACCAC 1053

3 pol CTCCAACATCGAGCT CTCCAACATCGCCAA GTACGGTATCGTCAT
CGAGCAGGACTACGA GAACGGCAGCCCCAC CGGCAAGCCCACCAC 991

4 pggl CAAGGACATCACTCT TTCCGGAATTGCCAA GTACGGTATCGTCAT
CGAGCAGGATTACGA GAACGGTAGCCCTAC CGGAACCCCCACCAG 1077

5 Pjanthinellum TTCCGACATCACGGT CTCTGGTATTACCGA CTATGGCATTGTGAT
TGAGCAGGACTACGA GAACGGTTCTCCGAC CGGCACTCCTACCAG 1107

6  pg2 CAAGGACATCACGCT TTCGGGAATCACCAA ATATGGGATTGTGAT
CGAACAAGINACGA GAATGGCAGTCCCAC TGGCACACCGACCGA 1143

7 Pexpansum CCAGGATATTACCCT CTCCGGCATTACGAG CCAGGGTATCACCAT

CCGCCAAGAATACAC CAACTCTGGCTACAC TGGAAGCCCCACGAC 1218

1261 1275 1276 1290 1291 1305 1306
132013 21 1335 1336 1350

1 Pdigitatum CGGTGTCCCCATCTC TGAGCTCACCATTGA GAACGTTACCGGTAC
CCTCAAGAGCAGCGC TACTGAAGTTTACAT TCTCTCGBA 1178
2 pgg2 CGGTGTCCCCATTAC TGGCCTCAAGGTTGA GAAGGTTACCGGTAC

CGTTAAGAGCAGCGG TACTGACGTCTACAICTGCGG- TAA 1140



3 pogl CGGTGTCCCCATCAC TGGCCTCACTGTCGA GAAGGTCACTGGTAG
CGTCAAGTCCAGCGG TACCGATGTCTACAT CCTTTCGTC 1078

4 pggl CGGTGTCCCCATTAC CGACTTGACCCTCGA CAACGTCCACGGAAC
TGTCGCCAGCAGTGG TGTCGATACCTACAT CCTGTGTEIC 1164
5 Pjanthinellum CGGTGTTCCGATCAC AGATTTGACTGTCAA GGGCATCACTGGCTC
AGTGGAATCCGATGC AGTTGAAGTGTATAT CCTGTGTGGA 1194
6 pg2 CGGTGTACCAATCAC CGACCTCACCTTGGA CGGGGTCAAGGGAAC
AGTTGCGAGTAGCGG AACGAATGTGTACAT CCTTFSCGGA 12 30
7 Pexpansum CGGGGTTCCAATCAC TGGTCTCACCTTGAA CAATGTGCACGGCAC

GGTCACATCCAAGGG TACCGATATCACCAT CGAGTGTGGAAGTTC 1308

1351 1365 1366 1380 1381 1395 1396

1410 1411 1425 1426 1440

1 Pdigit atum CGGTAGCTGCAAGAA CTGGAAATGGGCTGG AAACTCTCTCTCTGG
TGGTAAGAAGAGTGG CAAGTGCGGTAACGT GCCTGCCGGTGCTTC 1268

2 pgg2 CGGTAGCTGCAAGAA CTGGACCTGGACTGG AAACTCCGTCACTGG
TGGTAAGAAGAGCAG CAAGTGCTCTGGTGT GCCTTCCGGCGCTTC 1230

3 pgl CG GCTCTTGCTCCGA CTGGACCTGGTCTGG CAACAAGGTCTCCGG
CGGTAAGACCAGCAG CAAGTGCAAGAACGT GCCCTCCGGTGCCTC 1168

4 pggl TGGTGCTTGCTCCGA CTGGTCTTGGAGCGG CGTTAGCATCACCGG
TGGTCAGACTAGCAA GAAGTGCAAGGGTAT TCCCAGCGGTGCTAG 1254

5 Pjanthinellum CGATGCCTGCABGA CTGGACCTGGAGCGG CGTGGACATCACCAG
TGGACAGACCAGCAG CAAATGCGAGAATGT CCCCTCTGGCGCGTC 1284

6 pg2 AGGGGCTTGCTCCGA TTGGACTTGGGATGG TGTCAGCGTCAGTGG
TGGCAAGACGAGCAG CGCTTGTGAGAATGT GCCGAGTAGCGCCAG 1320

7 Pexpansum TGCCAGTTGCTCAGG CTGGAUTGGACTAA GGTTGCAGTGTCTGG

CGGTAAGGCGATG T-- GTGCAAGAATGC ACCTTCCGGCACT1393

1441 1455 1456 1470 1471 1485 1486
1500 1501 15151516 1530

1  Pdigitatum TTGC TAG--- 1275
2 pgg2 TTGC TAG--- 1237
3  pol TTGC TAAATG 1178
4  pgogl CTGC TAAATT- 1264
5 Pjanthinellum GTGCTGAACAA 1295
6 pg2 CTGC TGAGTTA 1331
7 Pexpansum -TGTTAAGCG 1402

Figura 6 (continuagéo)



CAPITULO 2

EXPRESSAO DIFERENCIAL DE GENES QUE CODIFICAM
POLIGALACTURONASES EMenicillium griseoroseum CULTIVADO EM
DIFERENTES FONTES DE CARBONO

1. INTRODUCAO

As pectinases sdo  enzimas produzidas por  varios
microrganismos e que atuam na degradacdo de substancias
pécticas encontradas na parede celular priméria e lamela média
de plantas. As poligalacturonases (PGs) secretadas por fungos
fitopatogénicos tm um papel importante durante a invasdo e
colonizagdo do tecido hospedeiro, ao passo que 0s produtos
gerados pela acdo enzimatica agem como sinais de indugcdo para
uma resposta de defesa em plantas (Fraissinet - Tachet et al,
1995; Cervone et al, 1996). Recentemente, as PGs tém sido
associadas a maturagdo de frutos, modificacdo da parede
celular, além da gueda de flores e folhas (Kalaitzis et al.,

1997; Hadfield e Bennet, 1998). Contudo, a grande importancia
atribuida as  pectinases se justfica pelo seu valor
biotecnoldgico, sendo elas largamente empregadas na indUstria
de alimentos para 0 processamento de polpa de frutas e
producdo de sucos e vinhos (MclLellan et al., 1985; Grassin e

Fauguembergue, 1996).



Vérios genes que codificam poligalacturonases tém  sido
clonados em fungos filamentosos, 0 que revelou a existéncia de
familias multigénicas no genoma de algumas espécies (Fernandez
et al, 1993; Reymond et al, 1994; Fraissinet - Tachet et al.,
1995; Parenicova et al., 1998). Contudo, as quatro isoformas
de PG secretadas por Fusarium  moniliforme ttm origem na
glicosilacdo diferencial de um Unico polipeptideo (Caprari et
al, 1993). Porém, at¢ o momento ndo se sabe a razdo para a
diversidade de isoenzimas de PG e seu significado para os

fungos que as produzem.
O sistema pectinoliico de Penicilium  griseoroseum tem
sido estudado quanto aos aspectos fisiologico s que influenciam

a producdo de suas enzimas. Varios estudos foram realizados

com o objetivo de investigar o efeito de diferentes indutores

na atividade enzimatica (Baracat - Pereira et al, 1997; Minussi

et al., 1997; Baracat - Pereira et al., 1999). Fontes de carbono
alternativas, como caldo de cana de aglcar, ttm sido testadas

visando reduzir os custos de produgdo de pectinases (Minussi

et al, 1998). Dois genes que codificam endoPGs em P.
griseoroseum foram isolados e caracterizados. O objetivo do

presente trabalho foi verificar o efeito de diferentes fontes

de carbono na expressdo desses genes, de modo a fomnecer a

base experimental para um programa de melhoramento genético

gque visa a obtencdo de linhagens com maior producdo de PGs.

