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RESUMO

RIBEIRO, Jodo Batista, M.S., Universidade Federal de Vicosa, marco de 2001.
Isolamento e caracterizacdo de genes que codificam poligalacturonases e
transformacdo de Penicillium expansum. Professora Orientadora: Elza
Fernandes de Arafjo. Conselheiros: Marisa Vieira de Queiroz e Jorge Luiz
Cavalcante Coelho.

A seqiiéncia completa de nucleotideos do gene pepgl foi determinada. A
analise desta seqliéncia mostrou que este gene apresenta dois possiveis introns de
58 pares de bases, um potencial cis elemento TATA na posicdo -151 e um
potencial CAAT Box na posicao -273. A regido codificadora contém 1110 pb,
apds a retirada dos introns, e a partir dessa seqiiéncia foi deduzida uma proteina
com 370 aminoécidos. A seqiiéncia de aminoacidos apresenta grande homologia
com poligalacturonases de outros fungos filamentosos, com massa molecular
deduzida de 38,4 KDa e ponto isoelétrico tedrico de 8,31. Quatro fagos
recombinantes foram isolados a partir do banco gendmico de Pencillium
expansum, utilizando-se como sonda um fagmento de DNA de 1,6 Kb contendo
o gene pggl de P. griseoroseum, os quais foram denominados APEPGI,
APEPG2, APEPG3 e APEPG4. Os fagos APEPG3 e APEPG4 apresentaram
fragmentos genomicos clonados de 14,5 e 16,6 Kb. Fragmentos de DNA de Bam
HI de 3,6 ¢ 5,1 Kb dos fagos APEPG3 e APEPG4 respectivamente, que

hibridizaram com a sonda, foram subclonados no vetor pBluescriptD SK+,



originando os plasmideos recombinantes pEPG3 e pEPG4. O gene pepgl foi
usado na transformagdo de protoplastos do mutante nia/pab/faw de P. expansum
na presenca de polietilenoglicol e CaCh. Para a selecdo dos transformantes, em
meio minimo contendo nitrato de sodio como fonte de nitrogénio, foi usado o
gene nia de Fusarium oxysporum. Cento e cinqgiienta e cinco, dentre os 234
transformantes obtidos, foram considerados estdveis quanto ao gene de nitrato
redutase, e foram analisados quanto a producdo de pectinase total em meio
mineral sélido tamponado contendo pectina. Foram observadas linhagens
transformantes apresentando halos de degradacdo da pectina maiores e menores
que os da linhagem selvagem e mutante, mas a maioria dos transformantes
apresentou resultado similar ao dessas linhagens. Cinqgiienta e trés transformantes
foram caracterizados quanto a producdo de poligalacturonase. Foram observados
transformantes com atividade de PG inferior a da linhagem selvagem, mas a
maioria dos transformantes analisados apresentou aumento na atividade dessa
enzima, variando de 10 a 89 % em relacdo a linhagem selvagem. A hibridizacdo
do DNA total dessas linhagens, clivado com enzimas de restrigdo, revelou a
ocorréncia de integragdo heterdloga e de multiplas copias em tandem do gene

pepg1 no genoma de P. expansum.



ABSTRACT

RIBEIRO, Jodao Batista, M. S., Universidade Federal de Vigosa, march, 2001.
Isolation and characterization of genes coding for polygalacturonases and
transformation of Penicillium expansum. Adviser: Elza Femandes de
Aratjo. Committee members: Marisa Vieira de Queiroz and Jorge Luiz
Cavalcante Coelho.

The nucleotide sequence of a polygalactronase encoding gene (pepgl)
from Penicillium expansum was determined. Putative TATA and CAAT motifs
were seen at position -151 and -273, respectively, from the translation start site.
The pepgl gene encodes a predicted protein of 370 aas after splicing of two
introns of 58 bp. The estimated molecular mass of the polypeptide is 38.4 KDa
with pl of 8.31. Multiple sequence alignment of PG protein sequences revealed
high homology between PEPGl and PG from several filamentous fungi. In order
to isolate other PG genes a genomic bank from Penicillium expansum was
reprobed with a 1.6 Kb DNA fragment which corresponds to a PG gene from P.
griseoroseum. Four recombinant phages were isolated and designated APEPGI,
APEPG2, APEPG3 and APEPG4. DNA fragments of 3.6 Kb and 5.1 Kb from
phages APEPG3 and APEPG4, respectively, were subcloned into pBluescriptD
SK+ vector. These plasmids were named pEPG3 and pEPG4. Protoplasts of the
mutant strain nia/pab/faw of P. expansum were transformed with the pepgl gene

in the presence of polyethylene glycol and CaCl. Transformants were selected in



minimal medium containing sodium nitrate as nitrogen source, using the nia gene
of Fusarium oxysporum. One hundred and fifty-five transformants among 234,
stably maintained the nia gene and were screened for PG overproduction by a
plate assay on minimal medium containing pectin. Most transformants showed
halo size similar to the mutant and wild-type strains, although smaller and larger
halos were also detected. The PG production of fifty-five transformants was
analyzed and some transformants had lower PG activity when compared to the
wild-type strain. However, most transformants produced significantly more PG
than the wild type. Southern analysis of the transformed strains detected

heterologous and tandem integration of multiple copies of the pepg1 gene.



1. INTRODUCAO

As poligalacturonases estdo envolvidas na degradacdo da pectina, um
polissacarideo complexo encontrado na lamela média e parede celular primaria
de vegetais superiores. Estas enzimas sdo de grande interesse econdomico devido
a sua potencialidade para aplicacdo industrial. Na indlstria alimenticia, as
poligalacturonases, juntamente com as pectinesterases, vém sendo utilizadas
principalmente no processamento de sucos, e apresentam grande potencial para
aplicacdo na industria téxtil, para a desengomagem de fibras vegetais em
fabricacdo de tecidos.

Virios isolados de fungos foram analisados quanto a produgdo de
pectinases e celulases. Dentre os isolados testados, Penicillium expansum foi
considerado promissor para producdo de pectinases, pois, apresentou baixa
atividade celulolitica. Além disso, recentemente, foi demonstrado que essa
linhagem de P. expansum nao produz a micotoxina patulina sob as condigdes de
cultivo testadas, o que abre novas perspectivas para uso desta linhagem na
producdo de enzimas para aplicagdo em industria alimenticia.

O isolado selvagem de P. expansum apresenta consideravel atividade
pectinolitica; no entanto, além da otimizagdo das condigdes de cultivo, sdo
necessarios trabalhos visando a obtencdo de linhagens superprodutoras destas
enzimas, para possibilitar a aplicagdo industrial. Neste contexto, diversos
trabalhos vém sendo realizados com este fungo para melhorar a produgdo das

diversas enzimas do complexo pectinolitico.



P. expansum produz pelo menos trés formas de poligalacturonase, sendo
que somente o gene correspondente a uma delas foi isolado. A ocorréncia de
familias multigénicas codificando poligalacturonases parece ser comum nos
fungos filamentosos estudados at¢ o momento. Considerando este fato, a
elucidacdo da organizacdo e regulagio desses genes ¢ de fundamental
importancia, quando o objetivo ¢ a manipulacdo desses genes visando ao
melhoramento genético de linhagens fiingicas.

Uma estratégia que pode ser usada no melhoramento genético de P.
expansum € o aumento do numero de copias do gene que codifica PG no genoma
deste fungo por meio da técnica de transformacdo. Esta estratégia ¢ eficaz e ja foi
usada com éxito no melhoramento genético de outros fungos comercialmente
importantes. No entanto, para aplicagdo desta estratégia, ¢ necessario o
isolamento e a caracterizagdo do gene, pois ¢ fundamental conhecer a
organizacdo e o controle da expressio do gene que codifica a enzima de
interesse. Tal conhecimento permite direcionar a escolha do gene para uso na
transformagdo, visando obter transformantes com alto nimero de coOpias desse
gene no genoma e aumento da producdo da enzima. Para que o processo de
producdo de enzima seja viavel, ¢ necessario que o gere a ser usado na
transformagdo seja eficientemente expresso, possibilitando a produgdo de altos
niveis da enzima, preferencialmente com utilizagdo de substrato de menor custo,
ndo requerendo indugao.

Considerando a grande potencialidade do emprego industrial de
poligalacturonases, este trabalho teve como objetivo isolar e caracterizar genes
de poligalacturonases em P. expansum, transformar P. expansum com o gene de
poligalacturonase pepgl, caracterizar os transformantes quanto ao padrio de

integracdo do gene no genoma e a produgao de poligalacturonase.



2. REVISAO DE LITERATURA

Penicillium expansum produz multiplas formas de poligalacturonase
(MIRANDA, 1997) que, juntamente com outras enzimas pectinoliticas, estdo
envolvidas na degradacdo da pectina, um polissacarideo complexo encontrado na
lamela média e parede primaria de plantas (VRIES et al, 1986). As enzimas
pectinoliticas sdo produzidas por diversos organismos incluindo bactérias,
leveduras, fungos filamentosos e plantas. No ambiente natural, as
poligalacturonases sdo importantes no processo de infeccdo do tecido vegetal,
sendo consideradas como fatores de viruléncia de diversos microrganismos, tais
como Colletotrichum gloeospiroides (COOPER et al., 1998), Agrobacterium
tumefaciens biovar 3 (RODRIGUEZ-PALENZUELA et al, 1991) e diversos
fungos fitopatogénicos (GIOVANNONI et al, 1990), além de participarem de
processos  importantes na fisiologia vegetal como, por exemplo, no
amadurecimento de frutos.

As pectinases apresentam grande potencial para uso nas industrias téxtil
e alimenticia. Na industria téxtil, elas podem ser usadas no processo de
desengomagem de fibras naturais, que consiste na degradacdo da pectina da
lamela média, resultando na desintegracdo de tecidos devido a separagdo das

células (BAILEY e PESSA, 1990). Desse modo, as enzimas pectinoliticas estao



entre as enzimas mais importantes no processo de obtencdo e purificacio de
fibras celuldsicas para fabricagdo de tecidos.

A etapa de desengomagem vem sendo realizada por meio de processo
mecanico ¢ a partir de tratamento quimico, com o uso de soda caustica, em altas
temperaturas. O emprego de enzimas pectinoliticas para liberacdo das fibras de
celulose apresenta vantagens sobre o processo quimico porque nao polui o
ambiente, reduz o consumo de produtos quimicos e de energia e, ainda,
possibilita a reutilizacao da enzima (SHARMA, 1987).

Considerando que os fungos filamentosos sdo excelentes produtores de
enzimas extracelulares (SOLIS ef al, 1990), alguns trabalhos foram realizados
para a selecdo de isolados fungicos produtores de pectinases (BARACAT et al.,
1989; ALANA et al, 1989; LOPES-SHIKIDA, 1995). Dentre os isolados
testados, destacaram-se espécies do gé€nero Penicillium, pois, além de
apresentarem excelente atividade pectinolitica, praticamente ndo apresentaram
atividade de celulases, que poderiam atuar enfraquecendo as fibras celuldsicas
(BARACAT et al., 1989). Foi demonstrado ainda que, dentre todos os isolados
testados, P. expansum e P. griseoroseum apresentaram as maiores atividades de
poligalacturonase e pectina liase, respectivamente. Devido a estas caracteristicas,
estas espécies vém sendo estudadas visando aplicagio industrial. Outra
caracteristica importante da linhagem de P. expansum isolada em Vigosa,
recentemente observada por FERREIRA (2001), ¢ o fato de ndo produzir a
micotoxina patulina nas condigdes de cultivo testadas, mostrando o seu potencial
emprego na industria alimenticia.

Recentemente, KAWANO et al. (1999) demonstraram que P.
frequentans produz onze formas de poligalacturonases, quando crescido em meio
liquido suplementado com pectina, sendo sete poligalacturonases extracelulares e
quatro intracelulares. Quando P. frequentans foi cultivado em meio contendo
glicose como tUnica fonte de carbono, apenas uma PG foi produzida e secretada
no meio de cultura. Essa enzima foi caracterizada como  uma
endopoligalacturonase glicosilada, com massa molecular de aproximadamente 20

KDa e ponto isoelétrico de 5,6. A adicdo de pectina no meio de cultura



proporcionou aumento na produgdo dessa enzima, sugerindo que sua sintese,
apesar de ser constitutiva, pode ser controlada por indugdo por
oligogalacturonatos ou seus metabolitos.

