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RESUMO

TEIXEIRA, Janaina Aparecida, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, maio de
2011. Caracterizacdo de linhagens recombinantes de Penicillium
griseoroseum: analise do cariotipo, da expressdo dos genes plgl e pgg2 e da
producéo de pectina liase e poligalacturonase em resposta ao pH do meio.
Orientadora: Elza Fernandes de Aradjo. Co-Orientadores: Marisa Vieira de
Queiroz, Flavia Maria Lopes Passos e Virginia Maria Chaves Alves.

Os estudos genéticos e fisiologicos realizados com o isolado Penicillium
griseoroseum CCT6421 ressaltam as vantagens para a sua aplicacdo como
hospedeiro para producdo de proteinas. A obtencdo e analise de linhagens
recombinantes de P. griseoroseum com alta producdo de pectina liase (PL) e
poligalacturonase (PG) evidenciaram o eficiente sistema de secrecdo desse fungo,
indicando a possibilidade de utilizacdo deste como plataforma para producdo de
proteinas de interesse industrial. Entretanto, pouco é conhecido sobre a organizacao
do genoma de P. griseoroseum e das linhagens recombinantes. Neste trabalho foi
estimado o tamanho do genoma de P. griseoroseum entre 29,8 e 31,0 Mb,
distribuidos em quatro cromossomos. O gene plgl, que codifica PL, estd em copia
unica no genoma de P. griseoroseum e foi localizado no cromossomo Il (9,22 Mb).
A linhagem recombinante T105, que possui coOpias adicionais do gene plgl sob
controle do promotor de gpd de Aspergillus nidulans, apresentou integracfes nos
cromossomos Il, Il e IV. As linhagens recombinantes T146 e T20 possuem,
respectivamente, copias adicionais do gene pgg2 e dos genes pgg2 e plgl, sob o
controle do promotor de gpd de A. nidulans. O gene pgg2 codifica PG em P.



griseoroseum. A andlise da expressdo dos genes plgl e pgg2, nas linhagens
recombinantes de P. griseoroseum multi-copias, mostrou que o0 aumento do numero
de cdpias dos genes proporciona o aumento da producdo enzimatica. Uma cdpia do
gene plgl, sob o controle do promotor constitutivo, proporcionou um aumento de
200 vezes na expressdo em relacdo ao gene enddgeno e duas copias do gene pggz,
também sob o controle do promotor constitutivo, proporcionaram um aumento de
1100 vezes na expressdo em relacdo ao gene enddgeno. A producéo e secrecdo de PL
e PG pelas linhagens recombinantes T105, T146 e T20 de P. griseoroseum sao
afetadas pelas condigdes de cultivo. As linhagens foram cultivadas em meio
tamponado MMT (pH 6,8) e em meio ndo-tamponado MMNT (pH 6,3 — 3,0), para
verificar a expressdo dos genes plgl e pgg2, producdo e secrecdo de PL e PG em
diferentes tempos de cultivo. A transcricdo dos genes plgl e pgg2, nas linhagens
recombinantes, é constitutiva e ndo foi detectado variagdo em ambos 0s meios. No
entanto, a quantidade de proteina total secretada variou em média 7,8 = 1,1 pg/mL no
meio MMT e 3,25 £ 1,50 pg/mL no meio MMNT. A analise por SDS-PAGE das
proteinas do sobrenadante da cultura das linhagens possibilitou verificar uma maior
quantidade de PL e PG secretada no meio MMT do que no meio MMNT. A secrecéo
de PL e de PG foram afetadas pela variagdo do pH do meio, apresentando reducdes
nas atividades de 6,4 e 3,6 vezes, respectivamente, para a atividade detectada em
meio MMNT em comparag¢do ao meio MMT. A variacdo do pH do meio também
alterou a morfologia da hifa e do micélio da linhagem recombinante T20, o que pode
estar relacionado com a reducgéo da secrecdo de PL e PG. Os resultados mostram que
a maquinaria de transcricdo, traducdo e secrecdo de proteinas do fungo P.
griseoroseum responde ao aumento do ndmero de coOpias de genes no genoma,

observando-se as condicdes de cultivo.



ABSTRACT

TEIXEIRA, Janaina Aparecida, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May of
2011. Characterization of recombinant strains of Penicillium griseoroseum:
karyotype analysis, expression of plgl and pgg2 genes and production of
pectin lyase and polygacturonase in response to medium pH. Adviser: Elza
Fernandes de Araljo. Co-advisers: Marisa Vieira de Queiroz, Flavia Maria
Lopes Passos and Virginia Maria Chaves Alves.

Genetic and physiological studies conducted with the isolate Penicillium
griseoroseum CCT6421 emphasize the advantages for it application as a host for
protein production. Obtaining and analysis of P. griseoroseum recombinant strains
with high production of pectin lyase (PL) and polygalacturonase (PG) highlighted the
efficient secretion system found in this fungus, indicating the possibility of its use as
a platform for production of proteins of industrial interest. However, little is known
about the genome organization of P. griseoroseum and its recombinant strains. In
this work, it was estimated that the genome size of P. griseoroseum is between 29.8
and 31.0 Mb, distributed in four chromosomes. The plgl gene, that codifies PL, is in
single copy in genome of P. griseoroseum, and was located on chromosome 11 (9.22
Mb). The recombinant strain T105, which has additional copies of the plgl gene
under the control of gpd promoter of Aspergillus nidulans, showed integrations in
chromosomes 11, 111 and V. The recombinant lineages T146 and T20 have additional
copies of pgg2 gene and pgg2 and plgl genes, under the control of gpd promoter of
A. nidulans, respectively. The gene pgg2 codifies PG in P. griseoroseum. Analysis of

plgl and pgg2 gene expression, in multi-copy recombinant strains of P.

Xi



griseoroseum, showed that the increase of gene copy numbers provides the increased
enzimatic production. One copy of plgl gene, under the control of constitutive
promoter, provided an increase of 200 times in the expression in relation to the
endogenous gene and two copies of the gene pgg2, also under the control of
constitutive promoter, resulted in an increase in the expression of 1100 times in
relation to the endogenous gene. The production and secretion of PL and PG by P.
griseoroseum recombinant strains T105, T146 and T20 are affected by growing
conditions. The strains were cultivated in buffered medium MMT (pH 6.8) and not
buffered medium MMNT (pH 6.3-3.0) to verify the expression of plgl and pgg2
genes, production and secretion of PL and PG in different periods. The transcription
of plgl and pgg2 genes in recombinant strains is constitutive and variation was not
detected in both media. However, the amount of total protein secreted ranged on
average 7.8 + 1.1 ug.mL™* on MMT and 3.25 + 1.50 ug.mL™ on MMNT. The SDS-
PAGE of supernatant proteins allowed detecting larger amount of PL and PG in
MMT than in MMNT. The secretion of PL and PG were affected by variation of
medium pH, presenting reduction of 6.4 and 3.6 times, respectively, on activity
detected on MMNT compared to MMT. The medium pH variation also altered the
hyphal and mycelium morphologies of recombinant strain T20, what can be related
to the reduction of PL and PG secretion. These results show that the transcription,
translation and protein secretion machinery of the fungus P. griseoroseum responds

to increase of gene copy number in genome observing the cultivation conditions.
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1. INTRODUCAO GERAL

Com o avanco da biotecnologia, os fungos tém sido amplamente empregados
para producdo de enzimas de interesse industrial, tornando-se a principal fonte de
enzimas e metabdlitos (Wang et al., 2005). A utilizacdo de fungos filamentosos
como hospedeiros para producdo de proteinas, homdlogas e heter6logas, baseia-se na
eficiéncia desses micro-organismos em secretar grandes quantidades de proteinas nos
meios de cultivo (Nevalainen et al., 2005). Entretanto, além de se basear nos
rendimentos da producdo, a escolha de uma linhagem hospedeira para producéo de
proteinas de interesse industrial, deve levar em consideragcdo as caracteristicas
genéticas, como o controle da regulacdo génica (Punt et al., 2002). Espécies dos
géneros Aspergillus, Trichoderma e Penicillium vém sendo consideradas hospedeiras
eficientes para producdo de proteinas recombinantes (Punt et al., 2002; MacCabe et
al., 2002; Iwashita, 2002; Kanamasa et al., 2003; Nevalainen et al., 2005).

A partir da bioprospeccdo de fungos produtores de enzimas de interesse
biotecnologico, Baracat et al. (1989) avaliaram diferentes fungos filamentosos
qguanto a atividade de pectinases e verificaram que o isolado de Penicillium
griseoroseum CCT6421 apresentou atividade pectinolitica com reduzida atividade de
celulase. A partir dessas informagfes, varios estudos foram conduzidos com P.
griseoroseum para otimizar as condicdes de cultivo para a producdo de enzimas
pectinoliticas (Brumano et al., 1993a; Brumano et al., 1993b; Baracat-Pereira et al.,
1994; Minussi et al.,1998). Posteriormente, outros trabalhos avaliaram a linhagem P.
griseoroseum CCT6421 quanto a produgdo das micotoxinas patulina, citrinina e
ocratoxina A nas mesmas condi¢des de cultivo usadas para producdo de pectinases

(Ferreira, 2000; Vivan, 2002; Visotto, 2003). Esses autores relataram a auséncia



dessas micotoxinas nas condic¢des de cultivo para producdo de pectinases, revelando
o potencial do isolado para aplicacdo na industria alimenticia.

As enzimas pectinoliticas compreendem um complexo de enzimas, capazes
de catalisar a despolimerizacdo de substancias pécticas e pectinas encontradas nas
paredes celulares dos vegetais. Dada a diversidade de substancias pécticas e a
variacdo na estrutura das pectinas ha muitas enzimas pectinoliticas que atuam de
forma coordenada para a completa degradacdo da pectina. Desse modo, as pectinases
podem ser classificadas quanto a acdo na cadeia principal da molécula da pectina,
composta de homogalacturonana e quanto a acéo na regido ramificada, composta de
ramnogalacturonanas | e 11, e cadeias laterais (Lang e Dérnenburg, 2000; Gummadi e
Panda, 2003; Jayani et al., 2005; Yadav et al., 2009). De acordo com 0 mecanismo
de acdo, as pectinases podem ser classificadas em: 1) pectinesterases, que removem
os grupos metil da pectina; 2) despolimerases (hidrolases e liases), que catalisam a
hidrélise das ligacdes glicosidicas das substancias pécticas; e 3) protopectinases, que
solubilizam, por meio de hidrdlise, a forma insolivel de protopectina para formar
pectina e &cidos pectinicos (Kashyap et al., 2001). Dentre as enzimas pectinoliticas
mais estudadas estdo as que atuam na cadeia principal, que incluem: 1) enzimas de
desesterificagdo, como pectina metil esterases (PME, E.C. 3.1.1.11) e pectina acetil
esterase (PAE, E.C. 3.1.1.6), que removem residuos metoxi e acetil da pectina,
produzindo é&cido poligalacturbnico; 2) enzimas de despolimerizacdo, como as
poligalactuonases (PG, E.C. 3.4.1.15), que hidrolisam as liga¢des a — 1,4 da pectina e
as pectato liases (PAL, 4.2.2.2) e pectina liases (PL, 4.2.2.10), que quebram as
ligacdes a — 1,4 da pectina pelo mecanismo de § — eliminagdo (Kashyap et al., 2001;
Gummadi e Panda, 2003; Yadav te al., 2009). Na degradagao por B-eliminagéo, a
clivagem ocorre gerando uma dupla ligagédo entre C-4 e C-5 (Albersheim e Killias,
1962).

O interesse pelas pectinases vem de sua ampla aplicacdo industrial. As
pectinases, principalmente as de origem microbiana, tém uma importante aplicacdo
nos processos das industrias de producéo de sucos e vinhos, podendo ser empregadas
nas etapas de preparacdo das frutas, como maceracdo ou extracdo de suco, na
clarificacdo de vinhos e de sucos, dentre outras aplicactes (Kashyap et al., 2001,
Hoondal et al., 2002; Jayani et al., 2005; Pedrolli et al., 2009). Adicionalmente, essas

enzimas possuem caracteristicas como alta especificidade pelo substrato, catalise



controlada, além de serem biodegradaveis, reduzindo, assim, os problemas de
toxicidade no ambiente e nos produtos (MacCabe et al., 2002).