Essas linhagens poderiam ser empregadas na indUstria téxtil

para a desengomagem de fibras vegetais, como alternativa para

0 processo quimico normalmente usado.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Microrganismo e condicdes de cultivo
Penicillium griseoroseum foi isolad 0 de sementes florestais
e encontra -se depositado na Colecdo de Culturas Tropicais
André Tosello, Campinas, Brasil, com o coédigo de acesso CCT
6421. A manutencdo da cultura e producdo de inéculo foi
realizada conforme descrito por Brumano et al.  (1993).
Cmidios de cinco dias foram inoculados em frascos Erenmeyer
com 100 mL de meio minimo [6,8 g/L de K ,HPQ, 34 glL de KH ,PQ,
10 gL de (NH 4)2SQ, pH 6,3] e suplementado com MgSO 4 THO 11%
e extrato de levedura 6%, quando mencionado. Pectina (Sigma
P9135), dlicose ou sacarose foi adicionada como fonte de
carbono na concentracdo final de 0,3%. Os frascos foram

incubadosa?25  °C, 150 RPM, até a coleta do micélio.

2.2. Isolamento de RNA total e andlise por hibridizacéo

RNA total de P. griseoroseum foi isolado segundo Sambrook
et al. (1989), ap6s 24, 48, 72, 76, 85 e 96 horas de
crescimento do micélio em meio minimo contendo pectina como

fonte de carbono. Em seguida, 15 Hpg de RNA total foram
aplicados em gel de agarose 1,2% e transferidos para membrana
e rdo n (Sralagene) como destip por Foumey e a (1988). Os

plasmideos pPG2L e pPGI15, que coném os dones gendmicos de pggl e
pog2, respedvamente (Cepitio 1), foram marcados com [ a-2PdATP,

segundo recomendagfes do ki ‘Random Prime It Labeing Sysen
Sralagene), e usados como  sondas  nos  eqeimentos  de
hbidzacdo. As membranes foam  hbidzades a 63 °C, duate 16
hoas e lvadas duss vezes em SSC 2X, SDS 01%, por 20 minuios e



uma vz em SSC 1X, SDS 01%. O fime XOMAT K (Kodak) foi coocado
em coap com as membranas, com 0 audio de inensiicador, por
trésdes.

Paa awdisr 0 efeio de dleentes fones de caboo ma
expressio dos genes pogl e po RNA ol fo edado de micsio
alivedo por 24 e 76 hoes em pedia, dicose Ou  SsXao e
spemenado ou NGB0 oom edan de lewdra O RNA o
quanticado  especirofdiometicamene e 20 pjg foam  faados com
DNAe | Me de RNAse (Pomege) Paa gaar a
reprodutbiidede  dos  resuiedos, RNA toid foi edraido a  partr
de micgio de t & expeimenos dieenes e enfo uiizado na
toicadeRT  -PCR.

23 RT - PCResinesedecDNA

As reaghes de tansoicio reversa foam fetes  empregando - 0
kt ‘Reverse Transaipion Sysem” (Promega), juntamente com  digo
@an e 15 ug de RNA tol ehabando -sea42 <€ porlhel5mn
Os segunes oigonudeoideos foram  siefizados e ulizados ma
etapa de ampliicacio; 5 -TTTCATATTTTCTTTAFGS, 5 -
AAAATTCGCAGAATTTAGCAGBTA  paa verificar a presenca do
tanscito  de ppgl (PPGL ad PFPGL s  pedvamente) e 5 -
GATCGGACACCTACTTAAA 5 - CTIGTTTATTGATCACCATTTGAZC para 0
esdo da epessio de po2 (PPG2 e PRPG2  respedivament).
Cinoo WL da reagd de RT foam uiizados na reagdo de
ampliicacdo, junamente com 10 pmd de PIPGL e PFPGL ou PPG1 e
PFPG2 num woume tod de 25 L A amplicacio fo fela em
tmoodador  PTC -100 (MJ Reseach, Inc) Quarenia cddos  foram
empregados, cada ddo consisindo de um passo a H °C por 1 mn, um
pesso a 55 °C, por 1 min € um passo a 72 °C, por 1 mn e 30. Ao find
de 40 ciclos, foi realizada uma etapa final de extensédo a 72 °C,
por 7 min. Os oligonucleotideos 5 - ACACCTTCTACAACGAGEIG e
5- GGAAGCTCGTAGGACTT@GIC desenhados com base em uma regido
conservada do gene da y-actina de fungos filamentosos , foram
empregados em cada reacdo para testar a integridade do RNA. Os
produtos de amplificacdo foram analisados por eletroforese em
gel de agarose de alta resolugdo 2%. DNA total de P.



griseoroseum foi amplificado nas mesmas condicbes e analisado
no mesmo gel para a confirmagdo de que os fragmentos de DNA
gerados ndo correspondiam a contaminagdo do RNA com DNA total.
Os fragmentos de DNA gerados pela amplificagdo com os

oligonuclectideos da y actina foram eluidos do gel de agarose,
clonados em vetor pGEM -T Easy (Promega) e sequenciados segundo
recomendacdo do kit “BigDye O Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction” (Applied Biosystems) para confirmar a identidade dos
produtos.

As reagfes de ftranscricdo reversa foram também utiizadas
para obtencdo do CcDNA correspondente  a pggl e pgg2. Os
produtos do RT -PCR foram clonados em vetor pGEM -T Easy e

sequenciados. As  seqiéncias de  nucleotideos dos  cDNAs
encontram -se no Capitulo 1 e estdo disponibiizadas no GenBank
sob os nimeros de acesso AF195791 ( pggl)e AF19579 0O( pgg2).



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A expressdo dos genes pggl e pgg2 foi estudada por
hibridizacdo do RNA total. A expressdo do gene pgg2 manteve - se
constante com o tempo, porém transcritos do gene pggl foram

detectados somente com 7 2, 76 e 80 horas de culivo em pectina e

extrato de levedura (Figuras 1 e 2). Soares - Ramos  (1997)
verificou, nessas condicbes, um pico de atividade de PG com 96

horas de cultivo de P. griseoroseum, 0 que pode ser explicado

pelo acimulo de mRNA de pggl entr e 76 e 80 horas.

A técnica de RT -PCR foi utiizada para confirmar os resultados

observados na andlise de hibridizacdo do RNA total e comprovou

que ambos o0s genes sdo transcricionalmente  regulados. A
expressdo do gene pggl foi detectada em 76 horas enquant 0 que
pgg2 foi  expresso em todos os tempos de cultivo estudados (Figura

3). Por este motivo, os tempos 76 e 24 horas foram escolhidos

para se estudar a expressdo desses genes em diferentes fontes de

carbono, com ou sem extrato de levedura. Transcritos de pogl
foram detectados apenas na presenca de pectina, independente da

adicdo de extrato de levedura (Figura 4A). A presenca de mRNA

de pgg2 foi observada quando pectina ou sacarose foi utilizada

como fonte de carbono (Figura 4B). Contudo, sua expressao foi
reprimida por glicose. A adicdo de extrato de levedura ao meio

de cultivo resultou em uma pequena expressao deste gene.
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Figura 1 — Acimulo de mRNA de pggl em diferentes tempos de
crescimento  de Penicilium  griseoroseum em meio

contendo pectina suplementado com extrato de
levedura. RNA total foi extraido de micélio
crescido por 72 (1), 76 (2) e 80 horas (3),
analisado por eletroforese em gel de agarose e

transferido para membrana de nailon. O gene pggl
marcado radioativam ente foi utlizado como sonda.