A aplicagdo do complexo pectinolitico na industria requer a obtengdo de
isolados com alta produgdo enzimaética. Portanto, além dos estudos fisiologicos, ¢
necessario o desenvolvimento de estudos genéticos que possibilitem o
melhoramento  das  linhagens  selecionadas (FINCHAM, 1989). Diversas
estratégias podem ser empregadas no melhoramento genético de organismos, tais
como: mutagdo e recombinacdo seguidas de selecdo e o aumento do numero de
copias de genes no genoma.

Uma estratégia que vem sendo utilizada no melhoramento de espécies do
género Penicillium ¢ a inducdo de mutacdo com posterior selecio de linhagens
com aumerto na atividade pectinolitica. FERNANDES-SALOMAO et al. (1996)
obtiveram mutantes de P. expansum com aumento de quase duas vezes na
producdo de pectina liase e poligalacturonase, utilizando nitrosoguanidina ¢ luz
ultravioleta como agentes mutagénicos. Esta mesma estratégia foi usada no
melhoramento genético de A. niger, por LEUCHTENBERGER e MAYER
(1991), que relataram a obtencao de mutantes superprodutores de pectinases com
aumentos de 2 a 3 vezes na atividade de endo e exo-PG, pectinesterase e pectina
liase neste fungo, quando comparado com a linhagem selvagem.

Visando ao melhoramento da producdo de pectinases via processo
parassexual, foram isolados diversos mutantes auxotrdficos e morfologicos de P.
expansum (LANA, 1999) e P. griseoroseum (BRITO, 1998). Em seguida, as
linhagens mutantes foram caracterizadas quanto a produgdo de pectinases em
meio solido contendo pectina, e os mutantes com atividade pectinolitica igual ou
superior ao isolado selvagem foram selecionados para uso em cruzamentos para
obtencdo de diploides e recombinantes com aumento na produgdo destas
enzimas.

Outra estratégia que vem sendo usada no melhoramento de espécies de
Penicillium para a produgdo de pectinases ¢ a manipulacdo de genes, ¢ uma etapa

fundamental deste processo € o isolamerto e caracterizagdo destes genes.



Poligalacturonases de origem fingica tém sido estudadas hd varias décadas, e
atualmente muitos genes de endo e exo-poligalacturonases de numerosas
espécies foram clonados. DIAS (1997) construiu um banco gendmico e isolou
um dos genes que codifica poligalacturonase em P. expansum. Também dois
genes de PG de P. olsonii foram isolados e caracterizados (WAGNER et al.,
2000). As regides codificadoras dos genes pgl e pg2 de P. olsonii contém 1113 e
1143 pares de bases, respectivamente, sendo interrompidas por um intron de 50
pares de bases (pgl) e por trés introns @pg2) de 58, 52 ¢ 54 pares de bases. As
proteinas codificadas por pgl e pg2, provavelmente, consistem de 370 e 380
aminodcidos e apresentam similaridade de 53 a 65 e 47 a 64 % com endo-PGs de
outros fungos, respectivamente. Dois possiveis sitios de glicosilagdo foram
encontrados nas posicdes 248-250 e 301-303 para a proteina PGI, e dois nas
posicdes 287-289 e 311-313 para PG2. A massa molecular calculada para essas
proteinas foi de 38,1 KDa (PGI1) e 38,6 KDa (PG2), e o pl tedrico para PG1 e
PG2 foi, respectivamente, 6,8 e 4,5. RIBON et al. (1999) relataram o isolamento
e caracterizacdo de um gene que codifica PG em P. griseoroseum. Analise da
seqiiéncia de nucleotideos deste gene revelou a presenca de um possivel TATA
box na posicado - 96 e uma regido codificadora de 1251 pb com 2 introns
apresentando 57 e 66 pares de bases. Este gene codifica uma proteina
potencialmente com 376 aminoacidos, cuja seqiiéncia deduzida apresenta um
possivel sitio de glicosilagdo no aminodcido 307. Neste mesmo trabalho, foi
relatado que ha indicacdes de pelo menos mais um gene de PG no genoma de P.
griseoroseum, o qual estd sendo caracterizado.

A partir de preparagdes comerciais de pectinases, varmas enzimas de
algumas espécies de Aspergillus foram purificadas e suas seqiiéncias de
aminoécidos parcialmente determinadas, possibilitando o isolamento dos genes
correspondentes, tais como genes de pectinesterase (KHAHN et al, 1990),
pectina liase (GYSLER ef al, 1990, HARMSEN et al, 1990), pectato liase
(DEAN e TIMBERLAKE, 1989a) e poligalacturonase (BUSSINK et al, 1990,
1991ab; RUTTKOWSKI et al., 1990).



BUSSINK et al. (1990) relataram a clonagem de um gene de A. niger
que codifica a poligalacturonase mais abundante, dentre as cinco isoladas de uma
preparacdo enzimatica comercial. Esses pesquisadores demonstraram que uma
seqiiéncia de 4,1 Kb continha o gene de poligalacturonase II completo, cuja
regido codificadora ¢ interrompida por um intron de 52 pb, tendo diferentes
unidades de leitura aberta e contendo codons de parada em todas as possiveis
unidades de leitura. Este gene codifica uma proteina de massa molecular de 35
KDa com 362 aminoacidos e uma seqiiéncia de 27 aminoacidos, antes do inicio
da proteina processada, que apresenta todas as caracteristicas de uma seqiiéncia
sinal para secrecdo. Em outro trabalho, BUSSINK et al. (1991a) utilizaram um
fragmento de 1,2 Kb BamHI/Bglll do plasmideo PGW1800, correspondente a
maior parte da regido estrutural e 200 pb da regido promotora do gene de
poligalacturonase II de 4. niger N400, como sonda para isolar clones do banco
genomico contendo o gene de poligalacturonase I de A. tubigensis NW756. O
alinhamento das seqiiéncias nucleotidicas, que codificam para poligalacturonase
I nestes fungos, demonstrou que a estrutura dos genes ¢ muito similar, que as
seqiiéncias de nucleotideos sdo 83% idénticas, e assim como no gene pgall de A.
niger N400, a regido codificadora de pgall de A. tubigensis ¢ interrompida por
um Unico intron de 52 pb. O gene pgal de A. niger N400 foi clonado e
sequenciado (BUSSINK et al., 1991b). A regido promotora do gene pgal contém
um possivel TATA box na posi¢do -152 em relagdo ao codon de inicio da
traducdo e um possivel CAAT box na posi¢do -218. Uma regido rica em
pirimidina estd presente no gene pgal da posigdo -98 a -72, e a regido
codificadora apresenta dois introns, sendo um de 68 pares de bases (intron B)
localizado na mesma posicao do intron de pgall e o outro de 52 pb.

Muitos genes de poligalacturonases de outras espécies também tém sido
isolados e caracterizados, tais como: o gene pecA de A. parasiticus ATCC 163
(CARY et al, 1995), os genes pecA e pecB de A. flavus (WHITEHEAD et al.,
1995), o gene PGUI de Saccharomyces cerevisiae IM1-8b (BLANCO e VILLA,
1998) e os genes tpge 1, 2, 3, 4,5, 6 ¢ 7 (HONG e TUCKER ef al, 1998) de

tomate (Lycopersicon esculentum cv. Rutgers).



A atividade de poligalacturonase ¢ considerada chave na degradagdo da
pectina, atuando sobre o 4cido péctico com grau de metilagdo abaixo de 60%. O
acido péctico ¢ produzido por agdo da pectina metil esterase (PME) sobre a
pectina. Foi descrito o isolamento do cDNA de um gene de PME de A. aculeatus
(CHRISTGAU et al., 1996). Esse gene foi clonado num vetor de expressio de
Aspergillus e usado na transformagdo de A4. oryzae para a expressao heterdloga,
purificacdo e caracterizagdo da enzima. A PME 1 foi capaz de remover 75-85%
dos grupos metil em pectina altamente metilada, ¢ quando adicionada a pectina
juntamente com poligalacturonases, uma rapida despolimerizagdo foi observada.
Para  comparagdo, foram  feitos  ensaios  enzimaticos ~ apenas = com
poligalacturonases, sendo observada uma degradacio Dbastante limitada do
substrato metilado. Isso demonstrou que PME atua em sinergismo com as
poligalacturonases na degradacdo da pectina da parede celular de plantas.
Embora seja necessaria a acdo conjunta dessas duas enzimas, a taxa
PME/poligalacturonase ¢ também importante, pois, atividade muito alta de PME
tornaria a desesterificacdo muito rapda, induzindo a formagdo de pectatos de
célcio insoluveis antes da hidrolise do 4cido péctico pela poligalacturonase.

MIRANDA (1997) demonstrou que P. expansum produz pelo menos trés
formas de poligalacturonases, que foram denominadas poligalacturonases I, II e
IMl. Essas enzimas foram parcialmente purificadas e caracterizadas, apresentando
temperatura 6tima de 50°C e pH 6timo igual a 5,0 (PGs II e III). Os valores de
Km,, para o acido poligalacturdnico foram 0,30 mg mL" (PG I), 0,47 mg mL"
(PG 1I) e 1,30 mg mL"' (PG III), ¢ os valores de Vmay,,, de poligalacturonase I,
I e III foram, respectivamente, 0,01; 0,07 e 0,07 pmoles de agtcar redutor por
minuto por Ug de proteina. Poligalacturonases de outros organismos também tém
sido purificadas e caracterizadas como, por exemplo, a endopoligalacturonase
produzida por Fusarium solani (BLANCO, 1998), uma poligalacturonase de A.
japonicus e poligalacturonases de 4. niger (KESTER e VISSER, 1990;
BUSSINK et al., 1991).

Uma das estratégias que vém sendo utilizadas no melhoramento de

fungos filamentosos ¢ a manipulagdo de genes visando ao aumento do nimero de



copias no genoma e maior producdo da enzima de interesse. Por meio da técnica
de transformacdo, ¢ possivel aumentar o nimero de copias de genes homodlogos
e, ou heterdlogos no genoma, e promover sua expressdo, etapas estas
fundamentais no programa de melhoramento genético.

KUBICEK-PRANZ et al. (1991) obtiveram transformantes com maior
atividade celulolitica em relacdo a linhagem selvagem, por meio do aumento do
nimero de copias do gene de celobiohidrolase em Trichoderma reesei.
SOMEREN et al. (1991) relataram a obtengao de transformantes de A4. niger com
multiplas copias do gene pelA com superproducdo da enzima pectina liase
(PLA), em meio contendo pectina como uUnica fonte de carbono. Esse gene foi
também expresso em transformantes de A4. nidulans, mesmo na auséncia de
pectina no meio de cultura e alta concentragdo de glicose. RUTTKOWSKI et al
(1991) relataram a transformacdo de 4. awamori com o gene que codifica
poligalacturonase em A. niger e cerca de 90% dos transformantes apresentaram
aumentos de 2 a 6 vezes na atividade enzimatica. BUSSINK et al (1991)
demonstraram que ¢ possivel a expressdo heterdloga do gene pgall de A. niger
em A. tubigensis produzindo altos niveis de poligalacturonase. Também foram
obtidos transformantes de A4. niger com aumentos de dez vezes na produgdo de
poligalacturonase, quando o gene homologo pgall foi utilizado na transformagao
(BUSSINK et al., 1992). KHANH et al. (1992) realizaram a transformagao de 4.
niger com o gene homologo que codifica pectina metil esterase, obtendo
transformantes com atividade enzimatica 20 vezes superior a da linhagem
selvagem.

Considerando que o processo de transformagdo ndo  ocorre
espontaneamente em fungos, faz-se necessirio o uso de técnicas especiais para
transformacdo desses organismos. Dentre as técnicas usadas na transformagdo de
protoplastos de fungos, a que utiliza o polietilenoglicol merece especial destaque
(FINCHAM, 1989), constituindo um método amplamente utilizado para
transformacdo de muitos géneros de fungos filamentosos, exemplificado por
Aspergillus (BALLANCE e TURNER, 1983; YELTON et al., 1984; TURNER e
BALLANCE, 1985), Penicillium (DURAND et al, 1992; QUEIROZ et al.,



1998) e Trichoderma (HERRERA-ESTRELA et al., 1990). Além desta técnica,
outros métodos t€m sido empregados na transformagdo de diversos fungos como,
por exemplo, a utilizagdo de cloreto de litio na transformacdo de esporos intactos
de Neurospora sp. (DHAWALE et al., 1984) e eletroporagdo de conidios
germinados de Humicola grisea (DANTAS-BARBOSA, et al., 1998).