Nas industrias alimenticias sdo utilizadas preparacGes enzimaticas contendo
misturas das enzimas do complexo pectinolitico. Algumas dessas enzimas
promovem, além da quebra da pectina, a sua desesterificacdo, como é o caso da
pectina esterase (Alafa et al., 1990; Lang e Dérnenburg, 2000). Essa desesterificacdo
pode acarretar na producdo de metanol e consequente volatilizacdo dos esteres
responsaveis pelo sabor, sendo essas transformacdes indesejaveis para a industria. A
utilizacdo de uma preparacdo enzimatica composta preferencialmente por PL tem
sido uma alternativa, uma vez que a PL € a Unica enzima do complexo pectinolitico
capaz de clivar, sem ac¢do prévia de outras enzimas, a ligagdo a-1,4-glicosidica de
pectinas altamente esterificadas (Alafia et al., 1989). No entanto, para produtos
alimenticios destinados ao consumo infantil, a PG é a mais indicada. A preparacdo de
sucos de cenoura requer um tratamento mais brando, a maceracdo, ou seja, a
separacdo de células inteiras. O tratamento enzimatico mantém as células intactas,
sendo que as vitaminas, a cor e 0 aroma sdo preservados e o contetdo celular €
protegido contra a oxidagéo (Lang e DArnenburg, 2000; Gummadi e Panda, 2003).

Embora algumas pectinases sejam indicadas para propositos especificos,
como a PL e PG mencionadas anteriormente, algumas situacdes requerem que as
enzimas pectinoliticas sejam combinadas. O uso de enzimas pode melhorar a
estabilidade da opacidade nos néctares, assim como tornar eficiente a concentracao
de purés. Preparacdes de enzimas como Rapidase LIQ" (Gist-Brocades), Pectinex
Ultra SP (Novo Nordisk) ou Rohapect TF (Rohm), que tém alta atividade de PG e PL
combinadas com celulases e hemicelulases, diminuem a viscosidade, mantendo a
estabilidade da opacidade (Kashyap et al., 2001). Recentemente, poligalacturonases
de Aspergillus carbonarius foram purificadas e utilizadas para producdo de suco de
maca, levando a uma reducdo de 66% na viscosidade do suco (Nakkeeran et al.,
2011). No entanto, os autores concluiram que essa enzima, sozinha, ndo é adequada a
aplicacdo industrial. Preparacfes contendo preferencialmente PG ou PL séo obtidas
por purificacdes de extratos de pectinases microbianas, ou por meio de linhagens que
produzam preferencialmente essas enzimas em grandes quantidades (Lang e
Dornenburg, 2000). Contudo, a producdo de diferentes enzimas por uma mesma

linhagem ¢ interessante, pois facilita a manipulacdo da cultura e evita problemas de



contaminacgdo. Desse modo, pode-se utilizar a linhagem para a producdo de uma ou
outra enzima em maior quantidade.

Na literatura tem sido relatado que a expressdao de genes que codificam
enzimas pectinoliticas em Aspergillus e Penicillium € regulada em nivel
transcricional por condigfes ambientais, como fonte de carbono e pH, ocorrendo a
inducdo por pectina e compostos pécticos, e a repressdo por glicose (Kusters-Van
Someren et al., 1991; Ribon et al., 2002a; Bazzolli et al., 2006; Trigui-Lahiani e
Gargouri, 2007). Kusters-Van Someren et al. (1991 e 1992), ao avaliarem a
expressdo dos genes pelA e pelB de Aspergillus niger, verificaram que esses genes
sdo regulados pelo mecanismo de inducédo pelo substrato e a repressdo catabdlica por
acucares simples, como glicose. Whitehead et al. (1995) caracterizaram a regulacéo
de dois genes que codificam endopoligalacturonase, pecA e pecB, de Aspergillus
flavus. Os autores verificaram que o gene pecB apresentou acimulo de transcritos
somente quando o fungo foi cultivado em pectina e na auséncia de glicose. No
entanto, foram detectados transcritos do gene pecA em micélio cultivado em glicose,
em pectina e glicose ou em pectina. Os autores observaram que a expressao foi maior
quando o micélio foi cultivado em pectina, comparado a expressdo em glicose,
concluindo que os genes pecA e pecB sé&o controlados pelo mecanismo de inducéo
por pectina.

Em nosso laboratério, os genes que codificam poligalacturonase e pectina
liase em P. griseoroseum foram estudados visando entender a sua organizagdo e
regulacdo. Ribon et al. (1999 e 2002b) relataram o isolamento, a partir do banco
genémico de P. griseoroseum, e caracterizacdo de dois genes que codificam PG em
P. griseoroseum. O gene pggl foi expresso apenas em pectina a partir de 72 horas de
crescimento e 0 gene pgg2 foi expresso em todos os tempos estudados a partir de 24
horas, tanto em pectina como em sacarose e extrato de levedura. As regides
codificadoras dos genes pggl e pgg2 possuem, respectivamente, 1251 e 1165 pares
de nucleotideos e ambas sao interrompidas por dois introns. Um polipeptideo de 376
aminoacidos foi deduzido, a partir do sequenciamento do gene pggl, e possui um

possivel sitio de glicosilagdo (Asn®’

) e massa molecular predita de 38,4 KDa. A
proteina deduzida de pgg2 possui 369 aminoacidos, 38,3 KDa e dois potenciais sitios
de glicosilacdo (Asn®® e Asn®*®). A identidade entre as proteinas PGG1 e PGG2 foi
de 57,5%. Com base nas sequéncias génicas, 0s pontos isoelétricos calculados das

proteinas PGG1 e PGG2 foram de, respectivamente, 5,31 e 8,31 (Ribon et al,.



2002b). Em um estudo posterior, Bazzolli et al. (2006) isolaram e caracterizaram
dois genes que codificam pectina liase, plgl e plg2, em P. griseoroseum e
verificaram que 0s genes sao expressos por inducdo pelo seu substrato, a pectina. A
regido codificadora do gene plgl é composta de 1341 pb interrompida por dois
introns, de 101 pb e 115 pb. O gene plg2 é compreendido por uma sequéncia de 1378
pb, contendo quatro introns, de 56, 60, 52 e 39 pb. As proteinas deduzidas PLG1 e
PLG2, a partir do seqlienciamento dos genes plgl e plg2, apresentaram massas
moleculares aparentes de 40,1 kDa e 40,5 kDa, e pontos isoelétricos (pl) deduzidos
de 9,46 e 5,55, respectivamente. Um alto valor de pl é uma caracteristica interessante
para aplicagdo industrial, pois este em associacdo com o pH de atuagdo confere a
enzima grande pontecial de uso na industria de sucos de frutas acidas.

Outros genes que codificam enzimas pectinoliticas em fungos filamentosos ja
foram isolados e caracterizados. Whitehead et al. (1995) isolaram e caracterizaram
dois genes que codificam endopoligalacturonase, pecA e pecB, de A. flavus, um
fungo fitopatogénico agronomicamente importante. O gene pecA possui 1228 pb,
com dois introns de 58 pb e 81. O gene pecB possui 1217 pb interrompidos por dois
introns de 65 pb e 54 pb. Posteriormente, Trigui-Lahiani e Gargouri (2007) isolaram
0 gene pnll que codifica pectina liase em Penicillium occitanis, um fungo
fitopatogénico. O gene pnll se apresentou em copia Unica no genoma. A sequéncia
desse gene foi caracterizada e revelou uma regido reguladora de 1010 pb e uma
regido codificadora de 1314 pb, interrompida por quatro introns de tamanhos 52 pb
(introns 1 e 3) e 51 pb (introns 2 e 4).

Algumas pectinases vém sendo purificadas e caracterizadas, para se obter
informacdes sobre as suas propriedades fisico-quimicas e, também, sobre sua acéo
catalitica por meio da analise da estrutura protéica (Alafia et al., 1989; Silva et al.
1993; Pages et al., 2001; Niture et al., 2004; Celestino et al., 2006). A primeira
pectina liase estudada foi purificada a partir de uma preparacdo de Pectinol R-10
(Albersheim e Killias, 1962). Posteriormente, outras pectina liases foram purificadas
a partir do cultivo de micro-organismos como Pseudomonas fluorescens (Schlemmer
et al., 1987), Penicillium italicum (Alafia et al., 1989) e A. niger (Sanchez-Torrez et
al., 2003). Armand et al. (2000) utilizaram mutagénese sitio-direcionada para alterar
0s aminodacidos conservados do sitio catalitico da endopoligalacturonase Il (PGII) de
A. niger. Os autores relataram, com base na estrutura cristalografica da PGII, que os
aminoacidos Arg-256 e Lys-258 sdo importantes para a interagdo com o substrato,



sendo inferido que a auséncia de interacdo desses dois aminoécidos e o substrato
mudaria a geometria da distorcao ideal do substrato, que resultaria na diminuicdo da
Vmax- Pouderoyen et al. (2003) avaliaram a processividade da endopoligalacturonase
I (PGI) de A. niger por meio da analise da estrutura cristalografica dessa proteina.
Esses autores observaram que a alteragdo de uma Arg 96 para uma serina elimina a
processividade dessa enzima. Bazzolli et al. (2006), baseados nas sequéncias
nucleotidicas dos genes plgl e plg2, deduziram as sequéncias de aminoacidos das
proteinas PLG1 e PLG2 de P. griseoroseum. Os autores observaram que existem
poucos residuos conservados entre as pectina liases, diferentemente do que ocorre
com as poligalacturonases. A regido conservada (VWIDH) nas pectina liases, que
pode estar envolvida com a funcdo catalitica foi identificada somente para PLG2,
mas essa sequéncia nao foi encontrada em PLGL1. Pedrolli et al. (2010) purificaram e
caracterizaram a exopoligalacturonase produzida por Aspergillus giganteus. Os
autores observaram que a PG de A. giganteus é mais tolerante ao aumento da
temperatura do que as PGI e PGII de Aspergillus japonicus. Também foi sugerido
que os residuos de cisteina da enzima possuem um papel critico na catalise.
Melhoramento genético tem sido conduzido com fungos filamentosos com o
objetivo de aumentar a producdo de pectinases e reduzir os custos de produgéo das
enzimas, utilizando fontes de carbono alternativas e mais viaveis economicamente,
que as substancias pécticas. A obtencdo de linhagens superprodutoras de pectinases
pode ser realizada por meio da manipulacdo do genoma do fungo, utilizando-se
diversas estratégias como a mutacdo, a recombinacdo, seguidas de selecdo
(Leuchtenberger e Mayer, 1991; Fernandes-Salomdo et al., 1996; Solis et al., 1997;
Hadj-Taieb et al., 2002; Varavallo et al., 2007) e a re-introdu¢do de genes visando ao
aumento do nimero de cdpias e ao aumento da expressao dos mesmos (Kusters-Van
Someren et al., 1991; Bussink et al., 1992; Ribeiro, 2001; Lopes et al., 2004; Daly e
Hearn, 2005; Ribeiro, 2005; Cardoso et al., 2008). A re-introducdo no genoma de
genes que codificam pectinases, por meio da manipulacdo genética pela tecnologia
do DNA recombinante, tem sido utilizada com éxito para aumento da producgéo
dessas enzimas em diversos fungos (Bussink et al., 1991; Ruttkowski et al., 1991;
Kusters-Van Someren et al., 1991; Bussink et al., 1992; Khanh et al., 1992; Kusters-
Van Someren et al., 1992; Van den Hombergh et al., 1997; Kitamoto et al., 2001,
Cardoso et al., 2008). Entretanto, apesar dos transformantes apresentarem aumento

do numero de copias do gene no genoma, 0 aumento na atividade enziméatica nem



sempre é observada, uma vez que 0s genes sdo controlados por indugdo com o
substrato.