Auto - radiografia da hibridizacdo de RNA total (A.
Andlise do RNA total (15 pg/canaleta) por

eletroforese em gel de agarose ( B).



Figura 2 — Acuimulo de mRNA de pggll em diferentes tempos de
crescimento  de Penicill  ium griseoroseum em meio
contendo pectina. RNA total foi extraido de micélio
crescido por 24 (1), 48 (2), 72 (3), 76 (4), 84 (5)

e 96 (6) horas, analisado por eletroforese em gel

de agarose e transferido para membrana de néilon. O

gene pggl marcado radioat ivamente foi utiizado
como sonda. Auto - radiografia da hibridizacdo de RNA

total ( A). Andlise do RNA total (15 [g/canaleta) por
eletroforese em gel de agarose ( B).
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Figura 3 — Expresséo temporal dos genes poggl (Ae pgg2 ( B
gue codificam endopoligalacturonases em Penicillium
griseoroseum  em meio contendo pectina. RNA total do
fungo foi extraido de micélio crescido por 24 (1),

48 (2), 72 (3), 76 (4), 85 (5) e 96 horas (6). DNA

total de P. griseoroseum amplificado nas mesmas
condicbes (D). O gene da y- actina ( y-act ) foi
utiizado como controle qualitativo e quantitativo.
DNA dofago  ¢X clivado com Haelll, em pares de base
M)

A
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Figura 4 — Expressdo diferencial dos genes pggl e pgg2 de
Peni cillium griseoroseum em diferentes fontes de
carbono. RNA total do fungo foi extraido com 76 ( A
e 24 horas (B de cultivo do fungo em meio contendo
gicose (G), sacarose (S) e pectna (P),
suplementado ou ndo com exirato de levedura (EL).

DNA total de P. griseoroseum amplificado nas mesmas
condicbes (D). O gene da y- actina (y-act) foi
utizado como controle qualitativo e quantitativo.

DNA do fago  @X clivado com Haelll, em pares de base

(M).

Baracat - Pereira et al. (1999) investigaram o efeito do
extrato de levedura na produgdo de pectina liase por P.
griseoroseum . Observou -se que uma substancia organica de baixo
peso molecular, solivel na fracdo de nucleotideos durante a
extracdo do extrato de levedura, induziu a sintese de pectina
iase quando o fungo foi culivado em sacarose. Os dados
indicaram que esta substincia influenciaria na manutencdo de
um alto nivel intracelular de cAMP, ocasionando a sintese da
enzima. Ruiter e Visser (1997) sugerram que o0 CcAMP
estimularia a transcricdo por meio da fosforilaga 0 de fatores

de transcricdo, que entdo se ligariam aos cis - elementos para
ativar a expressdo génica. Um possivel elemento de resposta ao

CAMP, como descrito por Fox et al. (2000), foi encontrado no

promotor do gene pgg2 e sua funcionalidade sera testada em
ensaios de retardamento em gel utilizando -se extrato nuclear
protéico de P. griseoroseum preparado em presenca e auséncia

de extrato de levedura.

Os dois genes de PGs caracterizados em P. griseoroseum tém
sua expressdo controlada por  diferentes  mecanismo s. A
expressao do gene pggl poderia ser desencadeada por um
ativador transcricional, enquanto pgg2 poderia ser regulado

por diferentes fatores. Os mecanismos moleculares  que
controlam a expressdo de genes que codificam PGs de outros
fungos filamentosos ain da estho sendo investigados. Contudo,
muitos tém sua expressdo alterada em resposta a fonte de

carbono presente no meio. O gene pecA de Aspergillus
parasiticus foi expresso  durante  diferentes  tempos de
crescimento em pectina e glicose (Cary et al, 1995). Botrytis

cinerea tem uma familia de genes que codificam endoPGs cujos



membros sd0 expressos em acido poligalacturbnico e glicose,

porém com algumas diferencas (Wubben et al., 1999). Bussink et
al. (1991) descreveram que a expressdo dos genes pgall de A
niger e A. tubigensis sdo fortemente regulados pela fonte de
carbono.

Os promotores dos genes pggl e pgg2 devem ser estudados no

intuto de  se  identificar  seqUéncias  reguladoras  que
justifiquem a expressdo diferencial observada (Capitulo 3). Um
sistema de ftr ansformacdo baseado em eletroporacdo de conidios
germinados estd sendo otimizado para que, futuramente, vetores
contendo os genes isolados sejam utilizados para transformar a

inhagem selvagem (P.G. Cardoso, com. pessoal). Espera -se que
as informacBes gera das a patr do estudo do sistema
pectinoliico de P. griseoroseum contibuam para a compreensdo

do controle da expressdo génica em fungos filamentosos e para
a obtencdo de linhagens melhoradas de fungos com possivel

aplicacdo na industria téxtil.
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CAPITULO 3

CARACTERIZACAO DE CIS ELEMENTOS QUE CONTROLAM A EXPRESSAO
DE GENES DE POLIGALACTURONASES ENrenicillium griseoroseum

1. INTRODUCAO

A potencial aplicacdo industrial de proteinas e metabolitos
produzidos por fungos filamentosos faz desses organismos
referéncia em estudos genéticos. Nos Ulimos anos, diversos
genes que codificam proteinas de interesse em  fungos
flamentosos  foram  caracterizados e 0s  mecanismos  que
controla m sua expressdo, investigados (Klich et al, 1997; de
Vries et al., 1998; MacCabe et al., 1998).
MacKenzie et al. (1993) descreveram que, em fungos
flamentosos, o nivel de expressdo de um gene € resultado da
interacdo entre os controles global e via espec fica. Muitas
proteinas envolvidas nesses controles ja foram descritas, bem
como as seqiéncias por elas reconhecidas (Filinger e Felenbok,
1996; Shroff et al, 1996; Marzluf, 1997, van Peij et al,
1998; Saloheimo et al., 2000). Proteinas reguladoras de um a
determinada espécie sdo capazes de reconhecer Ccis - elementos
nos promotores de genes de outras espécies, aspecto que pode
ser explorado visando a producdo de proteinas heterdlogas e a
construcdo de vetores de expresséo (van Gemeren et al., 1996;
Deaneet al., 1999).



Os sistemas enziméaticos de fungos filamentosos podem servir
de modelos para investigar a regulagdo da biossintese de
enzimas extracelulares. O sistema pectinoliico € constituido
por varias enzimas, muitas das quais sdo codificadas por
famiia s multigénicas em fungos dos géneros Aspergillus
Botrytis e Sclerotinia (Fraissinet -Tachet et al., 1995
Parenicova et al., 1998; Wubben et al, 1999). Esses genes sao
regulados transcricionalmente, 0 que sugere uma integracdo
entre mecanismos de ativacdo € repressdo, que juntos permitem
uma expressdo génica sequencial e diferenciada (Reymond - Cotton
et al, 1996; Wubben et al, 1999). Porém, poucas sequéncias

foram caracterizadas como possiveis sitos de ligacdo de

proteinas reguladoras.