Considerando que a obtengdo e regeneracdo de protoplastos podem ser
trabalhosas, além de envolverem gastos adicionais e, & vezes, constituirem
etapas limitantes do processo, ¢ interessante o desenvolvimento de sistemas para
transformacdo de células intactas. Um procedimento envolve a exposicdo de
conidios intactos ao DNA, na presenca de acetato de litio para induzir a absor¢ao
o DNA pela célula. Este procedimento tem sido usado com sucesso na
transformagdo de Neurospora crassa (DHAWALE et al, 1984) e Coprinus
cinereus (BINNINGER et al, 1991). Um outro método de transformacao,
envolvendo células fingicas intactas, ¢ o bombardeamento de particulas
(biolistica ou Dbiobalistica), em que particulas (microprojéteis) de tungsténio
revestidas com DNA sdo aceleradas em alta velocidade para o interior de
conidios ou de hifas. Esta técnica ¢ largamente utilizada para a transformagdo de
espécies vegetais, ¢ ja foi utilizada na transformagdo de algumas espécies de
fungos como S. cerevisiae (ARMALEO et al., 1990) e Magnaportha grisea
(KLEIN et al, 1992). A biobalistica ¢ tecnicamente simples e¢ pode ser usada
para transformar qualquer espécie de fungo, incluindo aquelas espécies que
dificilmente seriam transformadas por métodos convencionais. Pelo fato de
requerer o uso de equipamento indisponivel em muitos laboratorios, esta técnica
ainda ndo ¢ largamente utilizada na transformagdo de fungos (RIACH e
KINGHORN, 1996).

Para a selecdo das células transformadas, trés diferentes tipos de
marcadores podem ser utilizados, isto ¢, marcadores de selecio dominantes,
genes que codificam um tRNA supressor ¢ marcadores auxotroficos. A maioria
dos marcadores de sele¢do dominantes baseiam-se na resisténcia a drogas, sendo
amplamente aplicados em diferentes espécies de fungos como, por exemplo,

resisténcia ao benomil (MAY et al, 1985), resisténcia a higromicina B
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(QUEENER et al., 1985), dentre outros. Inicialmente, o principal método de
selecdo dos transformantes foi a conversio de mutantes auxotroficos em
linhagens protrotroficas (FINCHAM, 1989). Obviamente, um pré-requisito para
0 uso deste método de selegdo € a presenca de um mutante apropriado. Mutacdes
nos genes que codificam enzimas para a biossintese de uridina e para utilizagdo
de nitrato sdo consideradas de grande importdncia para o desenvolvimento de
sistemas de transferéncia de genes, em espécies que ndo sdo geneticamente bem
caracterizadas, pelo fato de conferirem resisténcia aos analogos inibitdrios acido-
5-fluoro-orético e clorato de sédio (UNKLES et al, 1989). Além da relativa
facilidade no isolamento de mutantes niaD em varios géneros de fungos
filamentosos, muitos genes de nitrato redutase ja foram clonados e caracterizados
(DIOLEZ et al., 1993; BANKS et al., 1993; AVILA et al, 1995; TUDZYNSKI
et al., 1996; HAAS et al., 1996 CUTLER et al., 1998; TORRES, 2001), o que
torna possivel o estabelecimento de sistemas de transformagdo para as espécies
de interesse.

Alguns trabalhos foram realizados visando o estabelecimento de sistemas
de transformagdo em fungos filamentosos, tais como: transformacdo homologa
do fungo fitopatogénico Fusarium oxysporum com o gene nia, que codifica a
nitrato redutase (DIOLEZ et al, 1993); transformacgdo heteréloga de um mutante
de P. griseoroseum para a assimilagdio de nitrato com o gene nia de F.
oxysporum (QUEIROZ et al., 1998) e transformacdo de P. expansum com um
gene que confere resisténcia ao benomil (DIAS et al., 1999 ).

Outro ponto que deve ser levado em consideragdo, em programas de
melhoramento que visam ao aumento de producdo de enzimas por aumento do
nimero de copias dos genes correspondentes, ¢ o controle da expressio dos
genes. BUSSINK er al (1991) demonstraram que a expressdo do gene que
codifica a poligalacturonase II em transformantes de A. niger ¢ fortemente
regulada e, provavelmente, em nivel de transcricdo. De acordo com SOMEREN
et al. (1991), a expressdo do gene pelA que codifica a enzima PLA de A. niger ¢
também regulado em nivel de transcricdo. Uma vez que o nivel de mRNA tenha

sidlo aumentado na célula, uma outra preocupacdo refere-se a sua estabilidade.
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Experimentos realizados com células de mamiferos e leveduras e em sistemas
livres de células mostraram que, pelo menos, cinco componentes estruturais do
mRNA influenciam sua estabilidade: o Cap 5’ 7-metilguanosina trifosfato, cauda
3’-poli(A), o comprimento do mRNA, modificacdo postranscricional de bases,
como metilagio de residuos de adenina ou conversio de adeninas a inosinas e
seqiiéncias estabilizadoras e desestabilizadoras do mRNA (SANTIAGO et al,
1986; BROWN et al, 1988; ROSS, 1995). A desestabilizacdo, e conseqiiente
degradagdo do mRNA, pode ser influenciada pela estrutura do mRNA (estrutura
do polissoma) ou por alto conteudo de codons raros, que resulta em pausa da
tradugdo e subseqiiente degradacdo do transcrito (ROSS, 1995). No entanto, a
estabilidade do mRNA ainda n3o foi estudada em fungos filamentosos (GOUKA
etal., 1997).

O niveL de mRNA ndo ¢ o tUnico fator responsdvel pelo aumento na
expressao de uma proteina particular. Segundo GOUKA et al (1997), a eficiéncia
na secrecdo de proteinas heterdlogas ¢ também determinada em nivel
postraducional. A via de secre¢do de proteinas envolve muitos processos
complexos realizados em varios compartimentos celulares. No entanto, a
dificuldade na secregdo pode ser minimizada, quando a proteina em questdo ¢
homologa.

Considerando que a transformagdo genética ¢ promissora no
melhoramento de fungos filamentosos, faz-se necessario o desenvolvimento e
otimizagdo de sistemas de transformacdo para o fungo P. expansum, pois trata-se
de uma espécie ainda pouco conhecida sob o ponto de vista da genética

molecular.

12



3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Genética Molecular de
Microrganismos, do  Departamento  de  Microbiologia/BIOAGRO,  da

Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, Minas Gerais.

3.1. Microrganismos e plasmideos

Foram utilizadas a linhagem selvagem de P. expansum, isolada no
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa, e a linhagem
mutante nia/pab/faw (LANA, 1999), deste mesmo fungo, obtida no laboratorio
de Genética Molecular e de Microrganismos do  Departamento  de
Microbiologia/BIOAGRO/Universidade Federal de Vigosa. A linhagem mutante
pab/nia/faw apresenta uma mutagdo auxotrofica para a vitamina 4acido p-
aminobenzdico (pab), outra para a utilizagdo de nitrato (nia) € uma mutagdo
morfoldgica para coloracdo dos conidios (faw), que sdo marrom-claros. Essa
linhagem foi utilizada nos experimentos de transformacao.

Para transformacdo do fungo, foram utilizados o plasmideo pNH24
(DIOLEZ et al., 1993), contendo o marcador seletivo (gene niaD de F.
oxysporum) e o plasmideo co-transformante pPE15 (DIAS, 1997), contendo o
gene de poligalacturonase de P. expansum. Escherichia coli K12 LE392 foi

utilizada no “screening” do banco gendémico, e E. coli DH5a foi usada para a
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amplificacdo dos plasmideos. Para o crescimento de E. coli, foi utilizado o meio
Luria-Bertani  (SAMBROOK et al, 1989). Os fragmentos de DNA foram
subclonados no vetor pBluescript’ SK+ (STRATAGENE), segundo instrugdes

do fabricante.

3.2. Manutencao e estoque das culturas e preparo do inéculo

Os fungos foram cultivados a 25°C por 5 dias, em placas de Petri contendo
meio completo sdlido (6,0 g NaNO;; 1,5 g KH,PO, 0,5 g KCI; 05 ¢
MgS0,.7H,0; 0,01 g FeSOy4; 0,01 g ZnSOy; 10,0 g glicose; 2,0 g peptona; 1,5 g
caseina hidrolisada; 0,5 g extrato de levedura; 1 mL de solucdo de vitaminas; 15
g agar em 1000 mL de agua destilada - pH 6,8 - PONTECORVO et al., 1953,
modificado por AZEVEDO e COSTA, 1973), e estocados sob refrigeragdo por
no maximo cinco dias, quando ndo utilizados imediatamente. Apdés o tempo de
crescimento, os conidios foram raspados da superficie da cultura com auxilio de
uma alca de platina, para preparo de uma suspensdo de conidios em solucdo de
Tween 80 a 0,2% (v/v). Foram inoculados 10° conidios mL" em meio completo,
para as linhagens selvagem e mutante nia/pab/faw, ou em meio minimo
suplementado com &cido p-aminobenzoico (PABA) para os transformantes. Apos
o indculo, os meios foram incubados a 25°C por 48 horas sob agitagdo rotacional
de 150 rpm, para a producdo de massa micelial para obtengdo de protoplastos ou

para extragcao de DNA.

3.3. Extraciao de DNA total de fungos em grande escala

A extragdo de DNA total da linhagem selvagem, do mutante pab/nia/faw e
dos transformantes foi realizada com base no meétodo descrito por SPEACHT et
al (1982) com pequenas alteragdes. Apds o crescimento em meio liquido, o
micélio foi coletado por filtragdo e, aproximadamente, 1 g de micélio umido foi
triturado em nitrogénio liquido e transferido para tubos de centrifuga contendo 10
mL de tampao de extracao (EDTA 20 mM pH 7,5, SDS 1%, Tris-HCI 50 mM pH
8,0) e incubados por 30 minutos a 70°C sem agitagdo. Os tubos foram mantidos

no gelo por 30 minutos, apés a adicdo de 5 mL de acetato de potassio 5 M (60
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mL de acetato de potdssio SM, 11,5 mL de acido acético glacial, 28,5 mL de
dgua milli-Q). Em seguida, o conteudo do tubo foi centrifugado a 8000g por 10
minutos a 4°C, e o sobrenadante transferido para outro tubo, ao qual foram
adicionados 2 volumes de alcool etilico absoluto, sendo essa mistura estocada a -
20°C por pelo menos 2 horas. A solugdo foi novamente centrifugada a 8000 g por
10 minutos a 4°C, e o material precipitado foi seco e ressuspendido em 1 mL de
TE (Tris:sEDTA 10mM:1mM). Esse material foi tratado com 5 HML de RNAse A
(20 mg mL" em NaCl 15 mM, Tris-HCI 10mM pH 7,5) por 60 minutos a 37°C e,
entdo, dividido em dois tubos Eppendorfs (500 ML em cada tubo). A
desproteinizacdo das amostras foi realizada em duas etapas por adicdo de igual
volume de fenolcloroformio (1:1) e, a seguir, cloroformio, sendo cada etapa
seguida de centrifugagdo a 12000 g por 5 minutos e retirada da fase superior, a
qual era transferida para um tubo Eppendorf novo, onde foi adicionado meio
volume de isopropanol para precipitagdio do DNA. A recuperacdo do DNA foi
feita por meio de centrifugacdo a 12000 g por 10 segundos. O precipitado foi
lavado com etanol 70%, feita a secagem a vacuo, e ressuspendido em 200 HL de

TE.