Visando a eliminacdo da regulacdo a nivel transcricional da sintese de
pectinases, isto €, repressdo catabdlica por aglcares simples e indugao por compostos
pécticos, promotores constitutivos vém sendo empregados. A estratégia de
substituicdo da regido reguladora original (o promotor) por uma que seja constitutiva
e eficientemente ativada tem mostrado bons resultados em varios fungos
filamentosos. Alguns exemplos de promotores fortes e constitutivos utilizados sdo: o
promotor do gene que codifica a piruvato quinase (pki) em A. niger (Kusters-Van
Someren et al., 1992); o promotor do gene que codifica a celulase (cbhl) em
Trichoderma reesei (Margolles-Clark et al., 1996; Chen et al., 2010); o promotor do
gene que codifica a histona H4 em Penicillium funiculosum (Belshaw et al., 2002); e
o promotor do gene que codifica a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (gpd) de
Aspergillus nidulans (Kolar et al., 1988; Mikkelsen et al., 2003). Em vista disso,
linhagens recombinantes de P. griseoroseum tém sido construidas com
superexpressdo de PL e/ou PG, que podem ser cultivadas sob condicbes de repressédo
para as pectinases do tipo selvagem e, portanto, sintetizam uma Unica enzima
pectinolitica, ao invés de um conjunto de diferentes pectinases (Ribeiro, 2005;
Teixeira, 2007; Cardoso et al., 2008). Linhagens recombinantes de P. griseoroseum
com aumento da producdo de PL e PG, denominadas recombinantes T105, T146 e
T20 foram obtidas em nosso laboratério (Aradjo et al., 2005; Aradjo et al., 2007;
Cardoso et al., 2008). A linhagem recombinante T105 possui cépias adicionais do
gene plgl, sob controle do promotor de gpd de A. nidulans. As linhagens T146 e T20
possuem, respectivamente, cépias adicionais do gene pgg2 e dos genes pgg2 e plgl,
sob o controle do promotor de gpd de A. nidulans. As linhagens foram caracterizadas
quanto a producdo enzimatica, em sacarose ou caldo de cana, apresentando aumentos
nas atividades enzimaticas de 15 vezes para a PG, na linhagem T146, e de 132 vezes
para a PL, na linhagem T105, quando comparadas a linhagem selvagem.

ApoOs a obtencdo das linhagens recombinantes, torna-se necessaria a
realizacéo de analises genéticas para verificar a estabilidade e o nUmero de cépias do
gene integrado. Para que as linhagens modificadas possam ser usadas na industria, a
utilizacdo de plasmideos integrativos e estaveis é essencial para producéo da proteina
de interesse. Em estudo, visando o desenvolvimento de ferramentas genéticas, para

manipulagdo de plasmideos em Penicillium nalgiovense, Fierro et al. (2004)



compararam a estabilidade entre plamideos integrativos e replicativos. Os autores
observaram que 68 a 84% dos conidios conservaram o plasmideo replicativo, apds
uma geracdo sem pressdao seletiva. No entanto, o plasmideo integrativo mostrou
maior estabilidade (96,9%), a qual foi atribuida ao fato de que este se integra no
genoma. Em varias pesquisas com micro-organismos, em que se objetiva a producao
de algum metabdlito secundario ou mesmo de proteinas, € comum a opcao por
vetores integrativos, como uma forma de tornar mais estaveis as modificacfes
introduzidas no genoma (Kolar et al., 1988; Van den Hombergh et al., 1997;
Belshaw et al., 2002; Daly e Hearn, 2005).

A combinacdo de técnicas moleculares tem permitido identificar e
caracterizar variagdes na estrutura dos genomas de espécies relacionadas e em uma
mesma espécie, assim como, a re-introducdo de seqiéncias de DNA exdgenas.
Exemplos de sucesso séo descritos na literatura como no caso da localizagéo e
anélise do agrupamento dos genes de biossintese da penicilina, no qual Férber e
Geisen (2000) estudaram o cariétipo molecular de P. nalgiovense e Penicillium
chrysogenum utilizando a técnica de eletroforese em campo pulsado (PFGE) em
associagao com a técnica de hibridizacdo. Esses autores demonstraram que ambas as
espécies tem um cariotipo similar, possuindo quatro cromossomos cada. Entretanto,
ha diferencas no tamanho dos cromossomos que é refletido na diferenca de 7,6 Mb
entre 0s genomas das duas espécies e, foi observado também que, ha clara diferenca
entre a localizagdo cromossomal do conjunto de genes para producgéo de penicilina.
Leem et al. (2003) clonaram um fragmento de gene da fosfolipase D (pld) em
Coprinellus congregatus pelo método REMI (integracdo mediada por enzima de
restricdo). Os autores observaram por meio do cariétipo de C. congregatus, que essa
espécie tem sete cromossomos com tamanho numa faixa de 1,6 — 4,7 Mb e o gene
pld esta localizado no cromossomo IV. Essa combinacdo de técnicas podera ser
utilizada para caracterizacdo das linhagens recombinantes de P. griseoroseum, uma
vez que os genes, que codificam enzimas pectinoliticas na linhagem selvagem, séo
genes copia-Unica e poderdo ser diferenciadas as coOpias enddgenas e as copias
integradas por meio de transformacao.

Dentre essas técnicas, a de PCR em tempo real tem se destacado como uma
ferramenta importante para a compreensdo da organizagdo e funcionalidade do
genoma de diversas espécies. Wilhelm et al. (2003) propuseram um método para
estimacdo do tamanho do genoma por PCR em tempo real e utilizaram como padréao



de validacdo, espécies cujo genomas tinham sido completamente seqiienciado, para
comprovar sua teoria. O método se baseia na utilizacdo de genes que séo copia unica
no genoma, a partir do qual se pode calcular a quantidade de DNA correspondente ao
tamanho hapléide (valor C) de um genoma. O tamanho do genoma é calculado pela
formula "= C x Na x Mp,™, onde Na é 0 nimero de Avogrado (6,022x10%° mol™) e
Mpb'l é a média da massa molecular de um par de base (660 g.mol™). Usando a
técnica descrita acima, Zuccaro et al. (2009) estimaram o tamanho do genoma do
fungo Piriformospora indica e confirmaram os resultados por meio do PFGE. Por
meio da adequacdo da metodologia, Lee et al. (2008) determinaram o nimero exato
de copias do gene rrn (rDNA) no genoma de Escherichia coli K12, utilizando como
normalizador o gene copia Unica da D-1-deoxixilulose 5- fosfato sintase (dxs). Marx
et al. (2009) apresentaram um método baseado na integracdo do vetor dentro do
I6cus de rDNA e amplificacdo do vetor pds-transformacdo por repetidas selecoes
com concentragdes crescentes de antibidticos. Os autores utilizaram PCR em tempo
real para determinar o nimero de copias de genes inseridos e amplificados no locus
de DNA ribossomal e correlacionaram o aumento do numero de copias com o
aumento da producdo da proteina. Um estudo similar foi realizado por Nijland et al.
(2010), ao analisarem o0 agrupamento de genes para biossintese de penicilina em P.
chrysogenum. Os autores conseguiram avaliar a expressao em linhagens multicopias
e em linhagens isogénicas, comparando os efeitos de aumento da dosagem génica na
producdo das proteinas. Outros trabalhos demonstraram, ainda, ser possivel a
utilizacdo dessa técnica para correlacionar o nimero de copias com 0 aumento da
biomassa e da quantidade de zoGsporos, por meio da analise da regido ITS1 em
fungos anaerobios do ramem (Lwin et al., 2011). A diversidade de aplicacdo dessa
técnica e a rapidez de diagndsticos vém favorecendo a sua escolha em relacdo a
outras técnicas.

O crescimento microbiano e a produc¢do de metabolitos, incluindo as enzimas,
sdo afetados por varios parametros como, a composi¢do do meio de cultivo, inéculo,
pH, temperatura, aeracdo e agitacdo, dentre outros. De acordo com estudos
disponiveis na literatura, as variagbes no pH do meio podem interferir no
crescimento do organismo e na producdo de enzimas, sendo necessaria a manutencéo
do pH para se obter uma producdo e uma secrecdo eficiente das enzimas
extracelulares (Brumano et al., 1993a; Fawole e Odunfa, 2003; Patil e Dayanand,
2006). Alonso et al. (2005), ao estudarem as condi¢des de cultivo de Yarrowia



lipolytica para producdo de lipase, observaram que ocorria diminui¢do do pH do
meio nas etapas iniciais de cultivo. Os autores observaram que, apés a diminuigéo
inicial ocorria a estabilizacdo do pH, quando os nutrientes eram metabolizados pelas
células. Wang et al. (2005) inferiram que o controle de pH do meio de cultivo pode
diminuir a atividade de proteases extracelulares, aumentando-se, assim, o rendimento
na producdo de outras proteinas.

Uma vez obtida a linhagem recombinante e confirmada sua estabilidade
genética, outro aspecto a ser levado em consideracdo é a producdo e secrecdo de
enzimas extracelulares. Em muitos micro-organismos, principalmente em fungos
filamentosos, as condigdes de cultivo sdo fatores determinantes para producdo de
proteinas de interesse com o rendimento desejado (Wang et al., 2005). Cardoso et al.
(2010) e Goncalves (2006) estudaram a producdo de PL pela linhagem T105
cultivada em biorreator com volume de trabalho de 10 L. Alta atividade de PL foi
obtida quando a linhagem T105 foi cultivada em sacarose comercial e em caldo de
cana, que sao fontes de carbono de baixo custo. Posteriormente, Gongalves (2008)
utilizou a Metodologia de Superficie de Resposta (RSM) para escalonar a producgédo
de PL e PG, pela linhagem recombinante P. griseoroseum T20, em frascos com
volume de trabalho de 200 mL e em biorreator com volume de trabalho de 10 litros,
utilizando agucar cristal (sacarose) como fonte de carbono. A méxima producéo de
PL ocorreu em 87,7 horas de cultivo e 15,7 g/L de sacarose. Nessa condicdo, a
atividade estimada de PL foi de 2428 U/mL. A maxima producéo de PG ocorreu em
83,8 horas. Nessa condicéo, a atividade estimada de PG foi de 9465 U/mL. Fontana
et al. (2009) avaliaram a producdo de poligalacturonases por Aspergillus oryzae,
empregando o desenvolvimento de experimento fatorial, usando biorreatores
agitados e aerados mecanicamente. Ap6s 96 horas de cultivo foi detectada uma
atividade de 86,2 U/mL de endo-PG e 60,6 U/mL de exo-PG, sendo observado que
condicdes minimas de oxigenacdo proporcionaram 0 aumento da producdo
enzimatica. Os autores concluiram ainda que a manutencédo do pH do meio de cultivo
ndo resultou em aumentos significativos nos niveis enzimaticos.

Vérias abordagens tém sido empregadas para estudar a secre¢cdo de proteinas
por fungos, sendo a fusdo de proteinas, a estratégia mais bem sucedida até agora.
Gordon et al. (2000) monitoraram a secrecdo de proteinas em A. niger, por
fusionarem a glicoamilase e a GFP (GLA::sGFP). Nas linhagens transformadas

obtidas, a fluorescéncia foi detectada na regido da parede celular das hifas e no septo,
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revelando maior intensidade na regido apical da hifa. Posteriormente, esses
transformantes foram submetidos a mutagénese com radiacdao UV. Trés mutantes
foram selecionados, pela incapacidade de formar halo de hidrolise e, ao serem
analisados quanto a fluorescéncia, mostraram acumulo intracelular de GLA::sGFP,
ndo sendo detectado fluorescéncia na parede celular ou no septo. Os autores
concluiram que esse sistema pode ser utilizado para estudar a dinamica da secre¢édo
de proteinas in vivo e como ferramenta para isolamento de mutantes da via secretora
geral. Varios estudos sobre a via de secrecdo em fungos filamentosos tém mostrado
que a formacdo de vesiculas de secrecdo ocorre na regido subapical e avanca para a
extremidade da hifa (“Spitzenkdrper”) (Gordon et al., 2000; Masai et al., 2003;
Fischer et al, 2008). Tem sido assumido que as proteinas produzidas sdo secretadas
pela mesma maquinaria que transporta as proteinas requeridas para o crescimento
polarizado da hifa (Pel et al., 2007). Desse modo, condi¢fes que afetam ou que
modifiquem o crescimento normal das hifas, também podem afetar a secrecdo de
proteinas. Segundo Braun e Vecht-Lifshitz (1991), a morfologia de fungos
filamentosos pode variar entre duas formas: esféricas e filamentos livres, quando
cultivados em fermentacao submersa, tendo essas modificagdes grande efeito sobre a
producéo e secrecdo de proteinas. Masai et al. (2003) reportaram que a mudanca de
temperatura alterou a distribuicdo das vesiculas de proteinas no espaco intracelular
da hifa. Outros trabalhos relataram que o aumento do nimero de ramificacdes da hifa
possibilitou 0 aumento da secrecdo de amilase, por linhagens mutantes de A. oryzae
cultivadas em substrato sélido (Biesebeke et al., 2005).