Este trabalho teve por objetivos seqlenciar as regies 5
terminais dos genes pggl e pgg2, que codificam
poligalacturonases (PGs) em P. griseoroseum , caracterizar cis -

elementos e analisar a sua interagdo com possiveis proteinas

reguladoras responsaveis pelo controle da expr essao  génica.
Por ensaios de retardamento em gel, demonstrou -se a interagdo
de proteinas reguladoras com diferentes seqliéncias de DNA dos

promotores dos genes pggl e pgg2. Poucos cis -elementos sdo
comuns aos dois promotores, 0 que justificaia a expressdo

génica  diferencial desses genes observada em  estudos

anteriores.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Micorganismo e condigdes de cuivo

A Inhegem sevagem  de Penidium  giseoroseum fo
uizada nese esudo. Foram inocuiados 10 8 oonidos /fmL em frasoos
Elenmeyers conendo meo mineral composio por 68 gL de KHPQ
34 gL de KH ,PQ 10 gL de (\H 4)25Q, pH 63, supementado com 6%
de etap de levedra (V) e 11% de MgSO +M,0. Pedima ciica
(Sgma PA13D), dicose ou sacaose 3% o i ulizada como fone de
cabono. Os frasoos foram manidos sob agiecdo de 150 RPM, a 25 °C,

por 76 ou 24 hoas, para a odengdo de extraios para 0 estudo da
expressao dos genes pogl ou  pgg2,respecivamernte.

22 Seqliendamento das regides 5 terminais dosgenes ppl e pog2

Os pesmideos pPGR e pPG43, que coném os dones gendmicos
de pggl e pgg2, respedvamente, foram uiizados na ooengdo des
oigonucedtideos  unversas pUCMI3  ‘feverse” e puUCMI3  ‘foward’
(Pomega),  oigonuceoideos  especicos  (Tabela 1)  foram
deserhados e empregados em  reagdes de  seglencamento,  realizadas
com o ki ‘BgDe 0 Temnaor Cyde Sequendg Ready Readon
(Appled  Biosysems). As  seqiéndas  foram analisadas com auxiio
dosprogramas BLAST, CAP e Clusial W 16.
2.3 Isdlamenio de n(deo e obtencio de extrains nudeares bruios

A melddoga empegada paa a  pepaecio de exdtab
ndear o a desoia por Nagala e a (1993, com agumes
modificagdes. Paa @& P.  giseoroseum fo  advado como
Oestip adma e 0 micdio fo coelado por firacBo em  penera
400 mesh, lvado em &gua deslada e seco em gaze Apds s
tirado em N ligudo, o maerd foi ressuspenddo em tampéo A
Goed 2% pb, PPES -KOH 10 mM pH 70, Mgd , 10 mv,



mercapioetand 10mM,  Triton X100 O05%), paa uma ooncentracio
frll de 20 g100 mL A pepaagdo o homogenezada manuaimenie

em homogenezador Poter (15 mlL) e centugada por 10 min, a 1000

g 4°C, em ocatfuga Sovel RC-5C ([DuPort). O sobrenedanie foi
recohido e 20 mL de tampdo A foam adiconados a0 precptedo. O
homogenezador  Poterr.  Os  sobrenadanies  foam misrados e
centifugados a 5000 g, por 10 mn, a 4 . O predpiedo fo lavado
en tampdo B (@ampio A sem  Tion %100 A fagdo nudear foi
cudedosamente ressuspendda em 1 mL de tampdo B e odocada sobre

12 mL de um gadente constiuido por 40% de percd, preparado em
ampfo C (scaose 20%, Mgd , 5 mM, PPES-KOH 5 mM pH 70. A
ceniugacdo foi fela em rotor SS34 (DuPor), a 3500 g por 0
mn, a 4T O gadene de perod fo descatado e o precpiado

fo cudadosamente ressuspendido em 2 mL de tampdo B e novamene
cenfugado. A fagdo  nudear fo kvada ocom tmpdo B e
ressuspendda em 300 uL de tampdo de exdragdo nudear (gicerd

10% pv, Hepes -KOH 15 mM, pH 79, KO 05 M, Mdl » 5 mM, EDTA 05
mM, DTT 1 mM, PMSF 05 mM e aproining, leupepina, pepsaing, 10

ugimL cada) A preparecdo ol locada em baho de gdo por 30
mn, paa endo ser oentfugada por 10 min, 12000 RPM, em
maocentuga  Eppendof. O edraio nudear foi daisado por 2

hoes a  4°C, em tampdo D (giced 15% pl, HEPES -KOH 15 mM, pH
79, KA 100 mM, EDTA 1 mM, PMSF 0bm M, DTT 2 mM). Em seguida, o
materidl foi centifugado por 10 min, a 10000 g. A deeminecio da
quanidede de poeina nudear fo feta segundo Bradiord  (1976).

Aliquolas  contendo 10 pg de potina foam ocongeladas em N liqudo
eamazenadssa  —80°C.

2. 4. Preparaco dos fragmentos de DINA para s ensaios de igaggo

Dferenies  fagmenios de DNA das regbes 5 teminas dos
genes  poggl e pgg?2 foam dbidos por anpificagdo  dos  plasmidecs
pPGR e pPG43, com odigonudedtideos especiicos (Tabela 1) Os
fagmen tors de DNA ampificados foam precptados € em  seguida,
marcados  com [V2PdATP, empegando -se a ewma  poinudediceo
dese  (Pomega) ocoome  recomendagdo do fabicante. Alguns



fagmenios de DNA foam dvados oom ewmes de  reshicdo
ognando  -se fagmenbs menoes que foam puiicados do gl de
agarose e marcados racioativamerte. Todos s fagmenios
ampiicados  foram sub -donados em vetor pGEM T Easy (Promegd) e

25, Ensaios de igacéo
A msira de lgagdo conssiu de 4 WL de tampdo de lgagdo

5 KA 200 mM, EDTA 5 mM, HEPES -KOH 125 mM, pH 79, gicerd 50%
pv), 2 Mg de PoiddC), 1 a 5 ng do fragmenio de DNA radioatvo
@* CcPM), 5 a 10 Ug de extalo nudear bruo e HO mi -Q paa um
wvume frd de 20 Il Incamerte, a reacdo o manida a
emperaiua ambene por 10 mn, e endo inodbada nes  mesmaes
condgdes ma pesenca do fagmento de DNA marcado. Um gd ndo
desnaurante de polaciamida 2%, (aciamidabisacriamida,
191), fo prepaado e pé -comdo por 30 mn, a OV, em TEB 0bX
Em seguda, as amostas foam submelidass a  eetroforese  por 4-5
hoas a 100V, em temperaua ambene. O gd fo tansieido para
paped Whatmamn 3VIM, proegdo por fime PVC, e eqoso a0 fime
auo -radogdico  BOMAX MR (Kodak), por 20 hoas, a -80°C, com
auxiio de doisintensiicadores.