34. Isolamento de fagos recombinantes contendo genes de

poligalacturonases a partir do banco genémico de P. expansum

O banco genomico de P. expansum foi construido por DIAS et al. (1997).
Para o isolamento de fagos recombinantes contendo genes de poligalacturonase,
foram feitas hibridizacdes de placas de lise, segundo a técnica descrita por
BENTON e DAVIS (1977), utilizando uma sonda heter6loga. Essa sonda foi
obtida pela marcacdo de uma seqiiéncia de nucleotideos de 1,6 kb, que
corresponde a regido codificadora e parte do promotor do gene de
poligalacturonase de P. griseoroseum, que foi subclonada no plasmideo pUC18
no sitio de restricdo de Xba 1 (RIBON et al, 1999), originando o plasmideo
pPG15. A marcacdo do fragmento foi realizada com dUTP-fluoresceina,
utilizando-se  flior-12-dUTP  (Prime-IT Flior Fluorescence Labeling Kit, Cat.
#300380, Stratagene), segundo instru¢oes do fabricante. Os experimentos de
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hibridizagdo foram feitos segundo SAMBROOK et al. (1989). A temperatura de
hibridzagdo foi 60°C e as membranas foram lavadas duas vezes em SSC 2X [50
mL SSC 20X (citrato de sédio 3 M, NaCl 3 M), 4 mL SDS 25%, 446 mL de 4gua
desionizada] por 20 minutos a 60°C, com agitacdo branda, e duas vezes em SSC
1X [25 mL SSC 20X (citrato de sodio 3 M, NaCl 3 M), 4 mL SDS 25%, 471 mL
de agua desionizada], seguindo o mesmo procedimento anterior. Para detectar a
hibridizacio, foi usado o “Tluminator'™ Chemiluminescent Detection System”

(Stratagene), segundo instrugdes do fabricante.

3.5. Caracterizacao dos plasmideos e fagos recombinantes

Os mapas fisicos de restricdo dos plasmideos e do genoma dos fagos
recombinantes foram estabelecidos por meio de clivagens simples e duplas com
diferentes enzimas de restricdo, andlise por eletroforese em gel de agarose e por

hibridizagao (SOUTHERN, 1975 e SAMBROOK et al., 1989).

3.6. Seqiienciamento

As seqiiéncias de nucleotideos dos fragmentos de DNA, subclonados no
vetor pBlueScn'ptD SK+, foram determinadas pelo método de terminacdo da
cadeia por didesoxinucleotideos, segundo SANGER (1977), utilizando o
“Thermo sequenase dye terminator cycle sequencing pre-mix kit” (Amersham
Life Science), seguindo as instru¢oes do fabricante para montar as reagdes. O
seqiienciamento foi realizado no Laboratorio de Seqiienciamento do BIOAGRO -
UFV no seqiienciador automatico ABI PRISM 3100 Sequence Analyser (Perkin-
Elmer).

3.7. Obtencao de protoplastos

A obten¢do dos protoplastos baseouse no método de BALLANCE e
TURNER (1985). O meio completo foi inoculado com 10" conidios mL"' e
incubado por 16-18 horas sob agitagdo de 150 rpm. O micélio foi coletado por
filtracdo em gaze, lavado com KCI 0,6 M em tampao fosfato 100 mM pH 5.8,

ressuspendido nesta mesma solucdo contendo 3 mg mL” de Novozyme 234
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(Sigma) e incubado a 27°C sob agitagio lenta. Os protoplastos foram separados
dos fragmentos de hifas por filtracdo, e lavados 3 vezes em Sorbitol 1M, CaCl
50 mM e Tris-HCI 100 mM (SCT) por centrifugagdo. O sedimento contendo os
protoplastos foi ressuspendido em SCT para se obter uma concentragdo final de

10° protoplastos mL™" de suspensao.

3.8. Transformacio de protoplastos de P. expansum

A transformagdo baseouse no método de YELTON et al (1984) e
BALLANCE e TURNER (1985). Os protoplastos foram misturados com 1 L de
solucdo do plasmideo pNH24 (2,5uguL) e 50 UL de polietilenoglicol 6000 a
60% (p/v), sendo que em um outro tubo, além desses componentes, foram
adicionados 25pg do plasmideo pPE15. As misturas foram incubadas a 0°C por
20 minutos, seguindo-se a adicdo de 0,5 mL da mesma solugdo de
polietilenoglicol. Apos 20 minutos a 25°C, o volume foi completado para 1,5 mL
com SCT. Os protoplastos foram recuperados por centrifuga¢do, ressuspendidos
em 0,5 mL de SCT, e em seguida plaqueados em meio minimo com estabilizador
osmotico (6 g NaNO;; 1,5 g KH,PO,; 0,5 g KCI; 0,5 g MgS0O,.7H,0; 0,01 g
FeSO4 0,01 g ZnSOy4; 10 g glicose, 171 g sacarose, 15 g agar em 1000 mL de

dgua destiladapH 6,8), pelo método de “pour plate”, ¢ mantidos a 27°C por 5
dias.

3.9. Purificacdo monospdrica dos transformantes

A purificagdo monospdrica foi realizada pela semeadura de 100pL de
suspensao de conidios diluida em meio minimo suplementado com PABA
(MMp) e transferéncia de uma colonia isolada, proveniente de um unico conidio,

para uma nova placa de Petri contendo MMp apds o periodo de crescimento.

3.10. Caracterizacao dos transformantes quanto a estabilidade mitdtica
Para avaliar a estabilidade mitdtica dos transformantes quanto ao gene
niaD, eles foram sucessivamente transferidos para meio minimo € meio

completo, num total de cinco passagens, sendo depois novamente transferidos
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para meio minimo. A cada passagem, as placas foram incubadas a 25°C por

aproximadamente 72 horas.

3.11. Analise dos transformantes quanto a produciao de pectinase total em

meio solido

Os transformantes purificados foram crescidos em meio mineral
tamponado (MMT - 2,0 g KH,PO,, 7,0 g K,HPO,, 1,0 g (NH,),SO,, 10 g
MgS0,.7H;0, 3,0 g pectina citrica, extrato de levedura 0,06% (p/v), 13 g agar
em 1000 mL de agua destilada) suplementado com PABA, por 5 dias. Foram
cortados discos de 7 mm de diametro do MMT contendo micélio, os quais foram
colocados em placas de Petri contendo meio solido com tampao de Mac Ilvaine
(0,2 M NaHPQO,, 0,1 M acido citrico, 13 g/L adgar - pH 6,0) acrescido de pectina
citrica (0,25%) e incubados por 48 horas a 40°C. Para a detec¢do do halo de
degradacdo da pectina, foi adicionada uma solu¢do de iodo/iodeto (5,0 g de KI,
1,0 g de iodo em 330 mL de 4agua destilada). Os transformantes, que
apresentaram halos maiores, foram analisados quanto a atividade de PG em meio

liquido e quanto aintegracao do gene de poligalacturonase no genoma.

3.12. Determinacio da atividade de poligalacturonase em meio liquido

Os possiveis co-transformantes foram avaliados, quanto a producdao da
enzima poligalacturonase pela dosagem de acucar redutor, pelo método do DNS
(MILLER, 1959). Para obtengdo do filtrado da cultura, foram adicionados 5 x 10’
conidios em frascos FErlenmeyer contendo 50 mL de meio mineral nao-
tamponado [MMNT - 2,0 g K;HPO,, 0,64 ¢ KH,PO,4, 1,0 g (NH;»,SO4 em 1000
mL 4gua destilada - pH 6,3] suplementado com MgSO,.7H,0O (0,11%), pectina
ESKISA (0,3%) e extrato de levedura (0,06%), a 25 °C, sob agitagio rotacional
de 150 rpm por 36 horas. Para preparo da mistura de reagdo, foi adicionado 1 mL
do sobrenadante da cultura a 1 mL de solugdo do substrato (4 mL de solucdao de
NaCl 2,5 M, 0,6 g acido poligalacturonico, 50 mL de tampao acetato de sodio
100 mM, pH 4,8 e agua destilada em quantidade suficiente para 100 mL de

solugdo tampao). O branco da reagdo foi feito, adicionando-se uma aliquota de
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0,25 mL da mistura de reagdo, retirada no tempo zero, a um tubo contendo 1 mL
de DNS e completando-se o volume para 2 mL com agua destilada. Em seguida,
a mistura de reagdo foi incubada a 40 °C por 20 minutos. Uma aliquota de 0,25
mL da mistura de reacdo foi retirada, ap6s o tempo de reacdo, e adicionada a um
tubo contendo 1 mL de DNS, sendo o volume completado para 2 mL com éagua
destilada. Os tubos foram mantidos a 95-100°C por 5 minutos e, em seguida, o
volume de cada tubo foi completado para 10 mL com agua destilada. A leitura da
absorvancia foi realizada a 540 nm. Para determinar a quantidade de &cido
galacturdnico presente na amostra, foi construida uma curva padrio para o 4cido
galacturonico. Para cada transformante analisado, o MMNT foi suplementado
com PABA, sendo utilizada a atividade enzimatica das linhagens selvagem e
mutante como padrdo para comparagdes. A atividade enzimatica foi expressa em

pmol de acido galacturdnico liberado por mL da mistura dereagdo por minuto.

3.13. Caracterizacao molecular dos transformantes

Para analisar a integragdo do gene niaD no genoma de P. expansum, o
DNA total dos transformantes, da linhagem selvagem e do mutante foram
clivados com as enzimas de restrigdo Sa/ I (reconhece um sitio de restricdo na
seqiiéncia de nucleotideos do gene nia de F. oxysporum) e Cla 1 (ndo cliva o
gene niaD de F. oxysporum) separadamente, e em seguida os fragmentos de
DNA foram separados por eletroforese em gel de agarose 0,8%. O gel foi tratado
com solugdo de desnaturagio (NaOH 0,5 M, NaCl 1,5 M) e solucdo de
neutralizagdo (NaCl 1,5 M, Tris-HC1 0,5 M pH 7,0), sendo entdo transferido para
membrana de nailon (SOUTHERN, 1975) e hibridizado com o fragmento de
DNA de Hind 11 de 4,0 Kb do plasmideo pNH24 marcado com dUTP-
fluoresceina. Este fragmento corresponde ao gene de nitrato redutase de
Fusarium oxysporum. A hibridiza¢do foi feita por 18 horas a 60°C. A membrana
foi lavada duas vezes em SSC 2X a 60°C durante 20 minutos, ¢ duas vezes em
SSC 1X durante o mesmo periodo de tempo. Foi realizada também uma
hibridizacdo, utilizando-se o gene nia de P. chrysogenum como sonda, nas

mesmas condi¢des, porém atemperatura de 65°C.
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Para analise dos transformantes quanto a integracdo do gene de
poligalacturonase, o DNA total dos possiveis co-transformantes foi clivado com
as enzimas de restricdo Apa 1 (que ndo cliva o gene pepg 1) e Hpa I (que cliva o
gene pepg 1 apenas uma vez), sendo os fragmentos de DNA separados por
eletroforese em gel de agarose e transferidos para membrana de nailon e
hibridizados a 65°C com o fragmento de DNA de Sal/ I de 4,4 Kb do plasmideo
pPE15 marcado com dUTP-fluoresceina. Este fragmento corresponde ao gene
que codifica uma poligalacturonase em P. expansum. As condigdes de lavagem

da membrana foram as mesmas utilizadas para a hibridizagdo com o gene nia.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Seqiienciamento do gene pepgl

A seqliéncia completa de nucleotideos do gene pepgl foi determinada
(Figura 1). Esse gene foi isolado por DIAS (1997) a partir do banco gendmico de
P. expansum e esta contido em um fragmento de DNA de Sal/ I de 4,4 Kb que foi
subclonado no vetor pUC 18 e o plasmideo recombinante foi denominado pPE
15. A andlise da seqiiéncia permitiu identificar que a regido codificadora esta
mterrompida por dois introns, baseando-se na homologia da seqiiéncia consenso
5 e 3 de fungos, GTANGT e PyAG, respectivamente, envolvidas no
processamento para a retirada de introns (GURR et al, 1987). Os tamanhos
destes possiveis introns (58 pb) ¢ similar aos relatados para outros genes que
codificam PG em fungos filamentosos (RAMBOSEK e LEACH, 1987). A
analise dessa seqliéncia revelou que a regido codificadora tem 1,1 Kb, apds a
retirada dos introns, e codifica uma proteina potencialmente com 370
aminoacidos. Um possivel TATA box foi localizado na posicdio -189, e um
possivel CAAT box na posicao -273. Baseado nesta analise de seqiiéncia, pode-
se concluir que o fragmento de DNA de 4,4 Kb contém o gene completo de uma
das poligalacturonases de P. expansum. A Figura 1B mostra o posicionamento

do gene dentro do fragmento de 4,4 Kb do plasmideo recombinante, o que
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permitird a construgdo de plasmideos recombinantes menores contendo o gene

pepg 1 para uso na transformacao de P. expansum.