Considerando o potencial das linhagens recombinantes de P. griseoroseum,
obtidas em nosso laboratério, como organismos produtores de enzimas pectinoliticas
e a ampla aplicacdo industrial dessas enzimas, propGem-se a caracterizacdo genética
dessas linhagens. Portanto, os objetivos deste trabalho foram: determinar o tamanho
do genoma e 0 numero de cromossomos de P. griseoroseum, bem como a localizacao
do gene plgl enddgeno, que codifica para pectina liase; analisar o nimero de cdpias
e a expressdo dos genes plgl e pgg2, sob o controle do promotor do gene da
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (gpd) de A. nidulans, integrados no genoma
das linhagens recombinantes de P. griseoroseum; e avaliar a producdo e secrecdo de
PL e PG, a partir da analise do extrato celular e do sobrenadante da cultura das
linhagens selvagem e recombinantes de P. griseoroseum cultivadas em meios com

variacao de pH.
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CAPITULO 1

Andlise do cariotipo, do niumero de cdpias e da expressdo dos genes plgl e pgg2
de linhagens recombinantes de Penicillium griseoroseum com alta producéo de

pectina liase e poligalacturonase
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Resumo

O fungo Penicillium griseoroseum apresenta potencial de aplicacdo em escala
industrial, como hospedeiro para producdo de proteinas homologas e heterdlogas.
Neste trabalho foi estimado o tamanho do genoma de P. griseoroseum entre 29,8 e
31,0 Mb, distribuidos em quatro cromossomos. O gene plgl, que codifica pectina
liase (PL), estd em copia Unica no genoma de P. griseoroseum e foi localizado no
cromossomo Il (9,22 Mb). A linhagem recombinante T105, que possui cépias
adicionais do gene plgl, sob controle do promotor de gpd de Aspergillus nidulans,
apresentou integracGes nos cromossomos Il, Il e 1V. As linhagens T146 e T20
possuem, respectivamente, cdpias adicionais do gene pgg2 e dos genes pgg2 e plgl,
sob o controle do promotor do gene gpd de A. nidulans. O gene pgg?2 codifica PG em
P. griseoroseum. A analise da expressdo dos genes plgl e pgg2, nas linhagens
recombinantes de P. griseoroseum multi-cOpias, mostrou que o aumento do nimero
de copias dos genes proporciona 0 aumento da producgdo enzimatica. Uma copia do
gene plgl, sob o controle do promotor constitutivo, proporcionou um aumento de
200 vezes na quantidade de transcritos em relacdo ao gene enddgeno e duas copias
do gene pgg2, também sob o controle do promotor constitutivo, proporcionaram um
aumento de 1100 vezes em relagdo ao gene enddgeno. Estes resultados sugerem que
a magquinaria de transcricdo, traducdo, e secrecdo de proteinas do fungo P.

griseoroseum responde ao aumento do nimero de copias de genes no genoma.

Palavras chaves: Penicillium griseoroseum; estrutura do genoma; expressao génica;

producdo de proteinas; pectinases
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1. Introducéo

O fungo filamentoso Penicillium griseoroseum tem sido utilizado como
hospedeiro para producédo de proteinas homologas e heterdlogas. O isolado selvagem
P. griseoroseum CCT6421 foi considerado como sendo promissor para produgédo de
pectinases, tendo sido demonstrado a auséncia de producdo de micotoxinas como
patulina, citrinina e ocratoxina A nas condi¢Ges de cultivo para producdo de
pectinases (Baracat et al., 1989; Cardoso et al., 2010). Outra caracteristica
importante desse fungo é a auséncia de proteases secretadas no meio de cultivo
(Cardoso et al., 2010). Essas caracteristicas destacam a vantagem da sua aplicacéo
como linhagem hospedeira, visando a producdo de proteinas em escala industrial.
Entretanto, pouco se conhece sobre a organizacdo do genoma de P. griseoroseum,
sendo a compreensdao da organizacdo do genoma e dos mecanismos da regulacéo
génica requisitos importantes para utilizacdo de um organismo como hospedeiro para
producéo industrial de metabdlitos de interesse.

Tendo em vista a utilizacdo do P. griseoroseum como produtor de enzimas
pectinoliticas e a aplicacdo dessas enzimas na industria de sucos de frutas e vinhos,
varios trabalhos foram realizados para aumentar a producdo dessas enzimas (Baracat-
Pereira et al., 1994; Minussi et al., 1998). Para entender a organizacédo e regulagéo
dos genes que codificam poligacturonase (PG) e pectina liase (PL) em P.
griseoroseum, Ribon et al. (2002) e Bazzolli et al. (2006) isolaram e caracterizaram
dois genes que codificam PG (pgg2 e pggl) e dois genes que codificam PL (plgl e
plg2), respectivamente. Outros estudos mostraram que estes genes estdo em copias
Unicas no genoma e sdo regulados em nivel transcricional, sendo induzidos por
pectina e reprimidos por glicose (Bazzolli et al., 2008; Ribon et al., 2009). Os
autores relataram que o nivel de transcritos dos genes pgg2 e plgl sdo mais elevados
do que o nivel de transcritos dos genes pggl e plg2. Posteriormente, os genes plgl e
pgg2 foram caracterizados como responsaveis pela maior contribuicdo para producéo
de enzimas pectinoliticas em P. griseoroseum.

Trabalhos prévios mostraram o desenvolvimento de um sistema de
transformacéo heterdloga utilizando o género Penicillium. Queiroz et al. (1998)
desenvolveram um sistema de transformacdo heter6loga de um mutante de P.
griseoroseum para a assimilacdo de nitrato com o gene nia de F. oxysporum. Para
aumentar a produtividade da proteina de interesse em linhagens hospedeiras, a

obtencdo de linhagens multi-copias para o gene alvo tem sido empregada com
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sucesso, utilizando varias espécies de Aspergillus, Penicillium, Thichoderma e
leveduras, como Pichia pastoris (Nevalainen et al., 2005, Marx et al., 2009). O
aumento da producdo de proteinas por essas linhagens tem sido alcancado pela
utilizagdo de vetores de expresséo integrativos contendo o gene alvo sob controle de
um promotor forte e constitutivo (Belshaw et al., 2002; Lopes et al., 2004; Chen et
al., 2010). Empregando-se essa estratégia, linhagens recombinantes de P.
griseoroseum com aumento na producdo de PL e PG foram obtidas. As linhagens
recombinantes denominadas T105, T146 e T20 possuem cépias adicionais dos genes
plgl e pgg2, sob o controle do promotor forte e constitutivo do gene que codifica a
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (gpd) e a regido de terminagdo do gene que
codifica a triptofano sintetase (trpC) de Aspergillus nidulans (Aradjo et al., 2005;
Araujo et al., 2007; Cardoso et al., 2008). A linhagem recombinante T105 possui
copias adicionais do gene plgl, sob controle do promotor de gpd de A. nidulans. As
linhagens T146 e T20 possuem, respectivamente, cdpias adicionais do gene pgg2 e
dos genes pgg2 e plgl, sob o controle do promotor de gpd de A. nidulans. As
linhagens foram caracterizadas quanto a producdo enzimatica, em sacarose ou caldo
de cana, apresentando aumentos nas atividades enziméticas de 15 vezes para a PG,
na linhagem T146, e de 132 vezes para a PL, na linhagem T105, quando comparadas
a linhagem selvagem (Aradjo et al., 2007; Cardoso et al., 2008).

A combinacdo de técnicas moleculares tem permitido identificar e
caracterizar modificacdes na estrutura dos genomas de diferentes organismos, como
a re-introducdo de sequéncias de DNA. A técnica de PCR em tempo real tornou-se
uma ferramenta importante para a compreensao da organizacdo e funcionalidade do
genoma de diversas espécies modelos e de aplicabilidade industrial. A partir dessa
técnica, varios métodos foram propostos, dentre eles um método para estimar o
tamanho do genoma, utilizando-se genes cdpias Unicas no genoma (Wilhelm et al.,
2003). Por meio da adequacdo dessa metodologia, também tem sido possivel
determinar o nimero exato de cépias de um gene, utilizando como normalizador um
gene copia unica (Whelan et al., 2003; Lee et al., 2008; Nijland et al., 2010).

Os estudos geneticos e fisioldgicos realizados com o isolado P. griseoroseum
CCT6421 ressaltam as suas vantagens para utilizagdo do mesmo como hospedeiro
para producdo de proteinas. Visando ampliar o conhecimento sobre a organizacao do
genoma e regulagcdo génica nas linhagens recombinantes de P. griseoroseum, foi

conduzida a anélise do tamanho do genoma e do nimero de cromossomos de P.
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griseoroseum, bem como a localizagdo do gene plgl, que codifica pectina liase, por
meio das técnicas de eletroforese em campo pulsado (PFGE), hibridizacdo e PCR em
tempo real. Apo6s a determinacdo do nimero de cépias dos genes plgl e pgg2, em
linhagens recombinantes de P. griseoroseum com aumento da expressao de pectina
liase e poligalacturonase, foi possivel inferir sobre o aumento do nimero de cdpias
dos genes e 0 aumento da producdo enzimatica. Além disso, a expressdo dos genes
plgl e pgg2 na linhagem recombinante T20 foi analisada, mostrando a super

expressdo desses genes.
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2. Material e Métodos

2.1. Micro-organismos

A linhagem selvagem P. griseoroseum CCT6421, isolada na Universidade
Federal de Vigosa, a linhagem mutante P. griseoroseum PG63 niaD", obtida por
Pereira et al. (2004) e as linhagens recombinantes P. griseoroseum T105 (Aradjo et
al., 2005; Cardoso et al., 2008), T146 (Araujo et al., 2007) e T20 (Araujo et al.,
2007) foram utilizadas. A linhagem mutante P. griseoroseum PG63 niaD™ possui 0
genoma idéntico ao da linhagem selvagem de P. griseoroseum, com exce¢do da
delecdo de 122 pb no gene niaD’, que codifica a nitrato redutase (Pereira et al.,
2004). As linhagens recombinantes de P. griseoroseum T105 e T146 contém,
respectivamente, copias adicionais do gene plgl e do gene pgg2. Em ambas as
linhagens recombinantes, os genes plgl e pgg2 estdo sob o controle do promotor do
gene que codifica a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (gpd) e a regido de
terminacdo do gene que codifica a triptofano sintetase (trpC) de A. nidulans. A
linhagem recombinante de P. griseoroseum T20 é derivada da linhagem T105 e
possui copias adicionais de ambos 0s genes, plgl e pgg2, sob o controle do promotor
do gene gpd e a regido de terminacdo do gene trpC de A. nidulans (Aradjo et al.,
2007).