Ensaios de igacdo também foram reaizados oom
oigonudeatideos dupa -fta (Tabela 1. Para a,
oilgonudedtideos  compemeniares foram  desenhedos com base ma

seqiéncia  desgada, hbridzados por 5 mi nios, a 40 € e marcades
Tabela 1 — Oigonudedtidecs  ulizados para 0 seqlencamento
das regbes promoioras dos genes pggl e pog2 e paa a
oencBo dos fragmentos de DNA  ulizados nos  ensaios
de refardamentoemgel
Posicédo
Oligonucleotideo Sequéncia 5
3
PGL1SE 5 TTG TTT ATG ATT TTC AAG CAAA -55 79
PG24SE 5" ATG CTC CAT TGG ATT AAT -412 - 393
PG25F 5 TGA GGA ATG AAT GAA TGA ATG -80 -100
PG26°5F 5 ATA GGG CTC CAC ATG GTT TGC - 562 - 542
PG27F 5 GCC CAT TCT AGA CTA GGT GG -311 - 329
PG28F 5 GGT ACC TTT GAT CCT TT1G TAG - 843 -823




PG29FE 5 GGC GTT AAC CCC TGT TCT TAG - 238 - 258
CAATPG2A 5TGATTITT CCAAT GAG GGG TCC -281 - 261
CAATPG2B® 5 GGA CCC CTC ATT GGAAAATCA - 261 - 281
CAATMutPG2k 5 GATTTT CGTAGGAGG GGT CT - 280 - 260
CAATMutPG2B 5 AGACCCCT C CTATGAAAATC - 260 - 280
TATAPG2K 5 GAG G TATAATAT A GT CTT CAG - 534 - 514
TATAPG2B © 5 CTG AAGAC TATATTATA CCTC -514 - 534
> Oligonucleotideos utilizados em reag oes de sequenciamento

E Oligonucleotideos utilizados para obter fragmentos de DNA para ensaios

de ligagao

C Oligonucleotideos complementares.




3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacéo das regides promotoras dos genes pggl
e pgg2

A sequéncia de nucleotideos que precede o cddon de inicio
da traducdo dos genes poggl e pgg2 foi determinada (Figura 1).
Um cis -elemento TATATAA foi identificado no promotor do gene
pggl na posicao -96. Essa seqliéncia é seguida por uma regiao
ri ca em piimidinas que se estende até o ponto +1 da tradugéo.
Foram identificadas quatro seqliéncias homodlogas a sequéncia
consenso SYGGRG  (A/ICC/TGGA/GG) de Aspergillus  nidulans ,
descrita como dominio de ligacdo para a proteina CREA,
responsavel pela repress d0 da expressdao g@énica em dlicose
(Cubero e Scazzocchio, 1994). Uma dessas sequiéncias, GAGGTA,
sobreple - se ao elemento TATATAA.

Ao contrdrio do observado em pggl, a regido 5 terminal do
gene pgg2 possui varos possiveis sitios de ligacdo para
fatores de transcricdo (Figura 1). A seqiéncia CCCTGA foi
encontrada no promotor do gene pgg2 na posicao —217. Essa
seqliéncia é encontrada em promotores de varios genes que
codificam poligalacturonases e pectina liases em A. niger
porém até o momento ndo se demonstro u sua funcionalidade como
siio de reconhecimento de proteinas reguladoras (Benen et
al., 1996).

Também no gene pgg2 , a —270 pb do cdédon ATG inicial,
observou -se um possivel CCAAT ‘“box’, coincidentemente

localizado a mesma posicéo

—  AGCCGGAAAAAAAAGAAGAGGAAGGCGGTCCCAGGGAAAATTTACCCGCCCCCCAAGAT TTACGGMHEAGGTAAGTGCG

GGTGTACTTTGAMMTAGGAAGGGTGGTCTGGCAATGATTTATTCCTGATTTATCTGCCAATTTATTGGGTAGEGIAAGGG




GTAGGGTAACCCACCCACCATGTCGGTGGATAACCTTTCCAATGTAGTACCTCCCAATAGTTACGGCTTCTEBBOGGAATGTA

— - GGTAAGCTTAACGGGAATGAAGCTTATATATGGCCCATTCCTCCGAGTTGCCGCAAAGAACGGATGEAIACTTGGCCG

W’mﬂ' AAATATGATTTATCAGCACAGAAAATAGTCGGCAACATAACTAACCEGEEBIGT

CGTAGCTTTCTGACTTC AGAATCCTTTTGAATGTCTTAGATGIC AGATGRESTIAATTTAAAAAA- 679
ACAGTEATTCTTGCCTCGTGCCTGAATATCTAGACAGGGCACCAATCAAACAAAAGACATGGTAAATAAAAGEBT GCATTGT

ATTTTCCAGATATTTTCACTTCCATGCC CAGGTTCGTAGATCGGCAGSBMMAGGCTTAACTTCTGAAAE:G
TTCAGCGCCACAGAATCTTTTGGESS TETTCACAICGGATATTTCGTGTGGAACCAGCCCTACATCGGTAAATHRIT

CTGGGTCCACERLCAE TACTTACGGATATCTTATTCCTCGCTTGTCGAGTGCATCTCAGT TCTCTGUITBGAG13
TCAAATCAAGTGCTTGGCGTGAAACACAATEBEBECTCCACATCCTERIBGTGAGGTATAATABICTTCAG - 514
PG26 —>

GG TTAGGGTTGATAACCATTATTGCTATTATTCCG TGGRAGIGT TCACACGTCAAACTAGGTCAATACGAGCCGAIRDG
GCATCAATGCCATGTTCTTATTGGATAATAACTAGATATGTCTOGGCTTTTAACCOGAAGATATTCCGCGTAFHATTATCOC

GCTCAACCTCGTTTAAATGCCATTACATAGTGGATCCCCACCZEGRNITCTTATATTCGAAACAGCCATCTG/HB
CTAGEGAAATGTTTCGGAGAGTTGCCCAGTCGGGTGTAGCTGHMBCAT

TCACAAATGAGCTTGACTTATTCTACCACCCCTTGGCGGGATTCGTCTTCCATCGCCGCTTTGAAGCTESRNEAAG
GRGCTGGCCCTAGMAATCCAATGGAGRACAATTATCCATGCATCCCTGGATCTTATGETANGAGGG - 26

AGGACGGATAAACCACAAAGCTCAGGATCACATTGGAGGAAAAATTCATCGGTGCCTGTTCTCGGAAAGATABRACCCTTCAA
GTCCASTAAGAACAGGGGTTAAKBGACAGATGGCAGTTASTTTCATAGAGATACTAGCGTAGAAREGGA - 182
AGGAAAATCTCGGTTCCTCTCAATCTAATTTCGGCTCTAGTTCTAGATTCCAGTTCGTTTCAGGAEARUIAGTA8

GGATGC GGCIBGACOMGCATFFAAA{ACI)MGGCXDMGCT CGGTGGAATAGCTTGTTCAAACTCALICATITATTCATT

AMGACTCCCCTCGTCTEIIGCTTGAAAATCATAAAICATCACACTCTTTTAAAACCCCACATTCATTTCTATTIE
TTCATTCATTCATTOCTTATCCTATTACACTCAGGTCGGCTAGTCCGGAACATCTACACTCTCTTTAATTGTCFABTGATC

ATATTTTCTTTATAIG—— +3
GGACACCTACTTANGS +3
Figura 1 — Sequéncia de nucleotideos das regibes 5 terminais

dos genes que codificam endopoligalactur onases em
Penicilium  griseoroseum . Representado em azul, a
regido promotora do gene pggl e em preto, a regido
promotora do gene pgg2. O codon de inicio da traducéo
esta representado em negrito. Possiveis cis - elementos
encontram -se  sublinhados e os  oligonu cleotideos

utlizados para a obtencdo dos fragmentos de DNA
empregados nas reacbes de sequenciamento e nos
ensaios de retardamento em gel estdo duplamente
sublinhados. As setas representam 0 sentido de
pareamento dos oligonucleotideos.

no promotor do gene que codifica poligalacturonase em P.

digtatum . A presenca de CCAAT ‘boxes” ja foi descrita em

varios promotores de genes de fungos flamentosos e sua
funcionalidade foi comprovada em muitos casos (Nagata et al.,

1993; Litzka et al., 1996; Mizote et al, 1996; Tanaka et al.,
2000).