A

1. . GITTCCGAGAGT TAOCCAGT CAEGT GTAGCTGACCATGTAGCTGE0CCTAGTAGAT TAATCCAATGGAGCATCTAA

CAATTATCCATGCATCCCTGGATCT TATGAT TT TCCAATGAGEEGT CCAACTAAGAACAGEEGT TAACGOCATGAC
AGATGEOGGTAGTCOCGT TTCATAGAGATACTAGCGTAGGATCTAT AAGGAGGATGCT TGBOGGACCAAGCAT TTA
AATACCAAGCEOCAACCTOSGTGCAATAGCT TGT TCAAACTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCATTCCTC
ATTTCCTATTACACTCAGGTCGRCTAGT CCGGAACATCTACACTCTCT TTAAT TGTCTGT TGATCBGACACCTACT
TAAAATGOGTACTTCTTTCGT TACCATGCT GECCCT CEECE00EC0ECT GT GINOCEGET GO0COEECT TOOE0CC
GTTACCGATCTCGT TGAGCGEOGECT CCTCCAGCTGT ACCT TCACCT O3E00GCT GOCBOCAAGGECTGECAAGT CCT
COCTGCTCCACCAT TGT GCTGGACAACAT CAAGGT COCOE0CEE0GAGACCCTCGACCT T TCCAAGCTGAAGACDSG
CACTAAGgt agat t at t ccgtt at t caagcgccaagaaat caaagt t ct aat agct act gt at agGICATCTTCAA
GEE0GAAACCACT TTGEGATACAAGGAGT GGACOGEGT COCCTCATCOGGT TCTCTGGAGATAACAT TAACGTNTCC
GGTGCAT COGECCAT GTOGT CAACGGET GECEE0COCAGCT GGT GBGACCEAAAGEEAACCAACGECGECAAAGAACGA
AGCOCAAGT TCT TCTACGBCOCACGECT TGGACAACT CGAACAT CTCOBECCT TAACGT CAAGAACACOCOCGT CCA
GCGT TTCAGT GTOCAGGECOGACCACCT GGT CCTCGACCACAT CACCAT CCACAACAGOCAGEGT GACT CCAAGGT
GB0CACCACACCGATGOCT TCGATGT TGECTCCAGT ACCTACAT CACCAT CAGCAACGOCAACATCAAGAACCAGG
ACGACTGOCTGECTATCAACTCTGEOGAG)t aagt caaagacact cct at t aaaaat at t t ggcat t aact aacce
tt gt cct c cag CACATCACCT TCACCGGT GECACCTGCT COGGT GBOCACGGTATCTCCATCGGT TCOGT TGGTGT
GOGOGACAACAACATOGT GAAGGATGTCAQCAT CTCTGACTOCAGT GTOGT CAACT CCGACAACGGT GTCOGOGTC
AAGACCATCTACAAGECTACCGEGT GCOGT CTOCGACGT CACT TTCTCCAACAT CAAGCT GTCCAACATOGOCAAGT
ACGGTATCGT CATOGAGCAGGAT TACCAGAACGECAGCOCT ACCEECAAGOCCACCACOGGT GTCOCCATTACT GG
CCTCAAGGT TGAGAAGGT TACOSGTACCGT TAAGAGCAGOGGTACTGACGT CTACAT TCTCTGOGGTAACSGTAGC
TGCAAGAACT GCACCTGGACT GGAAACT COGT CACT GGT GGT AAGAAGAGCAGCAAGT GCTCTGGTGIGCCTTCOG
GOGCTTCTTGCTAGAT TGOCAGOGATCAAAT GGTGATCAATAAACAGCAT GACACCAGCAGGEGCAGAGACTGEGT T
ATCTTCAAGAAAAGAT T TGACT GCAT GACCT AAGCAATAGOCAGGT GAAATAGATGCTAGTCCATTGI TATTTTC
AACATAATTGTACT TATATATAGCOGT CTATAGATGGAT TTAAAATGAATGGT TTTCAACCT TCT TAATATTGSCT
TATAACTCTACTCTAAAACTGTAAAACATACCT GAGATTAGCGT GATTTACTCCTATATTCAAATGGATCTATCAA
TTTCTATCAACAAATCTGATACATTTATGTAAGOCCTGGAGT ATCT TCTCAAT TATAAAT CAACGOCAAGCTCACC
GTTTGGAAAGAAT TGCGATGACCCAACGAGT TCT TTCOCTGAGGT COCCAAT CAACCAACAATCACACATTTACTC
TCATACACATACAAAAACT CATCCAAAT TACAT CCAAAAATACATGT CCTTCTACT C3E0GGT CACGECAAAGT GG
OCCTCOCACCT CACTCOGCTOCTCCT CAAACGGEOCT GGAGGT GTAACCAGOGT CATCOBCAACCOCGOGCACGAAA
GOGAGAT TCTAGOCCT GEECCAGEEOCT CAAGSGTACCCT CAACGT GCTACT 2257
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FIGURA 1. Seqiiéncia de nucleotideos (2,2 Kb) contendo o gene pepgl de P.

expansum (A). Mapa fisico de restricdo do fragmento de Sa/ I de
4,4 Kb do plasmideo pPE 15 (B). H: Hinc 1, B: Bg/ 1, K: Kpn 1.
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A seqiiéncia de aminoacidos deduzida para a PG codificada por pepgl tem
trés possiveis sitios de glicosilacdo nas posigdes 300, 338 e 343. Essa seqiiéncia
foi comparada com as seqiiéncias de PG I de Penicillium digitatum, P.
janthinellium, Aspergillus parasiticus, A. oryzae (pgaB), Cryphonectria
parasitica e Penicillium griseoroseum disponiveis no banco de dados GenBank,
por meio do programa BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), sendo observada
uma identidade de aminoacidos de 83, 64, 64, 65, 64 ¢ 100 %, respectivamente,
entre elas. Além das seqiiéncias deduzidas das PGs de P. expansum e P.
griseoroseum terem apresentado 100 % de identidade de aminoécidos, a regido
codificadora dos genes também apresentou 100 % de identidade de nucleotideos,
e inclusive os introns s3o idénticos.

O ponto isoelétrico deduzido para a PG correspondente ao gene pepgl de
P. expansum foi de 8,3, e sua massa molecular deduzida foi 384 KDa.
MIRANDA (1997) demonstrou que, dentre as trés PGs produzidas por P.
expansum, duas apresentaram carga positiva, pois, ficaram retidas numa coluna
de troca cationica, PG II e PG III, e que apenas um pico de atividade, PG I, foi
eluido antes da aplicacdo do gradiente linear de NaCl. Considerando esses
resultados, e tomando como base o ponto isoelétrico deduzido para essa
potencial proteina, pode-se inferir que pepg! corresponde a PG II ou PG III,

descartando-se, assim, a possibilidade de codificar a PG 1.

4.2. Isolamento e caracterizacio de genes que codificam poligalacturonases
em Penicillium expansum
Para o isolamento de genes de poligalacturonases, foi utilizado o banco
gendmico de Penicillium expansum construido no vetor AEMBL3 por DIAS
(1997). Foi feita a titulagdo do banco genomico, no momento de sua utilizagdo, e
o titulo foi de 1,63 x 10'” unidades formadoras de placas (UFP) mL".
Considerando que o tamanho estimado do genoma de fungos filamentosos
¢ em torno de 10’ pb, com a analise de 3,1 x 10° fagos recombinantes ja se teria
99% de probabilidade de isolar um gene cdpia tnica do genoma de P. expansum

(GURR et al., 1983). Deste modo, o banco gendmico utilizado ¢ altamente
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representativo, pois, apresentou titulo de 8,1 x 10° UFP mL’ antes de sua
amplificagao (DIAS, 1997).

Para a realizagdo do primeiro “screening” do banco gendmico,
aproximadamente 10’ placas de lise, por placa de Petri, foram analisadas. Como
sonda, foi usado um fragmento de DNA de 1,6 Kb que corresponde ao gene
pggl que codifica PG em P. griseoroseum. Os clones positivos foram
recuperados das placas de Petri com auxilio da auto-radiografia do primeiro
“screening”, ¢ confirmados em um segundo “screening”. O gene pgpel de P.
expansum poderia ter sido usado como sonda, mas optouse pelo uso de uma
seqiiéncia heterdloga para possibilitar o isolamento de fagos contendo os outros
genes que codificam PG em P. expansum.

MIRANDA (1997) relatou que P. expansum produz, pelo menos, trés
formas de poligalacturonase. Esse resultado leva a concluir que estas enzimas sdo
codificadas por wuma familia multigénica, conforme relatado para as
poligalacturonases de Aspergillus spp. (BUSSINK et al, 1990; 1991a). O
isolamento de genes, € o conhecimento da organizagdo e do mecanismo de
controle de sua expressdo, ¢ essencial em programa de melhoramento genético
que visa o aumento do ntimero de copias do gene no genoma, pois, uma vez que
os genes estejam bem caracterizados, ¢ possivel direcionar o trabalho utilizando-
se uma seqiiéncia que seja expressa, preferencialmente, com o uso de substrato
de baixo custo.

Foram 1isolados quatro fagos recombinantes, os quais foram designados
APEPGI1, APEPG2, APEPG3 e APEPG4. Considerando que P. expansum
apresenta mais de um gene que codifica PG no genoma, ¢ interessante que se
obtenha o maior nimero possivel de clones positivos para aumentar a chance de
se isolar diferentes seqiiéncias. A Figura 2 apresenta as auto-radiografias do
primeiro e do segundo ““screening” do banco genoémico de P. expansum.

O DNA dos clones isolados foi extraido e digerdo com a endonuclease
de restricdo Sal/ 1. O padrao de restricdo do DNA dos fagos clivados com esta
enzima indicou que os clones APEPG1, APEPG2 e APEPG4 correspondem a

diferentes fagos (Figura 3A). O padrio de restricdo do clone APEPG3 ¢ idéntico
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ao do clone APEPG2, portanto, este fago ndo foi utilizado nas analises
posteriores. A Figura 3B apresenta o resultado da hibridizagdo com o fragmento
de 1,6 Kb de P. griseoroseum em que nio foi observado nenhum sinal de
hibridizagdo com o clone APEPGI, e por isso este fago também ndo foi incluido
nas analises posteriores. Com base nestes resultados, foram selecionados os fagos
recombinantes APEPG3 e APEPG4 para utilizagdo nos experimentos posteriores.
Andlise do padrdo de restricdio com Sal I e da hibridizagdo permitiu uma
estimativa do tamanho dos fragmentos de DNA gendmico clonados, que foram
de 14,5 ¢ 16,6 Kb para APEPG3 e APEPG4, respectivamente. O padrao de
hibridizacao mostra que dois fragmentos de DNA, sendo um de 8,4 Kb ¢ um de
2,4 para o fago APEPG3, e um fagmento de 9,0 Kb e outro de 2,9 Kb para o fago
APEPG4 (Figura 3), hibridizam com a sonda. Considerando que os fragmentos de
DNA estao ligados entre si, entdo o fragmento gendmico clonado no APEPG3 ¢
de 10,8 Kb, que corresponde a soma dos dois fragmentos que hibridizaram com a
sonda que conttm um gene de PG e pode estar ligado no brago direito ou
esquerdo do vetor AEMBL3, e um fragmento de 3,7 Kb que ndo hibridiza com a
sonda, que também pode estar ligado em qualquer um dos bragos do vector
AEMBL3. O fato de que o fragmento de DNA do fago APEPG3 pode estar ligado
a um braco do vetor, provavelmente, ndo compromete as etapas posteriores deste
trabalho, ou seja, ha grande possibilidade de que a seqiiéncia do gene nao esteja
interrompida, considerando-se a intersidade do sinal de hibridizacdo similar nos
fragmentos de DNA, sugerindo que a enzima Sal 1 cliva este gene
aproximadamente na metade de sua seqiiéncia. Além disso, levando em
consideracdo que os genes de poligalacturonases de fungos, até entdo isolados e
caracterizados, apresentam regides codificadoras com tamanhos em torno de 1,3

Kb, ha grande chance de que este gene, ou pelo menos sua regido codificadora
ndo esteja interrompida (RIBON et al., 1999; BUSSINK et al., 1990; WAGNER
et al., 2000; etc).
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FIGURA 2. Auto-radiografia do primeiro (A) e do segundo (B) “screening” do banco
gendmico de P. expansum. O fragmento de DNA de 1,6 Kb do gene
pgglde P. griseoroseum foi utilizado como sonda.