2.2. Meios e condic¢es de cultivo

As linhagens foram cultivadas a 25°C por sete dias, em placas de Petri
contendo meio de cultivo Batata Dextrose Agar (BDA), para obtengio do in6culo em
solucdo de Tween 80 a 0,2% (v/v). A padronizacdo do indculo foi feita pela
contagem dos conidios em camara de Neubauer. Para avaliar a expressdo dos genes
plgl e pgg2, 10° conidios por mililitro, obtidos das linhagens PG63 e recombinante
T20, foram inoculados em meio liquido minimo mineral tamponado (pH 6,8)
contendo K,HPO, 6,98 g.L™; KH,P0,45,44 g.L ™" (NH.)>S04 1,0 g.L ™, suplementado
com MgS0,.7H,0 1,1 g.L™, sacarose 10 g.L™" e extrato de levedura 0,6 g.L™. As
linhagens foram cultivadas em frascos Erlenmeyer de 250 mL, com volume de 100
mL e mantidas sob constante agitacdo de 150 rpm e temperatura de 25°C, durante um
periodo de 120 horas. Amostras foram coletadas em intervalos de 12 horas ou
quando mencionado. O micélio utilizado para a extragdo de RNA total e massa seca
micelial foi obtido por filtragdo das culturas em peneira de 400 malhas/pol? (37 pm

de poro). Os experimentos foram conduzidos com trés repeticdes.
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2.3. Preparacéo dos protoplastos e inclusdo em agarose

A obtencéo de protoplastos foi baseada no método de Dias et al. (1999), com
modificacdes. As linhagens foram cultivadas por 18-20 horas e a 800 mg de micélio
foram adicionados 5 mL de estabilizador osmotico (tampéo fosfato 10 mM; KCI 0,6
M) e 30 mg de “Lysing Enzymes” L1412 (SIGMA®). A mistura foi incubada a 80
RPM e 30°C, durante 3-4 horas. Os protoplastos foram filtrados em gaze estéril e
lavados 2 vezes em 5 mL do estabilizador osmético e a cada lavagem centrifugados a
2300 g durante 5 minutos. Os protoplastos foram ressuspendidos para uma
concentracdo final de 10" a 10® protoplastos.mL™. A suspensdo de protoplastos foi
misturada a igual volume de solucéo de agarose 1,4% a 50°C, incluida em formas
préprias e incubadas a 4°C por 10 minutos. Os blocos de agarose contendo 0s
protoplastos foram transferidos para tubos Eppendorfs contendo 1 mL de solu¢do de
NDS (N-lauroyl sarcosinato 1%; EDTA 50 mM pH 8,0; Tris HCI 10 mM) e 50 uL
de proteinase K (20 mg/mL) e incubados a 50°C por 48 horas. Apos lise dos
protoplastos os blocos foram lavados 2 vezes em EDTA 50 mM pH 8,0 a 50°C por
30 minutos. Esse procedimento foi repetido duas vezes e os tubos contendo os blocos

foram estocados em geladeira (4°C).

2.4. Avaliacgao do cariotipo por eletroforese em campo pulsado (PFGE)

O gel foi preparado usando Chromosomal grade agarose (Bio-Rad) 0,8% em
TBE 0,5 X (Tris-Borato 45,0 mM, EDTA 1,0 mM pH 8). O tampéo foi trocado a
cada 48 horas e mantido a temperatura constante de 10°C. A corrida foi conduzida no
equipamento CHEF-DRII — Bio-Rad com corrente de 1,2 Vem™ e os pulsos,
divididos em trés blocos: B1 8400-13000 s, 75 h; B2 3300-5400s, 90 h; B3 2000-
2700, 45 h. Apds separacao dos cromossomos, o gel foi tratado com 100 mL de agua
destilada contendo 5 uL de solugdo de brometo de etideo (10 mg/mL) por 30 a 60
minutos e depois colocado em agua destilada por pelo menos 30 minutos. Em
sequida, o gel foi analisado e a imagem foi digitalizada em aparelho de foto-

documentacao apropriado.

2.5. Extracdo de DNA total

O DNA total foi extraido conforme Specht et al. (1982), com modificagdes. O
micelio (1,0 g) foi triturado em nitrogénio liquido e transferido para microtubo
contendo 400 puL de tampao de extracdo (Tris 50 mM pH 8,0; EDTA 20 mM pH 8,0;
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NaCl 250 mM; SDS 1%), o qual foi incubado a 70°C durante 30 minutos.
Adicionaram-se 350 pL de acetato de potassio 5 M ¢ incubou-se em banho de gelo
por 30 minutos. A mistura foi centrifugada a 10000 g/10 min e o sobrenadante
transferido para um novo tubo. Adicionou-se metade do volume de fenol-
cloroférmio, sob leve agitacdo, mantendo em banho de gelo. Centrifugou-se a 13000
g/ 5 min, transferiu-se a fase superior para um novo tubo e adicionou-se metade do
volume de isopropanol; incubou-se a -20°C durante 2 horas. Em seguida, a mistura
foi centrifugada a 13000 g durante 5 minutos e os &cidos nucléicos lavado com
alcool 70%, secos a temperatura ambiente e ressuspendidos em agua miliQ
autoclavada. Adicionaram-se 2 uL. de RNAase (10 mg/mL concentragdo-estoque),

incubando a 37°C durante 30 minutos.

2.6. Andlise por hibridizacdo

Ambos, o DNA total e 0 DNA cromossomal, apds separacéo por eletroforese
em gel de agarose, foram transferidos para uma membrana de nailon (Duralon-
UV™, Stratagene) por capilaridade, segundo as recomendacdes de Sambrook et al.
(1989). Previamente a transferéncia, o gel foi tratado com solucdo de desnaturacéo
(NaCl 1,5 M; NaOH 0,5 M) e de neutralizagao (Tris-HCI 0,5 M pH 7,0; NaCl 1,5 M)

pelo periodo de 1 hora para cada tratamento.

2.6.1. Anélise da regido telomérica para determinacdo do numero de
cromossomos em P. griseoroseum

O DNA total do P. griseoroseum foi clivado com as enzimas de restricdo
BamHI, EcoRIl e Smal e os fragmentos gerados foram submetidos a separacéo
eletroforética em gel de agarose a 0,8% para analise da regido telomérica. Essas
enzimas ndo possuem sitios de clivagem no fragmento da regido telomérica utilizado
como sonda. A hibridizacdo (Southern, 1975) foi feita durante 18 horas a 38°C,
utilizando o kit DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit Il
(Roche®, Roche Applied Science), seguindo as recomendacdes do fabricante para
condicgdes de baixa extringéncia. A membrana foi lavada duas vezes em SSC 2X e
SDS 0,1% a 25°C durante 5 minutos e 2 vezes em SSC 1X e SDS 0,1% a 55°C
durante 15 minutos. A marcagéo da sonda foi feita por meio de PCR do fragmento de
225 pb obtido do pTell3 (Levis et al., 1997), que contém uma regido da extremidade
telomérica de Botrytis cinerea.
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2.6.2. Localiza¢ao cromossdmica do gene plgl

A membrana contendo o DNA cromossomal foi hibridizada por 18 horas a
65°C com a sonda contendo a regido codificadora do gene plgl (Bazzolli et al.,
2006) marcado radioativamente com [a-*’P]d-ATP, empregando-se o “Random
Prime IT Labeling Kit” (Stratagene). A membrana foi lavada duas vezes em SSC 2X
e SDS 0,1% durante 20 minutos e 2 vezes em SSC 1X e SDS 0,1% durante 10
minutos a 65°C. A membrana foi exposta ao filme XOMAT K (Kodak), mantida a

temperatura de -80°C e, ap0s, foi revelada a autoradiografia.

2.7. Extracdo de RNA total e reacdes de transcriptase reversa dos genes
plgl e pgg2 nas linhagens PG63 e recombinante T20

O RNA total foi extraido utilizando-se reagente Trizol, T9424 (TRI Reagent,
Sigma®). O micélio foi triturado em nitrogénio liquido e 200 mg foram transferidos para
microtubo de centrifuga, contendo 1,0 mL de Trizol e 150 uL de PVP-40 (Polyvinyl
pyrrolidona - 40, Sigma® a 20%. Apés homogeneizacdo em agitador de tubos,
centrifugou-se a 15000 g por 20 minutos e o sobrenadante foi transferido para outro
tubo, adicionando-se 200 pL de cloroférmio. Ap6s nova homogeneizacao, centrifugou-
se a 15000 g por 20 minutos e a fase aquosa superior foi transferida para um novo tubo,
ao qual foram adicionados 250 pL de solug¢ao de precipitagdo (citrato de sédio 0,8 M;
cloreto de sddio 1,2 M) e 250 pL de isopropanol. A mistura foi colocada em repouso em
banho de gelo por 10 minutos. Em seguida, centrifugou-se a 15000 g por 10 minutos, 0
sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado com alcool 80%. O sedimento foi
ressuspendido em 40 pL de agua DEPC autoclavada, incubado por 10 minutos a 65°C e
armazenado a -80°C.

As reacOes de transcriptase reversa foram realizadas utilizando-se o kit “Im

™
I

Prom-Il1"™ Reverse Transcription System” (Promega), de acordo com as instrugdes do

fabricante.

2.8. Analise por PCR em tempo real

O PCR em tempo real foi usado para quantificar o numero de sequéncias alvo
dos genes plgl e pgg2. Os experimentos de quantificacdo relativa e absoluta foram
conduzidos no sistema de PCR em tempo real 7300/7500 (Applied Biosystems,
California, USA). As sequiéncias de oligonucleotideos utilizadas neste trabalho estéo
listadas na Tabela 1. Os oligonucleotideos foram desenhadas no programa Primer

29



Express software (Applied Biosystems, California, USA), com base na seqiiéncia dos
genes plgl (AF502279.1) e pgg2 (AF195113.2) depositadas no banco de dados do

National Center for Biotechnology Information (NCBI).

2.8.1 Quantificacdo relativa da expressdo dos genes plgl e pgg2 nas
linhagens PG63 e recombinante T20

Para quantificar a expressao dos genes plgl e pgg2, foram utilizadas as amostras
de cDNA das linhagens P. griseoroseum PG63 e recombinantes T20, obtidas no item
2.7. Para cada reacdo de PCR foram utilizados 1 pL da mistura de cDNA, 0,2 uM de
cada oligonucleotideo e SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,
California, USA) para concentracdo final de 1X, em um volume final de 25 pL por
reacdo. O gene de y-actina de P. griseoroseum foi utilizado como normalizador

referéncia. O célculo da quantificagdo relativa foi realizado de acordo com o método do

2%t proposto por Livak e Schmittgen (2001). Os testes para a eficiéncia de

amplificacdo e validacdo dos experimentos foram realizados como descrito por Pfaffl
(2001). Os experimentos foram repetidos trés vezes para cada ponto testado, utilizando

trés preparacdes de RNA total obtido de amostras bioldgicas independentes.

Tabela 1: Seqiiéncia de oligonucleotideos para as reacées de PCR em tempo real

Alvos  Oligonucleotideos Seqiiéncia 5’ —3’ Tm (I;’(r)og(u:tg

plgl PlglB_F GGACATGATCTGGATCGAATCA 54,3°C
PlglB_R TGGAGATAGTGACACGCTTGGA 57,8°C 100 pb

pgg2 Pgg2A_F GAACATCTCCGGCCTTAACG 55,8°C
Pgg2A_R CCTCGCTGTTGTCGATGGT 57,6°C 101 pb

y-actina Actl_F TGGGAGCTTCGGTCAAGAGA 58,0°C
Actl_R ACCAACTGGGACGACATGGA 58,6°C 100 pb

2.8.2 Quantificacdo absoluta do niumero de cépias dos genes plgl e pgg2 e
estimativa do tamanho do genoma de P. griseoroseum

Para preparacdo da curva padrdo de DNA foram utilizados os plasmideos
pAN52plgl (6,75 kb) e pAN52pgg2 (6,55 kb), que contém, respectivamente, 0s
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genes plgl (1,39 kb) e pgg2 (1,19 kb) de P. griseoroseum (Ribon et al., 2002;
Bazzolli et al., 2006). A extracdo do DNA plasmidial foi realizada utilizando-se o kit
Wizard® Plus SV Minipreps — DNA Purification System (Promega). As amostras de
DNA total e plasmidial foram quantificadas pela absorvancia a 260 nm e 280 nm em
espectrofotdmetro, sendo utilizadas as amostras com razéo de pureza entre 1,8 e 1,9.