Outro possivel cis - elemento, TATAATTATA, foi encontrado a
posicéo -522. Sequéncias TAT A . AV, foram descritas para
promotores de genes de leveduras, geralmente posicionadas a
grandes distncias do ponto inicial da transcricdo, po rém
seqiiéncias similares ainda nao foram reportadas em fungos
filamentosos (Ballance, 1991).

Segundo Gurr et al (1987), genes de fungos filamentosos
geralmente apresentam a seqléncia consenso TATAAA localizada
enre -30e —60 pb do ponto +1 da transcrica 0. Embora o inicio
do transcrito ndo tenha sido determinado, a sequéncia TATAA
foi encontrada a uma distancia de 80 pb do possivel CCAAT
“box”. Nove repeticbes CATT estdo posicionadas apds o0 TATAA.

Essa caracterisica deve ter algum significado funcional,
embora nada semelhante tenha sido relatado na literatura.

Como observado no promotor do gene pggl, possiveis sitios
de ligacdo da proteina CREA (-315, - 529, -634) foram
encontrados, sendo um sobreposto ao cis - elemento TATAATATA.

Um possivel elemento de re sposta ao cAMP foi detectado a -
757 pb, semelhante a sequiéncia descrita em
Schizossaccharomyces  pombe por Fox et al (2000). Em

mamiferos, muitos genes sdo regulados via cAMP e fatores de
transcricdo que interagem com esses sitios ja foram relatados
(Mont miny et al., 1986; Jones et al, 1989). Ainda ndo existem

comprovagbes da participacdo desta molécula na sinalizacdo

intracelular em fungos filamentosos. Estudos realizados com P.
griseoroseum mostraram que adicdo de extrato de levedura ao
meio de  culivo provocou um aumento na  concentragdo

intracelular de cAMP, coincidindo com maior atividade de

pectina liase (Baracat - Pereira et al, 1999). Segundo Ruijter

e Visser (1997), altos niveis de CcAMP podem levar a

fosforilacdo de fatores de transcricdo, e por con seguinte, a
ativacao da expressao génica.

A Figua 2 mostra uma representacdo esquematica dos
fragmentos de
DNA dos promotores de pggl e pgg2 analisados nos ensaios de
retardamento em gel descritos abaixo.



3.2. lIdentificacdo de cis - elementos na regido promotora do

gene pgg2
O gene pgg2 de P. griseoroseum e 0 gene gque codifica
poligalacturonase em P. digitatum possuem uma sequiéncia

CCAAT na mesma posicdo. Para verificar a funcionalidade

deste cis - elemento em P. griseoroseum , um fragmento de DNA
de 335 pb, resultante da amplificacdo do plasmideo pPG4.3

com os oligonucleotideos PG2.5 e PG2.7, foi utilizado em

ensaios de ligacdo com extrato nuclear bruto, preparado de

micélio crescido em pectina e extrato de levedura (P+EL),

durante 24 horas (Figura 3). Um co mplexo de interacdo DNA
proteina foi visualizado, o que comprova a existéncia de

sitios de ligacdo para fatores “trans” neste fragmento.

Resultado similar foi obtido quando extrato nuclear
preparado a partir de micélio crescido em sacarose e

extrato de lev edura (S+EL), glicose (G) ou sacarose (S) foi
utilizado, embora os complexos visualizados nessas duas

Ultimas condigbes ndo apresentassem boa resolugdo no gel de
poliacrilamida. O fragmento de DNA de 335 pb usado nesses

ensaios possui, além do elemento CCA AT, um potencial sitio
de ligacdo da proteina repressora CREA, localizado a

posicao —315. Deste modo, a migracdo diferenciada dos
complexos DNA - proteina observados na presenca de P+EL/SEL e
G/S poderia ser devida a ligacdo de diferentes proteinas ao

cis -el emento CCAAT ou ATGGAG. Um padrdo de migracdo
semelhante foi descrito por Zeilinger et al. (1996), quando

um fragmento de DNA do promotor do gene que codifica
xilanase (xynl) de  Trichoderma reesei foi utilizado em

ensaios de retardamento em gel, juntam ente



GGGGCC ACGGAG

(-615) (-562)
ACGGA CCCcCGG GAGGTATATAA ATG
(-576 (-465) (-101) (-96) (+1)
| | | | £ | | | | | | pggl
Met
280 pb 100 pb
ACGGAG GAGGTA ATGGAG
(-634) (-529) (-315)
' AGTCCC
CTACAGTG TATAATATA CcCAAT (217)TATAA ATG
(-757) (-!22) (-270) (-184) (+1)
L L L L ” L L || ! L pgg2
Met
118 pb 158 pb
335 pb
170 pb 0,1 Kb
Figura 2 - Representacdo dos cis -elementos presentes nas
regides reguladoras dos genes que  codificam
endopoligalacturonases em Penicillium
griseoroseum. As barras horizontais representam 0s
fragmentos de DNA analisados em  ensai os de

retardamento em gel de poliacrilamida.
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Figura 3 — Ensaio de retardamento em gel da interacdo DNA -
proteina  entre  extratos  nucleares  brutos  de
Penicilium  griseoroseum e o fragmento de DNA de
335 pb da regido promotora do gene pgg2. Este
fragmento conttm o Cis -elemento CCAAT e foi
incubado na auséncia e na presenca de 10 pug de

proteinas do extrato nuclear preparado de micélio
crescido em pecthna e extrato de levedura, por 24
horas (A. O fragmento de 335 pb foi também

incubado com 10 pg de extrato nuclear preparado em
micélio crescido em sacarose e extrato de levedura,

5 upg ou 10  pg de micélio crescido em glicose e 5ug

ou 10 pg, de micélio crescido em sacarose (B. O
fragmento de DNA de 335 pb estd representado
esquematicamente n  a Figura 2

com extrato celular bruto preparado sob condicbes de indugdo

(xilana) ou repressao (glicose). Os autores sugeriram um modelo
de regulacdo do gene xinl , no qual uma proteina ativadora se
ligaria a0 elemento CCAAT sempre que Xilana estivesse pres ente,

enquanto que na presenca de glicose, essa ligacdo seria impedida
pelo o repressor Crel, com um sitio de ligacdo localizado a 31
pb do CCAAT.



Para melhor delimitar um dominio de interacdo, o fragmento
de DNA de 335 pb foi clivado com Hpale Dral, res ultando em um
fragmento de 170 pb, que foi utlizado em ensaios de ligacéo.

Novamente, um complexo foi observado, mesmo quando diferentes
concentragbes de extrato nuclear P+EL foram utlizadas (Figura
4).