FIGURA 3.
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A - Eletroforese em gel de agarose 0,8% do DNA dos fagos
recombinantes APEPGI1(1), APEPG2(2), APEPG3(3) e APEPG4(4)
clivados com a enzima de restricdio Sa/ I. B - Auto-radiografia da
hibridizacdo com a sonda. M: DNA do fago A clivado com a enzima
Hind 111, S: fragmento de DNA 1,6 Kb de P. griseoroseum usado
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Quanto ao clone APEPG4, pode-se inferir que este fago também contém
um gene de PG completo, pois, os dois fragmentos de DNA que hibridizaram
com a sonda somados resultam em um fragmento de 12,0 Kb, podendo estar
localizado internamente entre os fragmentos de 24 e 2,2 Kb que ndo
hibridizaram com a sonda, ou ligado a qualquer um dos bragos do vetor.

A Figura 3B mostra que as seqiiéncias que hibridizaram com a sonda,
presentes nos fagos APEPG3 e APEPG4, diferem do gene de PG de P. expansum
pepgl isolado por DIAS (1997), pois, os dois apresentaram pelo menos um sitio
de reconhecimento para a enzima de restricdo Sa/ I, o que ndo ocorre no primeiro
gene isolado, o que ¢ mais uma evidéncia da ocorréncia de uma familia
multigénica para as poligalacturonases de P. expansum. A comparacdo do padrio
de restricdo do DNA destes fagos com o dos fagos contendo fragmentos de DNA
gendmico de P. griseoroseum isolados por RIBON (2001, comunicagdo pessoal)
mostrou que hd uma correspondéncia entre os genes de PG destes dois fungos,
pois, apesar do padrio de restrigdo ndo ser idéntico para o DNA dos fagos
analisados, o padrao de hibridizagdo revelou grande similaridade entre eles,
sugerindo que, assim como o gene pepgl isolado por DIAS (1997), estas outras
seqiiéncias que codificam PG em P. expansum apresentam grande homologia
com os genes de PG de P. griseoroseum.

Para a construgdo dos mapas fisicos de restrigdo dos fagos APEPG3 ¢
APEPG4, foram realizadas clivagens simples e duplas do DNA desses fagos com
diversas enzimas de restricdo, seguidas da hibridizagdo (Figura 4). A andlise do
padrdo de restricdo e de hibridizagdo do DNA dos fagos APEPG3 ¢ APEPG4
permitiu o mapeamento dos fragmentos de DNA destes fagos, mas o
posicionamento do gene nestes fragmentos nao foi precisamente determinado. A
clivagem do fago APEPG3 com Kpnl liberou dois fragmentos de 18,2 ¢ 8,2 Kb,
que hibridizaram com a sonda, indicando que o gene de PG clonado neste fago
apresenta um sitio para esta enzima. Considerando que uma parte deste gene estd
no fragmento de DNA de 18,2 Kb e a outra parte no fragmento de 8,2 Kb, ele

deve estar deslocado do brago direito do vetor aproximadamente 7,0 Kb, pois,
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8,7 Kb do fragmento de 18,2 Kb corresponde ao brago direito do vetor AEMBL3,
o que ¢ confirmado pela clivagem dupla Kpn 1/Sal I, em que o fragmento de 18,2
Kb ndo foi detectado, sendo formados dois fragmentos, um com tamanho
proximo ao do braco direito do vetor e o outro de 7,8 Kb que hibridizou. A
Figura 5A apresenta o mapa fisico de restrigdo para o fago APEPG3.

O padrio de restricado do DNA dos fagos APEPG3 ¢ APEPG4 com a enzima Sal |
e a hibridizagdo permitiram verificar que ambos os genes presentes nesses fagos
diferem do gene pepgl isolado por DIAS (1997), mas ndo evidencia claramente
diferencas nos genes contidos nestes insertos entre si. No entanto, a clivagem
dupla do DNA destes fagos com Sal /Kpn 1, apresentada na Figura 4, canaletas 2
e 6, mostra uma notdvel diferenca entre os padrdes de restricdo destes genes,
pois, nesta clivagem, para o fago APEPG4, observam-se dois fragmentos de
DNA hibridizando com a sonda. Conforme discutido anteriormente, ha forte
indicacdo de que o gene de PG neste fago ndo esteja interrompido. No caso do
fago recombinante APEPG3, na clivagem do DNA com as mesmas enzimas de
restrigdo, verificouse que trés fragmentos de DNA hibridizaram com a sonda
sendo estes de 7,8 Kb, 1,8Kb e 0,6Kb. Este resultado indica que o fragmento de
0,6 Kb encontra-se internamente na seqiiéncia do fago APEPG3 que hibridiza
com a sonda, o que permite inferir que os genes contidos nos insertos dos dois
fagos recombinantes diferem também entre si, pois, no fago APEPG4 nao foi
observado nenhum fragmento interno Sal/ I/Kpn 1 que hibridizasse com a sonda.
Deste modo, ha grande chance de se ter isolado os trés genes que codificam PG

em P. expansum.
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FIGURA 4. A - Eletroforese em gel de agarose 0,8% do DNA dos fagos

recombinantes APEPG3 e APEPG4 clivados com enzimas de

restricdo. B - Auto-radiografia. M: DNA do fago A clivado com a
enzima Hind 111, S: fragmento de DNA 1,6 Kb de P. griseoroseum
usado como sonda, APEPG4 (1, 2, 3 e 4) ¢ APEPG3 (5, 6, 7 ¢ 8):
Kpnl (1e5), Kpnl/Sall (2e6), Smal(3e7), SmalSall(4e38).
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Apesar destes resultados estarem de acordo com o resultado obtido por
MIRANDA (1997), seria interessante fazer novo “screening” do banco genomico
de P. expansum para averiguar se a familia multigénica que codifica PG neste
fungo ¢ constituida realmente apenas de trés genes, pois, KAWANO et al (1999)
relataram a ocorréncia de 11 formas de PG em P. frequentans, quando cultivado
em meio liquido suplementado com pectina, sendo sete poligalacturonases
extracelulares e quatro intracelulares. FEsses autores ndo atribuiram & PGs
intracelulares mero papel no metabolismo de oligogalacturonatos, e sugeriram
que estas diferentes formas de PG podem ser resultantes de diferentes padrdes de
glicosilagdo ou da formagdo de agregados entre as cadeias polipeptidicas de PG,
conforme relatado para a invertase de Saccharomyces cerevisiae (ESMON, et al.,
1987). Portanto, nao se pode também afirmar que P. frequentans tenha,
necessariamente, onze genes que codificam PG no genoma. Em 1991, BUSSINK
et al. demonstraram que A. niger produz pelo menos cinco formas de
poligalacturonases, quando crescido em meio de cultura contendo polpa de
beterraba ou pectina. Foi demonstrado também que P. griseoroseum produz pelo
menos trés poligalacturonases extracelulares na presenca de pectina, sendo que a
presenga de uma quarta PG neste fungo ficou para ser confirmada (D’ANGELO,
1998). Considerando que ¢ comum a observagdo de varios genes codificando
poligalacturonases, nas diversas espécies de fungos até entdo estudadas, ¢
interessante a confirmagdo de que no genoma de P. expansum existem apenas
trés genes que codificam estas enzimas.

A Figura 5B mostra o mapa fisico de restricdo do DNA do fago
recombinante APEPG4. A digestio do DNA deste fago com Kpn 1 liberou
também dois fragmentos que hibridizaram, sendo um de 9,1 Kb e o outro de 1,4

Kb, indicando que estes 2 fragmentos estao ligados entre si.
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FIGURA 5. Mapa fisico de restricdio do DNA dos fagos recombinantes APEPG3 (A) e
APEPG4 (B). S: Sall,K: Kpn I, E: brago esquerdo do vetor \EMBL3, D:
brago direito do vetor AEMBL3
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A intensidade do sinal de hibridizacdo do fragmento de DNA de 9,1 Kb
indica que o mesmo deve conter a maior parte do gene de PG. A clivagem dupla
Sal 1/Kpn 1 sugere que o fragmento de 9,1 Kb de Kpn I esta ligado no brago
esquerdo do vetor, pois, o mesmo ndo foi observado nesta clivagem, sendo
detectada uma banda de 7,7 Kb com a clivagem Sal I/Kpn 1. Esta possibilidade
foi confirmada com as clivagens do DNA com Sma 1 e Sma USal 1, em que o
fragmento de 7,5 Kb de Sma I que hibridizou ndo foi observado com a clivagem
dupla, mas foram observados fragmentos hibridizando, cujos tamanhos somados
¢ inferior ao tamanho do fragmento de Sma I, que hibridizou com a sonda. O fato
de o fragmento de 9,1 Kb de Kpn I estar ligado no brago do vetor ndo representa
um problema, neste trabalho, considerando que este fragmento estd orientado de
modo que ndo ¢ a extremidade que contém o gene que estd ligada diretamente no
braco do vetor; portanto, o gene estda provavelmente localizado internamente
neste fragmento, ndo estando interrompido.

Considerando que todas as enzimas de restricdo usadas nas clivagens do
DNA dos fagos apresentam sitios nos genes de PG, exceto Sma I, que nao clivou
o gene de PG presente no fago APEPG4, foi necessario clivar o DNA dos fagos
com outras enzimas de restricdo, para identificar qual, ou quais enzimas,
permitiriam obter fragmentos de DNA contendo a seqiiéncia completa do gene,
ou seja, enzimas que ao clivar o DNA dos fagos liberassem um tnico fragmento
contendo o gene de PG. O fato de Sma I clivar o gene de PG do fago APEPG3 e
nao clivar o do APEPG4 mostra que estes genes apresentam diferentes
seqiiéncias, confirmando, assim, a presenga de pelo menos 3 genes de PG no
genoma de P. expansum, o que estd em concordancia com o resultado obtido por
MIRANDA (1997). Apesar da enzima Sma 1 ndo ter clivado o gene de PG no
APEPG4, optouse por n3o usar esta enzima para gerar o fragmento a ser
subclonado porque ela cliva gerando extremidades abruptas, o que geralmente
dificulta a subclonagem. A Figura 6A mostra o padrio de restricdio dos fagos
APEPG3 ¢ APEPG4 com as enzimas Xba I, Bam HI, Sac I ¢ Cla I ¢ a Figura 6B,
a auto-radiografia da hibridizacao.

32



.
A, ——. & -

FIGURA 6. A - Eletroforese em gel de agarose 0,8% do DNA dos fagos
recombinantes APEPG3 (1,2,3 ¢ 4 e APEPG4 (5,6,7 e 8) clivados
com enzimas de restrigdio. B - Auto-radiografia da hibridizacdo com
o fragmento de 1,6 Kb/Xba 1 contendo o gene ppgl de P.
griseoroseum. M: DNA do fago A clivado com a enzima Hind 111,
S: fragmento de DNA 1,6 Kb, APEPG3 ¢ APEPG4: Xba 1 (1 ¢ 5),
BamHI (2 € 6), Sacl.(3e7),Clal(4e8).
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De acordo com a Figura 6B, em todas as clivagens apenas um fragmento
hibridizou, indicando que quaisquer daquelas enzimas poderiam ser usadas na
subclonagem. Essas seqiiéncias devem conter o gene de PG completo, inclusive
sua seqiiéncia regulatoria, o que ¢ importante para a utilizacdo dessas seqiiéncias
nos experimentos de transformagdo, visando aumentar a atividade de PG,
aumentando o numero de copias do gene no genoma, ou mesmo devido a sua
integracdo numa regido do genoma que favoreca sua expressdo. Esta estratégia
tem possibilitado o aumento da atividade de varias enzimas pectinoliticas em
espécies do género Aspergillus (BUSSINK et al., 1990; 1991a; GYSLER et al.,
1990).

Os fragmentos de DNA de Bam HI de 3,6 APEPG3) ¢ 5,1 Kb (\PEPG4)
foram subclonados no vetor pBluescriptD SK+, e os plasmideos recombinantes
foram designados pEPG3 e pEPG4, respectivamente. O fragmento de DNA de
1,6 Kb de Xba I do plasmideo pEPG4 foi subclonado no mesmo vetor, gerando o
plasmideo pEPG4.1. A Figura 9 apresenta os mapas fisicos de restrigdo dos
plasmideos pEPG3 e pEPG4, que foram construidos pela andlise dos padrdes de
clivagens simples e duplas destes plasmideos, com diversas enzimas de restrigdo
e o padrao de hibridizagdo (Figuras 7 e 8).