A concentracdo em massa (g) e o tamanho dos plasmideos foram convertidos
para a concentracdo em numero de copias utilizando a seguinte equacdo, proposta
por Whelan et al. (2003):

quantidade de DNA (g) x 6,02 x10” (cépias.mol”)
tamanho do DNA (pb) x 660 (g.mol".pb™)

DNA (nimero de cépias)=

As amostras padrdo de DNA plasmidial foram diluidas em uma razdo de
ordem 1:10. Oito diluicBes seriais numa faixa de 4 x 10* a 4 x 10’ cépias/pL do
plasmideo pAN52plgl e 6 x 10 a 6 x 10" cépias/pL do plasmideo pAN52pgg2
foram utilizadas na construco das curvas-padrdo. A equacdo y = ax+b (R?), obtida a
partir da curva de calibracdo para o gene plgl, foi y = -3,32x+39,924 (0,99) e para o
gene pgg?2 foi y = -3,317x+37,028 (0,97). Para cada reacdo de PCR foram utilizados
5 pL da mistura de DNA (DNA total ou DNA plasmidial diluido 1:5), 0,2 uM de
cada oligonucleotideo e SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,
California, USA) para concentracdo final de 1X, em um volume final de 25 puL por
reacao.

O tamanho do genoma foi estimado com base no valor C, calculado como
descrito por Wilhelm et al. (2003). A quantidade de DNA que corresponde ao
tamanho hapldide (valor C) foi derivada da razdo da massa de DNA (m, determinada
pela absorvancia UV) pelo nimero de copias da seqiiéncia alvo (N, determinada por
PCR em tempo real), ou seja, C = m x N™*. O tamanho do genoma foi calculado por I"
= C x Na X My, onde Na é 0 nimero de Avogrado (6,022x10%° mol™) e My,™ é a
média da massa molecular de um par de base (660 g.mol™).

2.9. Ensaios enzimaticos de pectina liase e poligalacturonase

A atividade de PL foi determinada, conforme descrito por Albersheim e
Killias (1962). A mistura de reagdo continha 1,5 mL do sobrenadante da cultura e 1
mL de pectina citrica P-9135 (SIGMA®) 2,5% (p/v) em tamp&o KH,PO./K,HPO, 50
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mM, pH 6,8. A mistura foi incubada a 40°C por 30 minutos. Aliquotas de 0,5 mL da
mistura de reacdo foram retiradas nos tempos 0 e 30 minutos de incubacdo e
adicionadas em 4,5 mL de HCI 0,01 N, para interrupcdo da reacdo, sendo a
absorvéancia medida a 235 nm. Uma unidade de PL (U) foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para produzir nanomoles de A** galacturonideo por
minuto de reagdo, utilizando-se o coeficiente de extingdo molar 5550 M™* cm™ para o
calculo (Albersheim, 1966).

A atividade de PG foi determinada, baseando-se na dosagem de acucar
redutor, segundo o método do DNS (acido dinitrossalicilico) descrito por Miller
(1959). A mistura de reacdo continha 0,5 mL do sobrenadante da cultura e 1,5 mL de
4cido poligalacturonico P-3889 (SIGMA®) a 1,3% (p/v) em tampdo acetato de s6dio
e NaCl 2,5 M, pH 4,8. A mistura foi incubada a 40°C por 20 minutos. Aliquotas de
0,125 mL da mistura de reacdo foram retiradas nos tempos 0 e 20 minutos de
incubacio e adicionadas em 0,5 mL de DNS, para interromper a reagdo. Acido
galacturdnico G- 2125 (SIGMA®) foi utilizado para obtencdo da curva padrdo. Uma
unidade de PG (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para

produzir micromoles de acido galacturdnico por minuto de reacéo.
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3. Resultados
3.1. Determinacéo do tamanho do genoma, do nimero de cromossomos e

localizacao do gene plgl no genoma de P. griseoroseum

O caridtipo do fungo P. griseoroseum foi determinado por PFGE e mostrou
um padrédo consistindo de quatro bandas cromossomais, com tamanhos estimados de
11,44 Mb (1), 9,22 Mb (1), 6,24 Mb (111) e 4,12 Mb (VI), calculados com base no
padrdo de bandas de Schizosaccharomyces pombe (Figura 1A). O tamanho do
genoma de P. griseoroseum estimado por meio de PFGE foi de aproximadamente
31,0 Mb. A banda correspondente ao cromossomo de 11,44 Mb ndo ficou bem
definida, portanto, para confirmar o nimero de cromossomos de P. griseoroseum, o
DNA total dessa linhagem foi clivado com diferentes enzimas de restricdo e
hibridizado com a sonda contendo um fragmento de 225 pb correspondente a regido
telomérica de B. cinerea obtida do pTell3 (Figura 2). Pode ser observado para cada
enzima um padrdo de oito bandas marcadas, indicando que cada duas bandas
correspondem a um cromossomo. Portanto, o nimero total de quatro cromossomos
foi confirmado a partir do perfil de bandas obtidas na hibridizac&o.

Para determinar a localizagdo cromossomica do gene plgl e a integracdo das
copias do vetor de expressdo pAN52plgl, os cromossomos das linhagens de P.
griseoroseum PG63 e recombinante T105 foram separados por PFGE e transferidos
para membrana de nailon. A membrana foi hibridizada com o fragmento contendo a
regido codificadora do gene plgl marcado com [a-*2P]d-ATP. O resultado indica que
0 gene plgl se localiza no cromossomo |1 (9,22 Mb) da linhagem de P. griseoroseum
e as bandas marcadas observadas para a linhagem recombinante T105 sdo devidas a
integracOes ectopicas do pAN52plgl nos cromossomos I, 111 e 1V (Figura 1B).

A estimativa do tamanho do genoma hapléide por meio da PCR em tempo
real requer a quantificacdo absoluta de um gene copia Unica no genoma. O gene plgl
(Bazzolli et al., 2006), estudado aqui, esta presente em cdpia Unica no genoma da
linhagem P. griseoroseum selvagem e foi utilizado para estimar o tamanho do
genoma desta espécie. A eficiéncia dos oligonucleotideos PlglB (F e R) no PCR em
tempo real foi de 99,7 £ 0,5%, portanto, foram selecionados para a analise. O
controle negativo e a analise da curva de melting realizados com a reacdo de PCR
confirmaram a auséncia de amplificagdes inespecificas e de acimulo de dimeros de

oligonucleotideos. O tamanho do genoma estimado para a linhagem P. griseoroseum
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selvagem, a partir de trés experimentos independentes, foi de 29,8 Mb a 31,0 Mb
(Tabela 2). Este resultado foi semelhante ao resultado obtido a partir da analise do

cariotipo desse fungo (Figura 1).

Tabela 2: Estimativa do tamanho do genoma haploide da linhagem P.

griseoroseum selvagem

Alvo Concentragdo  Curva de Calibracdo®  Numero de " (pb) C (pg)

da amostra y=ax+b (R?) copias alvo
(ng/pL)
plgl 15 -3,32x+39,924 (0,99)  4,6x10° 29,8x10° 0,033
plgl 45 -3,32x+39,924 (0,99)  1,33x10° 31,0x10° 0,034

a— curva dos CT versus o log do n° de copias. a, slope; b, intersecdo; R” coeficiente
de correlagéo.
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PG63 T105 M

PG63  T105

<= Gene pig1

Figura 1: Caridtipo do P. griseoroseum PG63 e do recombinante T105 e localizagdo
do gene plgl. (A) Analise em gel de eletroforese em campo pulsado (PFGE)
mostrando a distribuicdo cromossémica nas linhagens de P. griseoroseum
PG63 e recombinante T105. (B) Hibridizagdo do gene plgl marcado
radioativamente. A seta indica a localizacdo do gene plgl enddgeno no
cromossomo Il de P. griseoroseum. M - Marcador de tamanho
Schizosaccharomyces pombe (5,7; 4,6 e 3,5 Mb).

35



P. griseoroseum
BamH|  EcoRI Smal

Kb

23,1 -

94 -
6,5 -

4,3 -

2,3-
2,0-

0,5-

Figura 2: Analise da hibridizacdo da regido telomérica de P. griseoroseum. Auto-
radiografia do DNA total da linhagem P. griseoroseum selvagem clivado
com as enzimas BamHI, EcoRI e Smal e hibridizado com a sonda contendo
parte da regido telomérica obtida do pTel13.
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3.2. Andlise do numero de cépias dos genes plgl e pgg2 e da producéo de
pectina liase e poligalacturonase nas linhagens recombinantes de P.

griseoroseum

As linhagens recombinantes de P. griseoroseum T105, T146 e T20 sédo
caracterizadas por apresentarem elevada producdo de pectina liase (PL) e
poligalacturonase (PG). Estas linhagens foram geneticamente modificadas e contém
copias adicionais dos genes plgl e pgg2, sob o controle do promotor do gene gpd e a
regido de terminacdo do gene trpC de A. nidulans. Para analisar a relagdo entre
aumento do numero de cdpias destes genes nessas linhagens com a producdo
enzimaética, o numero de copias dos genes plgl e pgg2 foi determinado por meio da
quantificacdo absoluta por PCR em tempo real. A Figura 3 representa o nimero de
copias dos genes plgl e pgg2, calculado para as linhagens P. griseoroseum selvagem,
mutante PG63 niaD" e recombinantes T105, T146 e T20, normalizado para o niUmero
de copias destes genes para a linhagem selvagem. Os genes plgl e pgg2 foram,
anteriormente, isolados e caracterizados, sendo reportado serem genes copia Unica no
genoma de P. griseoroseum (Ribon et al., 2002; Bazzolli et al., 2006). A linhagem
mutante P. griseoroseum PG63 niaD™ obtida por Pereira et al. (2004) possui 0
genoma idéntico ao da linhagem selvagem, com excecdo da delecdo de 122 pb no
gene niaD, que codifica a nitrato redutase. Portanto, PG63 foi utilizado como
controle para validar a técnica de gPCR descrita para determinacdo do numero de
copias. Foi observado que as linhagens recombinantes T105 e T20 possuem,
respectivamente, cinco e duas cépias do gene plgl, enquanto que, as linhagens
recombinantes T146 e T20 possuem duas e trés coOpias do gene pgg2,
respectivamente.