A confirmacdo de que CCAAT é o sitio de ligacdo pa ra
fatores ‘“trans” foi conseguida com a utlizacdo de dois
oligonucleotideos ~ complementares nos ensaios de  ligacdo
(Figura 5). A alteracdo da sequéncia CCAAT por CGTAGG aboliu a
formacdo do complexo, o0 que claramente demonstta a
funcionalidade desta sequién ciaem P. griseoroseum

A expressdo de varios genes de fungos filamentosos €
controlada pela interagcdo de proteinas nucleares com a
sequéncia CCAAT, nommalmente posicionada entre 50 e 200 pb
do ponto +1 da ftranscricdo, sendo esse sitio absolutamente
necess &io para a ligagdo de fatores de transcricho em
eucariotos  (Bucher, 1990; Mantovani, 1998). Kato et al
(1997) mostraram que a substituicio de CCAAT por CGTAA
impediu a ligagdo do fator nuclear AnCP, resultando em um
decréscmo de 70% na expressdo do gene gue codifica taka -
amilase A em Aspergillus  nidulans . Além de AnCP, algumas
proteinas reguladoras tém sido descritas como fatores que
reconhecem  CCAAT ‘“boxes’, como AnCF e PENRI1, que controlam

a expressdo do gene amdS (acetamidase) e dos genes da via
bios sintética de peniciina em Aspergillus  nidulans e AAB,
gque regula o gene am (glutamato desidrogenase) em Neurospora

crassa (Lizka et al, 1996; Papagiannopoulos et al., 1996;
Then Bergh et al, 1996). Essas proteinas sdo na verdade

compostas por trés sub unidades,



Figura 4 - Ensaio de retardamento em gel da interagdo DNA
proteina entre extratos nucleares brutos de

Penicillium griseoroseum e o fragmento de DNA de 170

pb da regido promotora do gene pgg2, que contém o cis
elemento QCAAT. Este fragmento foi incubado na
auséncia e na presenca de 2 Mg, 4 Mg, 6 pg, 8  ug, 10

pg, 15 Mg ou 20 Mg de proteinas do extrato nuclear
preparado de micélio crescido em pectina e extrato de
levedura, por 24 hora. O fragmento de DNA de 170 pb
estarepr  esentado esquematicamente na Figura 2.
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Figura  5- - Ensaio de retardamento em gel da interacdo DNA
proteina  entre  extratos  hucleares  brutos  de
Penicilium  griseoroseum e oligonuclectideos dupla
fta, que conttm o Cis -elemento CCAA T. Este
oligonucleotideo foi incubado na auséncia e na

presenca de 10 Mg proteinas do extrato nuclear
preparado de micélio crescido em pectina e extrato

de levedura ou sacarose e extrato de levedura, por

24 horas (A). Um oligonucleotideo com a sequéncia
CQAAT mutada foi  sintetizado e utlizado nos
ensaios (B), sob as mesmas condigdes utilizadas em

a semehanca do complexo HAP descrito em Saccharomyces
cerevisiae e, segundo Brakhage et a. (1999, sé&o
necessarias para  expressao de genes de importancia

bio tecnoldgica. Em A. niduans , o modelo proposto para a
montagem do complexo Hap se inicia com a formagdo de um

dimero entre HapC e HapE que, em seguida, interage com HapB

para finalmente se ligar ao CCAAT “box”.

Um fragmento de DNA de 251 pb foi amplificado com os
oligonuclectideos PG24 e PG26 e clivado com Xbal, o que
gerou fragmentos de 93 e 158 pb. A seqliéncia TATAATATA esta
contida neste Ultimo fragmento, que foi marcado



radioativamente e incubado com extrato nuclear preparado em

P+EL (Figura 6). Para a confrmagdo que este elemento é
reconhecido por fatores “rans’, oligonucleotideos
complementares foram sintetizados e testados nos ensaios de

ligagéo.

A seqiéncia (G/T/IC)TGACGTA/CAC foi descrita por Fox et al.
(2000) como elemento de resposta ao CcAMP . Uma seqliéncia
semelhante, CTACAGTG, foi localizada a posicédo —757 na regido
reguladora do gene pgg2. Para investigar o significado deste
elemento no controle da expressdo de pgg2, o produto de

amplificacdo gerado com os oligonucleotideos PG2.8 e PG24 fo i
clivado com Hhal e um fragmento de 179 pb foi empregado nos

ensaios de ligagdo (Figura 7). Complexos de diferentes

mobilidades foram formados, sugerindo que esta regido é

reconhecida por diferentes fatores que estdo presentes nos

extratos P+EL, S+EL e G+ EL. O fragmento de DNA de 179 pb serd

testado em novos experimentos onde extratos preparados na

presenca de dlicose serdo utiizados, com o objetvo de

comprovar a importancia da sequéncia CTACAGTG e a possivel

participacdo do cCAMP no controle da expressao de pgg2.
3.3. ldentificacdo de cis -elementos na regido promotora do
gene pggl
Alguns  fragmentos de DNA do promotor do gene pggl
(Figura2)
A B
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Figura 6

Ensaio de retardamento em gel da interagdo DNA -

proteina  entre  extratos  nuc leares  brutos de
Penicillium griseoroseum e o fragmento de 158 pb da

regido promotora do gene pgg2, que conttm o Ccis -
elemento  TATAATATA. Este fragmento foi incubado na

auséncia ou na presenca de 10 Mg ou 15 Hg de
proteinas de extrato nuclear preparado de micélio
crescido em pectina e extrato de levedura, por 24

horas  (A). Um oligonuclectideo dupla -fita contendo
a sequéncia TATAATATA foi sintetizado e utilizado

nos ensaios, com 10 Mg de proteinas do extrato
nuclear preparado em pectina e sacarose
suplementad o com extrato de levedura (B. O

fragmento de DNA de 158 pb estd representado
esquematicamente na Figura 2.

PEL SEL  GEL
- 10 10 10 Mg




Figura 7 - Ensaio de retardamento em gel da interagdo DNA
proteina entre extratos nucleares brutos de
Penicilium gris eoroseum e fragmento de DNA de 118 pb

da regido promotora do gene pgg2, que contém o cis

elemento CTACAGTG. Este fragmento foi incubado na

auséncia ou na presenca de 10 Mg de proteinas do

extrato nuclear preparado de micélio crescido em
pectina,  sacarose ou glicose, suplementados com
extrato de levedura, por 24 horas. O fragmento de DNA

de 118 pb esta representado esquematicamente na Figura

2.

foram utiizados em ensaios de ligagdo com extratos nucleares

preparados de micélio crescido em P+EL e S+EL, por 76 horas.

Porém, o0s resultados obtidos ndo foram  reprodutiveis,
provavelmente devido a ma qualidade dos extratos ou a
protedlise  durante o0s ensaios de ligacdo. Contudo, um
fragmento de DNA de 100 pb, contendo uma sequéncia TATATAA,

foi analisado juntamente com extratos nucleares preparados

para o estudo do promotor do gene pgg2. Embora um complexo néo

tenha ficado evidente quando o extrato S+EL foi utilizado, a
interacdlo DNA - proteina foi seguramente comprovada na presenca
de P+EL (Figura 8). Este resultado nostra que o sito de
ligacdo presente nesse fragmento é reconhecido por fatores de
transcricio que estdo presentes no nlcleo independente do
tempo de crescimento do fungo. Um possivel envolvimento do
elemento TATATAA na formacdo destes complexos terd de se
posteriormente comprovada.

Embora existam muitas informacdes a respeito da expressdo
de genes de poligalacturonases em diferentes condicbes de

culivo, 0s  mecanismos moleculares que  controlam < essa

expressd0 ndo estdo  elucidados. Somente  em Sclerotinia

sclerotiorum foi sugerida a participacdo de uma proteina
homdloga ao fator de regulacdo global CREA no controle do gene
pgl, apl6s andlises por ensaios de retardamento em gel
(Reymond- Cotton et al, 1996). Os experimentos realizados

neste trabalho mostraram a formagdo de complexos a partr da
interacdo  de proteinas  reguladoras com  diferentes  cis
elementos presentes nos genes gue codificam
poligalacturonases  em P.  griseoroseum. Acredita -se

que



algumas dessas proteinas sejam fatores de  transcricdo
basais por ter em sido encontradas nos extratos nucleares
obtidos a partr de células crescidas em diferentes fontes

de carbono. Experimentos serdo realizados com o intuito de
determinar se 0s mesmos fatores fazem parte dos diferentes
complexos aqui visualizados.