A andlise dos mapas fisicos de restricdo dos plasmideos recombinantes
pEPG3 e pEPG4 (Figura 9) mostra que hd grande chance destes plasmideos
conterem o gene de PG completo, mais seguramente o pEPG4 que apresenta um
fragmento de 1,1 Kb Bam HI/Xbal entre o vetor e o fragmento de DNA de 1,7
Kb Xba 1 que hibridizou com a sonda. No caso do plasmideo pEPG3, ¢
observado um fragmento de 1,0 Kb Bam HISal 1 que hibridiza com a sonda e
estd ligado ao vetor. Nao foi possivel indicar sitios de clivagem para outras
enzimas no fragmento clonado neste plasmideo porque nenhuma das enzimas

usadas em sua digestdo clivou o fragmento, a ndo ser Sa/ /.

34



MPS 1234567 X

FIGURA 7.

23,13 4%
9,41 ¥
436 £

6,55 4

2,32 - &
2,02-

FIGURA 8.

A - Eletroforese em gel de agarose 0,8% do DNA do plasmideo
recombinante pEPG3 clivado com as enzimas de restricdio BamHI(1), Sca
12), Sal 13), BamHl/Sca 1(4), BamHl/Sal 1(5), Sca USal 1(6) e
BamHI1/Sca 1/Sal 1(7). B - Auto-radiografia. M: DNA do fago A clivado
com a enzima Hind I, P: plasmideo pBluescript SK+ linearizado, S:
fragmento de DNA 1,6 Kb de P. griseoroseum usado como sonda, X:
DNA do fago PhiX 174 clivado com a enzima Hae II1.
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[

A - Eletroforese em gel de agarose 0,8% do DNA do plasmideo
recombinante pEPG4 clivado com as enzimas de restricdo BamHI(1), Sca
12), Sal 1(3), Xba 1(4), BamHI/Sca 1(5), BamHl/Sall(6), BamHl/Xba
1(7), Sca VSal I(8), BamHl/Sca 1/Sall(9), BamHIl/Sall/Xba 1(10) ¢ Sma
I(11). B - Auto-radiografia. M: DNA do fago A clivado com a enzima
Hind 111, S: fragmento de DNA 1,6 Kb de P. griseoroseum usado como
sonda, X: DNA do fago PhiX 174 clivado com a enzima Hae III.
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FIGURA 9. Mapas fisicos de restrigdo dos plasmideos recombll’rg)arlggs pEPG3 (A) e
pEPG4 (B). K: Kpn 1, S: Sal 1,B: BamHI, X: Xba 1, om: sma 1, Sc: Sca 1.
A barra na horizontal indica a banda correspondente ao fragmento de DNA
de 1,7 Kb de Xba I que hibridizou com a sonda.
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Considerando que a intensidade do sinal de hibridizacdo ¢
aproximadamente igual para os dois fragmentos de DNA do plasmideo pEPG3
que hibridizaram, e que foi usado como sonda um fragmento de DNA de 1,6 Kb
contendo a regido estrutural e parte do promotor do gene de PG de P.
griseoroseum, ha possibilidade deste gene estar completo; entretanto, a
possibilidade dele estar interrompido na por¢do terminal 3’ ou na regido
promotora ainda ndo pode ser descartada. Apesar da possibilidade deste gene
estar sem parte de sua seqiiéncia regulatoria neste plasmideo, pode-se garantir
que pelo menos a regido codificadora estd completa, podendo ser caracterizada

via seqiienciamento.

4.3. Transformacio de P. expansum com o gene pepgl

O mutante nia/pab/faw de P. expansum foi utilizado nos experimentos de
transformagdo, e a seclecdo dos transformantes foi realizada em meio minimo
contendo nitrato de s6dio como fonte de nitrogénio. Como marcador seletivo foi
usado o gene nia de F. oxysporum, e como plasmideo co-transformante foi usado
o pPE 15, que contém o gene pepgl de P. expansum (DIOLEZ et al., 1993 e
DIAS, 1997).

A linhagem mutante nia/pab/faw foi escolhida porque ¢ uma linhagem
geneticamente estavel, além de produzir conidios com coloragio diferente da
linhagem selvagem, permitindo que eventuais contaminantes sejam facilmente
discriminados no meio de crescimento, o que ¢ importante considerando que as
diversas espécies de Penicillium que estdo sendo usadas no laboratério sao
morfologicamente muito  semelhantes. Além disso, esta linhagem apresenta
atividade de pectinases total e de poligalacturonase similares a da linhagem
selvagem, sugerindo que os genes que codificam pectinases ndo foram afetados
pela irradiagio UV. Uma outra vantagem do uso desta linhagem ¢ que os
transformantes mais promissores na producdo de PG podem ser utilizados em
cruzamentos, via ciclo parassexual, visando ao aumento da producdo de outras

enzimas do complexo pectinolitico, visto que apenas a mutagdo nia ¢

37



complementada na transformagdo de modo que os transformantes permanecem
com uma mutagao morfoldgica e outra auxotrofica.

Apo6s o periodo de crescimento, nenhuma colonia foi observada nas placas-
controle, em que os protoplastos ndo foram tratados com o plasmideo pNH24.
Foram obtidos 234 transformantes, ¢ a eficiéncia de transformagdo foi de 19
transformantes por Mg de DNA, superior a relatada por alguns autores.
QUEIROZ et al. (1998) realizaram a transformacdo de um mutante nia de P.
griseoroseum, obtendo 8 transformantes por [lg de DNA. O fungo Pleurotus
ostreatus também foi transformado por HONDA et al. (2000), sendo obtidas
eficiéncias de transformagdo de 1 a 5 transformantes por pug de DNA. No
entanto, esta eficiéncia ¢ considerada baixa, quando comparada & obtidas para
Fusarium oxysporum (DIOLEZ et al., 1993). Esses autores relataram a obtengado
de mais de 600 transformantes por pg de DNA, quando o gene homdlogo foi
usado na transformacdo do fungo. Apesar de ndo se ter obtido uma eficiéncia de
transformagdo tdo elevada quanto a relatada para Fusarium oxysporum, isto nao
representa uma limitagdo para o uso desta técnica, visto que algumas condigdes
podem ainda ser otimizadas para a obtencdo de um sistema de transformacgdo
mais eficiente. Uma alternativa pode ser o uso do gene homologo de nitrato
redutase, recentemente isolado de um banco gendémico de P. expansum
(TORRES, 2001).

Todos os transformantes foram purificados em meio  minimo
suplementado com PABA, ¢ avaliados quanto a estabilidade mitdtica. Cento e
cinqlienta e cinco desses transformantes foram considerados geneticamente
estaveis em relacdo ao gene de nitrato redutase, pois, todos apresentaram
crescimento vigoroso em meio minimo, mesmo apds varias passagens em meio
completo. Os demais transformantes foram estocados, mas nao foram utilizados
nos experimentos posteriores, pois, formaram colonias abortivas ou setores de
crescimento residual, que sdo indicagdes de que o gene mia estava sendo perdido,
mostrando que estas linhagens sdo geneticamente instaveis quanto a este gene.
Este ¢ um fator muito importante, que deve ser considerado quando se faz uso da

estratégia de aumento do numero de cdpias de genes no genoma. O teste de
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estabilidade mitdtica quanto ao gene de PG ndo foi realizado. Segundo
FINCHAM (1989), o aumento do nimero de uma seqiiéncia no genoma pode
gerar instabilidade genética, pois, aumentando as regides de homologia, a
ocorréncia de recombinacao ¢ favorecida, possibilitando rearranjos € ou perdas
de fragmentos de DNA dos cromossomos.

Todos os transformantes considerados estdveis quanto ao gene de nitrato
redutase, foram avaliados quanto a producdo de pectinase total em meio mineral
tamponado soélido, por meio da medida do diametro do halo de degradagdao da
pectina (Tabelas 1 e 2). Pequenas variagdes na  atividade pectinolitica foram
observadas, sendo que a maioria dos transformantes apresentou halos de
degradacdo da pectina similares aos das linhagens selvagem e mutante. Este
método ¢ utilizado apenas para se fazer uma pré-selecdo dos transformantes,
devido ao fato de analisar atividade total de pectinase.

Em seguida, linhagens transformantes, apresentando halos de degradacdo
da pectina maiores ¢ menores do que os das linhagens selvagem e mutante, foram
analisadas quanto a atividade de PG em meio liquido pelo método do DNS.
Cinqlienta e trés transformantes foram analisados, e foi observada uma grande
variagdo entre as linhagens, sendo que algumas apresentaram atividade de PG
inferior a da linhagem selvagem, ao passo que muitas apresentaram aumento na
atividade de PG, que variou de 10 a 89 % quando comparado com a atividade de
PG da linhagem selvagem utilizada como controle (Figura 10). Nao foi possivel
estabelecer uma correlagdo entre a atividade de pectinase total medida pelo halo
de degradacdo da pectina e a atividade de PG dosada pelo método do DNS, sendo
observados alguns transformantes com halo de degradacdo da pectina inferior ao
da linhagem selvagem, mas com atividade de PG superior a das linhagens
selvagem e mutante. Isto pode ser devido a ocorréncia de integragdo do gene de
PG nos genes que codificam outras enzimas pectinoliticas, causando sua

Inativacao.
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TABELA 1. Andlise da atividade pectinolitica dos trans formantes (T) de P. expansum.
As linhagens selvagem (S) e mutante (M) foram utilizadas como controle

Linhagem  Halo (mm) Linhagem Halo (mm) Linhagem  Halo (mm)

S 30,16 S 31,00 S 30,83
M 30,16 M 31,00 M 30,83
T1 30,16 T33 30,66 T63 30,83
T2 30,00 T34 30,66 T64 31,00
T3 30,33 T35 31,00 T65 31,00
T4 29,66 T36 30,50 T66 30,33
M 30,66 M 30,50 M 32,00
T5 30,00 T37 31,50 T67 32,83
T6 30,50 T38 31,33 T68 32,33
T7 30,83 T39 30,66 T69 31,50
T8 30,00 T40 31,66 T70 32,00
M 31,16 M 31,50 M 31,83
T9 31,00 T41 31,66 T71 32,00
T10 31,33 T42 31,83 T72 31,00
T11 31,33 T43 32,00 T73 32,00
T12 31,50 T44 31,66 T74 32,00
M 31,16 M 31,66 M 32,16
T13 31,00 T45 31,50 T75 32,16
T14 31,33 T46 31,66 T76 32,50
T15 31,55 T47 31,33 T77 32,33
T16 31,50 T48 31,83 T78 3233
M 30,66 M 32,00 M 32,16
T17 31,16 T49 32,00 T79 32,50
T18 31,16 T50 30,50 T80 32,50
TI19 31,00 T51 31,83 M 32,33
T20 31,33 T52 32,00 T81 32,33
M 31,33 M 32,00 T82 32,00
T21 31,16 T53 32,00 T83 32,66
T22 31,16 T54 32,16 T84 32,33
T23 31,16 T55 32,00 M 32,16
124 31,6 T56 32,00 T85 33,00
M 30,66 M 32,00 T86 32,66
T25 29,33 T57 32,50 T87 32,66
T26 30,33 T58 32,16 T88 32,66
T27 30,66 T59 31,33 M 30,16
T28 29,50 T60 32,50 T89 30,16
M 30,50 M 32,00 T90 30,66
T29 31,66 T61 32,50 T91 30,00
T30 31,16 T62 3233 T92 30,16
T31 30,83 - - - -
T32 30,83 - - - -
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TABELA 2. Anélise da atividade pectinolitica dos transformantes (T) de P. expansum.
As linhagens selvagem (S) e mutante (M) foram utilizadas como controle

Linhagem Halo Linhagem Halo Linhagem Halo
S 30,16 S 30,16 S 30,16
M 30,16 M 30,16 M 30,16
T93 30,00 T114 29,50 T135 30,33
T94 30,50 T115 29,83 T136 30,16
T95 30,00 T116 29,50 T137 30,50
T96 31,00 T117 29,66 T138 29,66
T97 30,50 T118 29,83 T139 30,00
T98 29,50 T119 30,16 T140 29,66
T99 29,50 T120 30,66 T141 29,66
T100 29,50 T121 30,00 T142 29,83
T101 29,50 T122 30,16 T143 30,16
T102 29,50 T123 29,83 T144 29,66
T103 30,00 T124 29,33 T145 30,16
T104 30,00 T125 29,66 T146 29,83
T105 30,00 T126 29,83 T147 30,00
T106 30,00 T127 29,66 T148 30,33
T107 30,00 T128 30,00 T149 30,16
T108 29,00 T129 30,00 T150 29,83
T109 30,16 T130 29,83 T151 30,50
T110 29,66 T131 30,00 T152 30,33
TI111 28,16 T132 30,00 T153 29,50
T112 30,00 T133 30,00 T154 29,66
T113 30,00 T134 29,16 T155 30,00
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No entanto, ndo se pode descartar a possibilidade desse fato ser decorrente
da baixa sensibilidade da andlise pela medida do halo de degradagdo da pectina.
Por outro lado, todos os transformantes que apresentaram halos de degradacdo da
pectina superiores ao isolado selvagem apresentaram atividade de PG também
superior a atividade da linhagem selvagem. Outra explicagdo para a ndo
correlagdo pode ser o fato da atividade de poligalacturonase depender da atuacdo
prévia da pectinesterase, atuando somente sobre o &4cido péctico com um grau de
metilagdo abaixo de 60%. Deste modo, considerando que o substrato usado nesta
analise ¢ a pectina, mesmo que haja um transformante superprodutor de PG, este
pode ndao ser identificadko como tal porque a baixa relacdo
pectinesterase/poligalacturonase estaria limitando o processo de degradagdo da
pectina. Este problema ¢ eliminado, ou pelo menos amenizado, na dosagem de
acucar redutor pelo método do DNS, pois, nesta andlise, o substrato utilizado ¢ o
acido poligalacturbnico, o qual ¢ o substrato natural de PG, diminuindo a
possibilidade de subestimativa da producdo desta enzima nas linhagens
analisadas, o que ¢ confirmado pelo fato da maioria dos transformantes ter
apresentado aumento na atividade de PG em relagdo a linhagem selvagem e ao
mutante nia/pab/faw, quando analisadas por este método.