A Figura 4 mostra a atividade de PL e de PG no sobrenadante da cultura das
linhagens recombinantes T105, T146 e T20. As linhagens recombinantes T105 (5
copias de plgl) e T20 (2 cdpias de plgl) apresentaram, respectivamente, 4168 + 590
U/mL e 2412 + 354 U/mL de PL, enquanto que, a linhagem recombinante T146 nao
apresentou atividade de PL, pois ndo possui cdpias adicionais desse gene, somente 0
gene plgl endogeno, que depende de inducdo. Para a atividade de PG foi observado
que as linhagens T146 (2 copias de pgg2) e T20 (3 copias de pgg2) apresentaram
99818 *+ 13390 U/mL e 164669 + 15052 U/mL, respectivamente. A linhagem T105

ndo apresentou atividade de PG, uma vez que possui somente 0 gene pgg2 enddgeno,
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que depende de inducdo. O aumento do nimero de cOpias proporcionou um aumento
de 1,7 vezes na producdo enzimatica tanto para PL quanto para PG, respectivamente,

nas linhagens recombinantes T105 em relacdo a T20 e T20 em relacdo a T146.
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Figura 3: Andlise do nimero de copias dos genes plgl e pgg2. Determinacdo do
namero de cdpias dos genes plgl e pgg2 das linhagens P. griseoroseum
selvagem (W), mutante PG63 e recombinantes T105, T146 e T20. Os
valores estdo normalizados para o numero de copias dos genes plgl e pgg2
para a linhagem selvagem de P. griseoroseum. Os resultados representam as

médias + desvio padrdo de trés experimentos independentes.
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3.3. Avaliacdo da expressdo dos genes plgl e pgg2 nas linhagens
recombinantes de P. griseoroseum

A linhagem recombinante T20 foi selecionada para analise da expressdao dos
genes plgl e pgg2, pois possui copias adicionais de ambos os genes sob o controle do
promotor do gene gpd de A. nidulans. A linhagem P. griseoroseum PG63 foi
utilizada como controle para a expressdo dos genes plgl e pgg2 endogenos.
Considerando que na linhagem T20, a regulacdo desses dois genes esta submetida
aos mesmos fatores transcricionais, 0 objetivo deste experimento foi avaliar se ha
diferenga de expressao entre os dois genes. A Figura 5 mostra a variagdo na
expressao do gene plgl, massa micelial seca e atividade de PL ao longo do tempo de
120 horas de cultivo. Pode ser observado que o acumulo maximo de transcrito do
gene plgl ocorre em 24 horas de cultivo, mas um elevado nivel de expressdo é
mantido ao longo do cultivo, havendo reducdo da quantidade de transcritos no tempo
de 120 horas (Figura 5A). A curva de crescimento das linhagens PG63 e
recombinante T20 estdo apresentadas na Figura 5B. A maior massa micelial seca foi
observada no tempo de 72 horas de cultivo, ocorrendo um decréscimo na massa
micelial seca ap0s esse tempo, sugerindo a ocorréncia de autdlise do micélio devida
ao esgotamento dos nutrientes no meio de cultivo. A atividade enzimética de PL
detectada no sobrenadante da cultura apresenta um aumento gradual ao longo do
tempo de cultivo, sendo a maior atividade (2367 + 316 U/mL) em 120 horas (Figura
5C). A expressédo do gene pgg2 apresentou um perfil semelhante ao observado para o
gene plgl (Figura 6). O maior acumulo de transcrito do gene pgg2 ocorreu em 24
horas de cultivo, mantendo-se um elevado nivel de expressdo ao longo do tempo de
cultivo, e apds 120 horas de cultivo ocorrem reducdo na quantidade de transcritos
(Figura 6A). A atividade enziméatica de PG apresentou um aumento gradual, sendo
detectada a maior atividade (178095 + 18271 U/mL) apds 72 horas de cultivo (Figura
6C).

Ao comparar a expressdo entre as linhagens PG63 e T20, utilizando a
expressédo do gene plgl na linhagem PG63 como normalizador, pdde-se observar que
a copia do gene plgl, sob o controle do promotor de gpd, proporciona um aumento
de 200 vezes na expressdo em relagdo ao gene enddgeno (Figura 7A). Enquanto que,
0 gene pgg2, sob o controle do promotor de gpd, proporcionou um aumento de 1100
vezes na expressdo em relacdo ao gene endogeno (Figura 7B). A diferenca observada
entre 0 aumento da expressdo do gene pgg2 comparado ao gene plgl, ambos
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inseridos no genoma da linhagem recombinante T20, pode ser devida a diferenca no

numero de copias de 2 para 1, respectivamente, para os genes pgg2 e plgl.
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Figura 5: Andlise da expressdo relativa do gene plgl, da curva de crescimento e da
atividade de PL das linhagens PG63 e recombinante T20. (A) Nivel de
expressao relativa ao tempo inicial de 12 horas. (B) Massa micelial seca. (C)
Atividade de PL no sobrenadante da cultura. Os resultados representam as

médias + desvio padrdo de trés experimentos independentes.
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Figura 7: Anélise da expressao dos genes plgl e pgg2 da linhagem recombinante T20
relativa a expressao desses genes na linhagem PG63. Anélise comparativa
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sacarose 10 g L™ e extrato de levedura 0,6 g L ™. Os resultados representam

as médias + desvio padrdo de trés experimentos independentes.
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4. Discussao

Este trabalho descreve pela primeira vez o cariotipo e o tamanho do genoma
do fungo P. griseoroseum, assim como a localizacdo cromossémica do gene plgl,
que codifica pectina liase. Além disso, foi avaliada a expressdo dos genes pgg2 e
plgl em linhagens recombinantes de P. griseoroseum multi-copias para estes genes.
Vérios trabalhos tém demonstrado que a utilizacdo de técnicas moleculares
combinadas tem permitido uma ampla compreensao da organizacao e funcionalidade
do genoma de diversas espécies-modelo e de aplicabilidade industrial. Neste estudo
foi mostrado que P. griseoroseum possui um genoma em torno de 31,0 Mb
distribuido em quatro cromossomos, determinado pela combinacdo das técnicas de
PFGE (Figura 1A), hibridizacdo (Figuras 1B e 2) e por PCR em tempo real (Tabela
2). Estas técnicas possibilitaram determinar a localizacdo do gene de plgl no
cromossomo |l de P. griseoroseum e das copias adicionais do pAN52plgl na
linhagem recombinante de P. griseoroseum T105 integrados nos cromossomos I, 111
e IV. O tamanho do genoma estimado para esta espécie esta de acordo com 0s
estudos realizados para outras espécies do género, como Penicillium notatum (32,1
Mb), Penicillium chrysogenum (32,8 a 34,1 Mb) e Penicillium nalgiovense (26,5Mb)
(Fierro et al., 1993; Farber e Geisen, 2000). Para as trés espécies acima, foi estimado
por meio de PFGE que os respectivos genomas tém tamanhos similares e estdo
distribuidos em quatro cromossomos, variando de 4,0 a 5,0 Mb para os menores
cromossomos e 9,0 a 11,0 Mb para os maiores.

Em trabalhos prévios, Ribon et al. (2002) e Bazzolli et al. (2006) isolaram e
caracterizaram, respectivamente, 0s genes pgg2 e plgl, reportando serem ambos
genes copias Unicas no genoma deste fungo. Deste modo, a estimativa do tamanho do
genoma de P. griseoroseum por PCR em tempo real com base na amplificacdo do
gene plgl foi possivel. O método, proposto por Wilhelm et al. (2003), tem sido
aplicado com sucesso para diversos organismos. As técnicas utilizadas neste trabalho
permitiram obter resultados semelhantes, indicando que o tamanho do genoma de P.
griseoroseum esta na faixa de 29,8 a 31,0 Mb (Tabela 2). Apesar de essas técnicas
fornecerem um conjunto de informac6es sobre a estrutura e organizacdo do genoma,
isoladamente elas possuem limitagdes que podem subestimar ou superestimar 0s
resultados. Portanto, a combinacdo de técnicas moleculares permite uma maior

acuracia dos valores obtidos.
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O aumento na producdo enzimatica como resultado do aumento do nimero de
copias dos genes-alvo tem sido obtido com sucesso por Varios autores,
particularmente em espécies de Aspergillus, Thichoderma e em algumas leveduras,
como Pichia pastoris. Os resultados obtidos neste trabalho mostram que o aumento
do numero de copias dos genes plgl e pgg2 levou ao aumento da atividade de PL e
PG. A razdo de aumento da atividade de PL foi de 1,7 vezes maior para a linhagem
T105 (5 copias de plgl) em relacdo a obtida para a linhagem T20 (2 copias de plgl).
A atividade de PG na linhagem T20 (3 cdpias do pgg2) foi 1,7 vezes maior em
comparacdo com a linhagem T146 (2 copias do pgg2). Em P. pastoris e em outras
leveduras, foi observada uma correlacdo positiva entre 0 nimero de cépias e a
producdo de proteinas de interesse. No entanto, foi observado que essa correlagédo
pode atingir um platé ou que o aumento do nimero de cépias pode ser prejudicial
para a producdo (Marx et al., 2009). Além disso, um crescente numero de trabalhos
tem reportado que o aumento da producdo de proteinas pode ndo ocorrer, em razdo
de suprimento insuficiente de proteinas regulatérias ou de fatores transcricionais,
essenciais ao processo (Nevalainen et al., 2005; Chen et al., 2010). Limitacdes do
processo de secrecdo de proteinas, desde a montagem e dobramento, modificacfes
pos-traducionais, formacdo de vesicula de transporte e exportacdo para fora da
célula, também vém sendo relacionadas ao aumento ou diminuicdo da producédo de
proteinas (Punt et al., 2002; Daly e Hearn, 2005; Rocha et al., 2010; Silva et al.,
2010). Portanto, é possivel que a producdo de proteinas chegue a um limite para
certo numero de copias do gene, de modo que 0 aumento da transcricdo e da traducao
ndo é acompanhado pelo aumento da secrecdo, o que pode explicar a diferenca da
producdo de PL entre as linhagens T105 e T20.

A andlise de expressao dos genes plgl e pgg2 na linhagem recombinante T20
mostrou um perfil semelhante (Figuras 5A e 6A). Este foi um resultado esperado,
uma vez que ambos os genes plgl e pgg2, inseridos no genoma da linhagem T20,
estdo sob o controle do promotor do gene gpd de A. nidulans. No entanto, tem sido
relatado para linhagens multicépias que a variagdo no nivel de expressao pode ser
devida ao efeito de posicdes no genoma e ndo somente ao controle da regulacéo na
regido promotora (Cardoso et al., 2008; Chen et al., 2010). Alguns pesquisadores
estdo utilizando a estratégia de inserir e aumentar o nimero de copias dos genes-alvo
em regi0es altamente ativas do genoma, como o locus de DNA ribossomal, e com

isso conseguem obter o aumento da producdo de proteinas (Marx et al., 2009). No
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entanto, as diferencas observadas para a producdo de PL e PG na linhagem
recombinante T20 devem ser atribuidas ao processo de secrecdo das respectivas
proteinas e ndo a diferencas na expressdo dos genes.

A reducdo da expressdo dos genes plgl e pgg2, apds 72 horas de cultivo,
ocorrem juntamente com a reducdo de massa micelial seca na linhagem
recombinante T20 (Figuras 5 e 6). Estes resultados podem ser explicados pelo
esgotamento da fonte de carbono do meio de cultivo. Em trabalhos anteriores
realizados em nosso laboratério foi mostrado que, ap6s 30 horas de cultivo, a
sacarose e a glicose residual do meio ndo sdo dectectadas. De acordo com Silva-
Udawatta e Cannon (2001), durante o periodo do consumo da fonte de carbono
disponivel, tém-se inicio a sintese dos carboidratos de reserva, glicogénio e trealose.
No entanto, para as células cultivadas em sistema de fermentacdo em batelada sdo
observadas a reducdo da transcricdo de muitos dos genes, quando o glicogénio é
metabolizado (Werner-Washburne et al., 1993). Estudos realizados com fungos e
leveduras, avaliando a regulacdo dos genes que codificam a gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, mostraram que este gene é regulado em resposta a fonte de carbono,
sendo observada reducdo da quantidade de transcritos quando a quantidade de
glicose diminuiu (Pavlovic e Horz, 1988; Wolff e Arnau, 2002). Embora o promotor
de gpd de A. nidulans tenha expressao constitutiva, a exaustdo de nutrientes afeta sua
regulacdo, fazendo com que diminua a expressdao apdés a fase estacionaria do
crescimento micelial na linhagem recombinante P. griseoroseum T20.