PEL PEL L
— seL 15 ug
10

Figura 8 - Andlise por ensaio de retardamento em gel da
interacdo DNA  -proteina entre extratos nucleares brutos
de Penicilium griseoroseum e fragmento de DNA de 118
pb da regido promotora do gene pggl, que contém o cis
elemento TATATAA do gene pggl. Este fragmento foi
incubado na auséncia ou na presenca de 10 Mg, 15  pgou
10 pg de proteinas do extrato nuclear preparado de
micélio crescido em pectina e sacarose, suplementados
com extrato de levedura, por 24 horas. O fragmento de

DNA de 118 pb esta representado esquematicamente na
Figura 2.
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RESUMO E CONCLUSOES

As pectinases sao enzimas que degradam substancias pécticas
encontradas na parede celular vegetal. Elas sdo secre tadas por
diferentes microrganismos e sdo muito estudadas devido a sua
aplicacdo na indistria de alimentos e a0 seu importante papel
em processos que permitem a invasdo e colonizacdo de tecido

vegetal por fungos patogénicos.

A organizacdo e a regulacdo da expresséo de genes que
codificam poligalacturonases (PGs) de Penicilium  griseoroseum
foram investigadas. Os genes pggl e pgg2 foram sequenciados e

codificam duas endopoligalacturonases que possuem identidade

de 575% entre si. Ambos 0s genes estdo presen tes em cOpias
Gnicas no genoma de P. griseoroseum e sao interrompidos por

dois introns que se conservam nas mesmas posigdes. Analise por

hibridizacdo do DNA total revelou que a organizacdo estrutural

dos genes de PG é muito semehante em P. griseoroseum , P.
expansum, P. italicum e P. purpurogenum. Verificou -se também a
existtncia de um pequeno nUdmero desses genes no genoma de

diferentes espécies de Penicillium , ao contrario do observado

em  Aspergilus  niger , Botyrtis  cinerea e Sclerotinia
sclerotorum , cuja s proteinas sdo codificadas por familias
multigénicas.

Os genes pggl e pgg2 possuem uma expressdo diferencial em
funcdo do tempo e da fonte de carbono presente no meio de

cultvo do micélio. Transcritos de pggl foram observados
somente com 76 horas de cre scimento do fungo, enquanto que
transcritos de pgg2 foram detectados de 24 a 96 horas. O meio

contendo pectina, suplementado ou ndo com extrato de levedura,

foi a dnica condicdo onde a transcricdo de pggl foi detectada.
O gene pgg2 foi expresso em meios co ntendo sacarose e pectina,
suplementados ou ndo, mas foi reprimido por glicose. Essa

repressdao nao foi observada quando extrato de levedura foi



adicionado ao meio. Estudos tém demonstrado um efeito positivo

desse componente na producdo de pectinases, onde a sua
presenca estimularia o aumento de CcAMP intracelular resultando

na ativagdo da transcricdo génica. Um elemento de resposta ao

CAMP foi encontrado na regido 5 terminal do gene pgg2. Um
complexo DNA - proteina foi visualizado quando um fragmento

contendo este elemento foi utlizado em ensaios de

retardamento em gel, o0 que também comprovou que 0s Ccis -
elementos CCAAT e TATAATATA sdo sitios de ligacdo para

proteinas  reguladoras. A regido reguladora do gene pggl
possui varios possiveis sitios para ligacdo de uma proteina
homdloga ao repressor CREA de Aspergillus  nidulans . A
sobreposicdo de um desses sitos ao cis -elemento TATATAA
poderia explicar a repressdo da expressdo de pggl que aocorre

guando o fungo é cultivado em glicose.

O sistema pectinolitico repres enta um bom modelo de estudo,
pois dele fazem parte diferentes enzimas que sdo codificadas
por véros genes. Existem poucas informagdes a respeito do
controle da expressdo de genes de poligalacturonases em fungos
flamentosos, embora varios genes tenham si do caracterizados.
Esses genes sao regulados na etapa de transcricio e se
expressam diferenciallmente em resposta a fontes de carbono
presentes no meio. A disponibiidade de sistemas de
transformacdo em fungos alada a obtencdo de mutantes
deficientes na pr oducdo de pectinases e o0 estudo de regides
reguladoras irdo gerar informagdes que poderdo ser usadas para
se definirem estratégias para a obtencdo de linhagens
superprodutoras de pectinases ou para a construgdo de vetores
para expressao de proteinas hetero logas.









preferéncia de cOdons seja mais evidente em genes que

possuem um alto nivel de expresséao (Gurr et al., 1987).



Tabela 2 — Andlise de codons preferenciais presentes em genes
que codificam  endopoligalacturonases no  género
Penicillium .
Uuu Phe 9 UCU  Ser 53 UAU Tyr 9 uGuU Cys 9
UUC  Phe 59 UCC  Ser 114 UAC Ty 2 UGC  Cys 48
UUA Leu 0 UCA  Ser 9 UAA  Parada 3 UGA Parad 2
a
UUG Leu 22 UCG  Ser 26 UAG Parada 2 UGG Tmp 36
CCU Leu 17 CCU  Pro 23 CAU His CGU Arg 10
CUC Leu 54 CCC  Po 36 CAC _ Hs 34 CGC  Ag 19
CUA Leu 1 CCA _ Pro 6 CAA Hs 8 CGA  Ag 0
CUG Leu 40 CCG  Pro 9 CAG _ Hs 36 GG Ag
AU Te 34 ACU Thr 60 AAU  Asn 23 AGU  Ser 26
AUC  Te 143 ACC _Thr 72 AAC  Asn 129 AGC _ Ser 80
AUA  Te 2 ACA _Thr 18 ARA Lys 2 AGA  Ag 2
AUG Met 9 ACG  Thr 23 ARG Lys 41 AGG  Ag 1
GUU va 47 GCU Al 67 GAU  Asp 57 GGU Gy 140
GUC va 113 GCC  Aa 81 GAC  Asp 99 GGC Gy 138
GUA Vv 7 GCA  Aa 19 GAA  Asp 21 GGA Gy 57
GUG Vva 39 GCG  Aa 17 GAG  Asp 54 GGG Gy 14
As pectinases sdo enzimas comerciallmente usadas na

indistria de alimentos. Genes que codificam poligalacturonases

€ Ssuas

Aspergillus,

respectivas enzimas sd8o mais bem

considerado

modelo

de

flamentosos. Porém, a importancia do género

potencial

utilizacdo

de

suas

proteinas

caracterizados em

secundarios nas indUstrias alimenticia e farmacéutica, torna

uma boa alternativa para estudos genéticos, onde aspectos

organizacdo e

Estudos de organizagao estrutural
caracteristicas  interessantes que podem
andlises filogenéticas ou para a co

7

regulacdo génica precisam

de
ser

estudos em  fungos
Penicillium
e  metabdlitos
da
ser investigados.
genes revelam
empregadas em
nstrucdo de sistemas

eficientes de expressdo. Além disso, € 0 primeiro passo para

elucidar os mecanismos que coordenam a expressdo de genes,

aspecto de grande importncia quando se deseja produzir altos

niveis de proteinas de interesse.
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