Considerando que para a degradagdo da pectina a poligalacturonase deve
atuar em sinergismo com a pectinesterase, o ideal seria aumentar o nimero de
copias de ambos os genes no genoma do fungo, visando eficiente degradacdo do
substrato. CHRISTGAU et al. (1996) descreveram o isolamento do cDNA de um
gene de PME de A. aculeatus. Esse gene foi clonado num vetor de expressdo de
Aspergillus, ¢ usado na transformagdo de A. oryzae para a expressdo heterodloga,

purificacdo e caracterizagdo da enzima.
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Figura 10. Produgdo de poligalacturonase por linhagens selvagem (WT),
mutante (M) e transformantes (T) de P. expansum. O padrao para
comparacao € a linhagem selvagem.
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A PME 1 de 4. aculeatus foi capaz de remover 75-85% dos grupos metil
em pectina altamente metilada, e quando adicionada a pectina juntamente com
poligalacturonases, observouse rapida despolimerizagdo. No entanto, seria muito
interessante a realizagdo de estudos visando estabelecer a relagdo Otima entre
estas duas enzimas porque, embora seja necessdria a acdo conjunta das duas, a
taxa PME/poligalacturonase ¢ também importante, pois, uma atividade muito alta
de PME pode tornar a desesterificagdo muito rapida, induzindo a formagdo de
pectatos de célcio insoluveis antes da hidrolise do 4cido péctico pela
poligalacturonase.

O aumento da atividade de PG nos transformantes de P. expansum nao foi
tdo expressivo, quando comparado a dados da literatura, pois, BUSSINK et a/
(1990 e 1991) relataram a obtencdo de linhagens transformantes de espécies de
Aspergillus com aumentos variando de quatro a 55 vezes na atividade de PG em
relacio a atividade apresentada pela linhagem selvagem. Talvez, este fato
pudesse ser explicado em razdo do baixo nimero de integracdes do gene de PG
no genoma de P. expansum, mas BUSSINK et al (1992) relataram que nao
houve correlagdo linear entre o aumento do numero de copias do gene de PG no
genoma de A. niger e a atividade enzimatica apresentada pelos transformantes.
Esses autores sugeriram que a ndo correlagdo ¢ devida a regido de integracdo do
gene no genoma. Portanto, ¢ importante o desenvolvimento de sistemas de
transformagdo altamente eficientes para que grande nimero de transformantes
possa ser obtido e analisado, aumentando, assim, a possibilidade de obtencao de
transformantes com integragdes em regides que permitam expressdo eficiente e
superproducdo desta enzima. No entanto, o aumento do numero de copias de um
gene no genoma nem sempre garante aumento na producdo da enzima, pois, 0s
fatores de transcrigdo gerais e especificos que regulam a expressio do gene
podem ndo ser suficientes para controle eficiente da transcrigdo, o que explicaria
o pequeno aumento da atividade de poligalacturonase detectado nos
transformantes de P. expansum analisados.

Para andlise do padrdo de integragdo do gene nia de Fusarium oxysporum

no genoma de P. expansum, foi feita hibridizagilo do DNA total de alguns
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transformantes, clivado com enzimas de restrigdo, usando como sonda o
fragmento de 4,0 Kb de Hind 1II do pNH24, e verificou-se a ocorréncia de
integragdes homologa, heterdloga e em tandem do plasmideo wusado na
transformagao (dados ndo apresentados).

A hibridizagdlo do DNA total de alguns transformantes com o fragmento
de DNA de 4,4 Kb, correspondente ao gene pgpel de P. expansum, revelou a
ocorréncia de integracdes heterdloga e em tandem do pepgl usado na
transformagdo, semelhante ao que tem sido observado para outros fungos
(ALEKSENKO et al, 1995; QUEIROZ et al., 1998). Nao foi possivel observar
integracdo homologa do gene pepgl, mas a possibilidade de sua ocorréncia nao
pode ser descartada, considerando que o sinal de hibridizagdo observado nas
canaletas 1-6, onde a enzima usada na digestio do DNA ndo cliva o gene,
ocorreu numa faixa de fragmentos de aproximadamente 20 Kb e o gel de agarose
0,8% mnado apresenta boa resolucdo para fragmentos de DNA nesta faixa de
tamanho. No entanto, com a digestdio do DNA das linhagens com a enzima Hpa
I, que cliva o gene pepgl, e com a hibridizacdo, foi demonstrado que todas as
linhagens transformantes apresentam mais de uma copia do gene, pois, o padrao
de hibridizagao ¢ bem diferente daquele da linhagem mutante (Figura 11).

Nao houve correlagdo entre o nimero de copias do gene e atividade de PG
nos transformantes, o que pode ser exemplificado pela comparagdo dos
transformantes T30 e T37, pois, o transformante T30 que aparentemente
apresenta maior numero copias do gene dentre os transformantes analisados,
apresentou menor atividade de PG. Por outro lado, no transformante T37, que
apresenta menor numero de cdpias do gene, observouse maior atividade de PG.
Isto é provavelmente devido a ocorréncia de integragdo em regides do genoma
que nao favorecem a expressdo do gene. O aumento da atividade de PG nesses
transformantes de P. expansum ¢ uma forte evidéncia de que o plasmideo
recombinante pPE 15 contém o gene pepgl completo, inclusive com sua regido

regulatdria.
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FIGURA 11. Andlise dos transformantes de P. expansum por hibridizagdo. A -
Eletroforese em gel de agarose 0,8 % do DNA das linhagens
selvagem (1 e 7), mutante (2 e 8) e transformantes T30, T37, T40
e T43 (3-6 e 9-12) clivado com as enzimas de restricdo Apa 1 (1-
6) e Hpa 1 (7-12), S: Fragmento de DNA de 4,4 Kb de Sa/ 1 do
plasmideo pPE 15, M: DNA do fago A clivado com a enzima Hind
II. B - Auto-radiografia da hibridizacdo com o gene pepgl de P.
expansum.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Trabalhos anteriores demonstraram que a linhagem de P. expansum
isolada em Vigosa apresentou consideravel atividade de poligalacturonase
associada a baixa atividade celulolitica e nula produ¢do da micotoxina patulina,
nas condicdes de cultivo testadas, evidenciando sua potencial aplicagdo nas
industrias  téxtil e alimenticia. Considerando a potencialidade desta linhagem,
diversos estudos fisiologicos e genéticos foram desenvolvidos visando o
melhoramento da producdo dessas enzimas neste fungo, € uma estratégia que
vem sendo utilizada ¢ o isolamento de gene de PG e o aumento do nimero de
copias do gene no genoma visando asuperproducdo da enzima.

A partir do banco genomico de Pencillium expansum, foram isolados
quatro fagos recombinantes denominados APEPGI1, APEPG2, APEPG3 e
APEPG4, utilizando como sonda um fragmernto de DNA de 1,6 Kb contendo o
gene pggl de P. griseoroseum. Andlise do padrio de restricdo e hibridizacdo do
DNA dos fagos APEPG3 e APEPG4 mostrou fragmentos de DNA genomicos
clonados de 14,5 ¢ 16,6 Kb, e também permitiu verificar que estes diferem entre
si e que sdo diferentes do fago APE15 que contém o gene pepg1 de P. expansum.

Dois fragmentos de DNA de Bam HI de 3,6 ¢ 5,1 Kb dos fagos APEPG3 ¢
APEPG4, respectivamente, foram subclonados no vetor pBluescriptD SK+,

originando os plasmideos recombinantes pEPG3 e pEPG4. A presenca de um
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fragmento de DNA interno de 1,6 Kb de Xba I no pEPG4 ¢ uma indicagdo de que
este plasmideo conttm um gene completo de poligalacturonase. Este fragmento
de 1,6 Kb foi subclonado no mesmo vetor, dando origem ao plasmideo pEPG4.1.
A andlise do mapa fisico de restricdo do plasmideo pEPG3 mostrou que um
fragmento de DNA de 1,0 Kb de BamHUSal 1 hibridiza com a sonda. E possivel
que o plasmideo pEPG3 nao contenha um gene de PG completo, mas ha forte
indicagdo de que pelo menos a regdo codificadora esteja completa neste
plasmideo. Estes dados confirmam a ocorréncia de uma familia multigénica
codificando as poligalacturonases de P. expansum.

A seqiiéncia completa de nucleotideos do gene pepgl foi determinada. A
analise dessa seqiiéncia mostrou que este gene apresenta dois possiveis introns de
58 pares de bases, um potencial cis elemento TATA na posigdo -151 e um
potencial CAAT Box na posi¢do -273. A regido codificadora contém 1110 pb,
apos a retirada dos introns, € a partir desta seqiiéncia foi deduzida uma proteina
com 370 aminodcidos. Esta seqiiéncia de aminodcidos apresenta grande
homologia com poligalacturonases de outros fungos filamentosos, com massa
molecular deduzida de 38,4 KDa e ponto isoelétrico teorico de 8,3. A partir do
ponto isoelétrico tedrico desta seqiiéncia, foi possivel inferir que o gene pepgl
nao deve codificar a PGI de P. expansum, podendo codificar a PGII ou a PGIIL.

O gene pepgl foi usado na transformacao de protoplastos do mutante
nia/pabl/faw de P. expansum, na presenca de polietilenoglicol e CaCl. Para a
selecdo dos transformantes em meio minimo contendo nitrato de sodio como
fonte de nitrogénio, foi usado o gene nia de Fusarium oxysporum. Cento e
cinglienta e cinco, dentre os 234 transformantes obtidos foram considerados
estdveis quanto ao gene de nitrato redutase, e foram analisados quanto a
producdo de pectinase total em meio mineral solido tamponado contendo pectina.
Foram observadas linhagens transformantes apresentando halos de degradacdo da
pectina maiores € menores que os da linhagem selvagem e mutante, mas a
maioria dos transformantes apresentou resultado similar ao destas linhagens.

Cinqgiienta e trés transformantes foram caracterizados quanto a producdo

de poligalacturonase. Foram observados transformantes com atividade de PG
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inferior a da linhagem selvagem, mas a maioria dos transformantes analisados
apresentou aumento na atividade dessa enzima, que variou de 10 a 89 % em
relacdo a linhagem selvagem, comprovando que o plasmideo pPE 15 contém o
gene pepgl completo, inclusive sua regido regulatoria, e que ¢ possivel aumentar
a atividade de PG neste fungo por aumento do numero de copias do gene. A
hibridizagdo do DNA total dessas linhagens, clivado com enzimas de restricao,
revelou a ocorréncia de integragdo heterdloga e de multiplas copias em tandem
do gene. Nao houve uma correlacdo linear entre a atividade de pectinase total ¢ a
atividade de PG, nem entre o numero de copias do gene e atividade de PG nestes
transformantes, demonstrando que nem sempre o aumento do nimero de coOpias

do gene leva ao aumento na atividade da enzima.
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