Portanto, o genoma do fungo P. griseoroseum permite o aumento do nimero
de copias do gene alvo, respondendo de forma eficiente com a maquinaria de
transcricdo e secrecdo das proteinas. Este fungo foi caracterizado pela auséncia de
proteases secretadas no meio de cultivo, caracteristica desejavel em linhagens
utilizadas como hospedeira para producdo de proteinas (Cardoso et al, 2010). A
auséncia de proteases no meio contribui para a estabilidade da enzima secretada e,
desse modo, possibilita que a enzima permaneca no sobrenadante da cultura por todo
periodo. P. griseoroseum apresenta grande potencial e caracteristicas adequadas a
aplicacdo industrial para ser utilizado como linhagem hospedeira, pois possui um
mecanismo de reconhecimento genético que possibilita a transformacéo heterologa e

apresenta um eficiente sistema de producéo e secrecdo de proteinas.
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CAPITULO 2

Efeito do pH do meio na producéo e secre¢do de pectina liase e
poligalacturonase produzidas por linhagens recombinantes de Penicillium

griseoroseum
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Resumo

Pectina liase (PL) e poligalacturonase (PG) s&o enzimas que desempenham
um importante papel na degradacdo da pectina e, portanto, vém sendo aplicadas nas
industrias de sucos de frutas e de vinhos. Desse modo, linhagens recombinantes com
alta producéo dessas enzimas vém sendo requeridas, assim como a padronizacgdo das
condigdes de cultivo. As linhagens recombinantes de Penicillium griseoroseum
T105, T146 e T20, sdo caracterizadas por produzirem, respectivamente, PL, PG e,
PL e PG em grande quantidade. Essas linhagens foram cultivadas em meio
tamponado MMT (pH 6,8) ou em meio ndo-tamponado MMNT (pH 6,3 — 3,0),
contendo sacarose 1%, para verificar a expressao dos genes plgl e pgg2, a producéo
e a secrecdo de PL e PG ao longo do cultivo. A transcricdo dos genes plgl e pgg2,
nas linhagens recombinantes, é constitutiva e o ndo foi detectado variacdo em ambos
0s meios. No entanto, a quantidade de proteina total secretada variou de 7,8 £ 1,1
pug/mL no MMT e 3,25 + 1,50 pg/mL no MMNT. A anélise por SDS-PAGE das
proteinas do sobrenadante das culturas possibilitou verificar uma maior quantidade
de PL e PG secretadas no MMT do que no MMNT. A secrecdo de PL e de PG foi
afetada pela variacdo do pH do meio, apresentando reducdes na atividade de 6,4 e 3,6
vezes, respectivamente, para a atividade detectada em MMNT em comparagdo ao
MMT. Foram observadas alteracGes na morfologia da hifa e do micélio, em resposta
a variacdo do pH do meio de cultivo, o que pode explicar a reducdo na secregdo de
PL e PG.

Palavras chaves: Penicillium griseoroseum; pectina liase; poligalacturonase;

secrecdo de proteinas; morfologia do micélio
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1. Introducéo

Em razdo de sua versatilidade metabdlica, os fungos tém apresentado grande
potencial para aplicacdes industriais, incluindo a producéo de proteinas (Nevalainen
et al., 2005). Espécies dos géneros Aspergillus, Trichoderma e Penicillium sdo
hospedeiros eficientes para producdo de proteinas homologas e heterdlogas
(MacCabe et al., 2002; Chen et al., 2010; Matsushita-Morita et al., 2010; Nijland et
al., 2010). Além de serem organismos capazes de secretar proteinas em grandes
quantidades, também sdo capazes de realizar as modificagdes pos-traducionais, como
glicosilagdes, dissulfidacOes, entre outras (Wang et al., 2005). Tais caracteristicas 0s
tornam excelentes biofabricas de enzimas e de outros metabdlitos.

A partir da bioprospeccdo de fungos produtores de enzimas de interesse
biotecnologico, Baracat et al. (1989) avaliaram diferentes fungos filamentosos
quanto a atividade de pectinases e verificaram que o isolado de Penicillium
griseoroseum apresentou atividade de pectinase com reduzida atividade de celulase.
Pectina liase (PL, E.C. 4.2.2.10) e poligalacturonase (PG, E.C. 3.4.1.15) fazem parte
do grupo das pectinases que estdo envolvidas na degradacdo da pectina, um dos
carboidratos mais abundantes na natureza, presentes na parede das células vegetais
(Jayani et al., 2005; Yadav te al., 2009). Estas enzimas tém uma importante
aplicacdo nos processos das industrias alimenticias de producéo de sucos e de vinhos,
podendo ser empregadas nas etapas de maceracao ou extracdo de suco das frutas, na
clarificacdo de vinhos, dentre outras aplica¢des (Kashyap et al., 2001; Pedrolli et al.,
2009).

Visando a avaliacdo da producdo de pectinases e a obtencdo de uma linhagem
para producdo dessas proteinas em escala industrial, aspectos fisioldgicos e genéticos
do isolado P. griseoroseum CCT6421 foram estudados (Brumano et al., 1993;
Baracat-Pereira et al., 1994; Ribon et al., 2002a). Os genes plgl e pgg2, que
codificam pectina liase e poligalacturonase, respectivamente, foram isolados e
caracterizados, visando entender a organizacdo e regulacdo em P. griseoroseum
(Ribon et al., 2002b; Bazzolli et al., 2006; Bazzolli et al., 2008). Em nosso
laboratdrio, foram obtidas linhagens recombinantes de P. griseoroseum com aumento
da producgéo de PL e PG, denominadas recombinantes T105, T146 e T20 (Aradjo et
al., 2005; Aradujo et al., 2007; Cardoso et al., 2008). A linhagem recombinante T105
possui copias adicionais do gene plgl, sob controle do promotor de gpd de
Aspergillus nidulans. As linhagens T146 e T20 possuem, respectivamente, copias
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adicionais do gene pgg2 e dos genes pgg2 e plgl, sob o controle do promotor de gpd
de A. nidulans. As linhagens foram caracterizadas quanto a producao enzimatica, em
sacarose ou caldo de cana, apresentando aumentos nas atividades enzimaticas de 15
vezes para a PG, na linhagem T146, e de 132 vezes para a PL, na linhagem T105,
quando comparadas a linhagem selvagem (Aradjo et al., 2007; Cardoso et al., 2008).

Determinar as condi¢fes de cultivo da linhagem recombinante é essencial,
pois 0 crescimento e a producdo enzimatica sdo afetados por uma variedade de
fatores (Wang et al., 2005). Abordagens para aumentar a producdo de enzimas
compreendem algumas modifica¢fes nas condigfes de cultivo, como a agitacéo (El-
Enshasy et al., 2006; Cardoso et al., 2010), pH do meio de cultura (Mainwaring et
al., 1999; Gonzélez-Lopez et al.,, 2006), e concentracdo de macro e de
micronutrientes (Papagianni et al., 1999), dentre outras. Essas modificacBes nas
condicGes de cultivo podem levar a alteragcbes na morfologia do micélio, podendo
com isso afetar a producdo de metabolitos da célula (Braun e Vecht-Lifshitz, 1991).
A morfologia de fungos filamentosos pode variar entre duas formas: esférica e em
filamentos livres, quando cultivados em fermentacdo submersa. A forma esférica de
micélio apresenta algumas vantagens como, a diminuigdo da viscosidade da cultura e
facilidade na separagdo sélido-liquido. Entretanto, a forma esférica pode causar
grande limitacdo da transferéncia de massa de gases para a regido central do micélio,
podendo resultar em autélise nessa regido (EI-Enshasy et al., 2006).

Apoés a obtencdo e andlise da linhagem recombinantes de P. griseoroseum
T146, esta foi caracterizada pelo aumento da producdo de PG (Aradjo et al., 2007).
No entanto, esta linhagem foi cultivada em meio ndo-tamponado e, portanto, sujeito
a variacdo do pH. Nessa condicdo, a atividade de PG ndo foi detectada no
sobrenadante da cultura. Considerando-se a regulacdo do gene pgg2 sob controle do
promotor de gpd de A. nidulans, ou seja, regulacdo constitutiva na linhagem
recombinante T146, especula-se quais seriam as possiveis explicacfes para a
auséncia de atividade enzimatica no sobrenadante da cultura. Desse modo, a
producéo e secrecdo de PL e PG foi avaliada, a partir da analise do extrato celular e
do sobrenadante da cultura das linhagens selvagem e recombinantes de P.
griseoroseum cultivadas em meio de cultivo tamponado e ndo tamponado. Foram
observadas diferencas significativas nas duas condigdes de cultivo, indicando que na
secrecdo de PL e PG a manutencdo do pH do meio proximo a neutralidade (pH 6,8)

leva ao aumento da producdo e secrecdo dessas enzimas.
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2. Material e Métodos

2.1. Micro-organismos

A linhagem selvagem P. griseoroseum CCT6421, isolada na Universidade
Federal de Vigosa, a linhagem mutante P. griseoroseum PG63 niaD", obtida por
Pereira et al. (2004) e as linhagens recombinantes P. griseoroseum T105 (Aradjo et
al., 2005; Cardoso et al., 2008) e T146 (Araujo et al., 2007) e T20 (Araujo et al.,
2007) foram utilizadas. A linhagem mutante P. griseoroseum PG63 niaD™ possui 0
genoma idéntico ao da linhagem P. griseoroseum selvagem, com excecao da delecéo
de 122 pb no gene niaD, que codifica a nitrato redutase (Pereira et al., 2004). As
linhagens recombinantes de P. griseoroseum T105 e T146 contém, respectivamente,
copias adicionais do gene plgl e do gene pgg2. Em ambas as linhagens
recombinantes, os genes plgl e pgg2 estdo sob o controle do promotor do gene da
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (gpd) e a regido de terminacdo do gene da
triptofano sintetase (trpC) de A. nidulans. A linhagem recombinante de P.
griseoroseum T20 é derivada da linhagem T105 e possui cépias adicionais de ambos
0s genes plgl e pgg2, sob o controle do promotor do gene gpd e a regido de

terminagdo do gene trpC de A. nidulans (Araujo et al., 2007).

2.2. Meios e condic¢es de cultivo

As linhagens foram cultivadas a 25°C por sete dias, em placas de Petri
contendo meio de cultivo Batata Dextrose Agar (BDA), para obtencio do in6culo em
solucdo de Tween 80 a 0,2% (v/v). A padronizacdo do indculo foi feita pela
contagem dos conidios em camara de Neubauer. Para avaliar a expressdo dos genes
plgl e pgg2 e a producdo de PL e PG, 10° conidios por mililitro foram inoculados em
100 mL de meio minimo mineral tamponado liquido — MMT - (pH 6,8), contendo
K,HPO, 6,98 g.L™"; KH,PO, 5,44 g.L™: (NH4),SO, 1,0 g.L™, suplementado com
MgS0,4.7H,0 1,1 g.L ™" e a fonte de carbono; ou cultivadas em meio minimo mineral
ndo-tamponado liquido — MMNT - (pH 6,3 — 3,0) contendo K,HPO, 2,0 g.L "
KH,P0,40,64 g.L ™" (NH4),S04 1,0 g.L™, suplementado com MgS0,.7H,0 1,1 g.L " e
a fonte de carbono. As linhagens recombinantes foram cultivadas em sacarose 10
g.L™. As linhagens selvagem e mutante PG63 foram cultivadas em meio minimo
contendo sacarose 10 g.L™" e extrato de levedura 0,6 g.L™ . As culturas foram
mantidas sob constante agitacdo de 150 rpm e temperatura de 25°C, em frascos
Erlenmeyer de 250 mL, durante um periodo de 120 horas. As amostras foram
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coletadas em intervalos de 12 horas ou quando mencionado. O meio de cultivo
contendo a massa micelial foi filtrado em peneira de 400 malhas/pol® (37 um de
poro) e o sobrenadante da cultura foi armazenado a -20°C. O micélio foi utilizado
para a extracdo de RNA total e para determinacdo da massa seca micelial. Os

experimentos foram conduzidos em trés repeticoes.

2.3. Avaliacdo da morfologia do micélio

Para a analise da morfologia do micélio, a linhagem recombinante T20 foi
cultivada em meio MMT (pH 6,8) e MMNT (pH 6,3 — 3,0), durante um periodo de
120 horas de cultivo. A coleta das amostras foi realizada a cada 24 horas. O micélio
fresco foi imobilizado entre lamina e laminula. Em seguida, as amostras foram
observadas em microscépio optico (Olympus, modelo BX50) acoplado a uma camera
fotografica (Olympus, SN: Q20868). A imagem foi visualizada em aumento Optico
de 4X e 100X. Para digitalizacdo da imagem, utilizou-se o software — Q Color 3.

2.4. Ensaios enzimaticos de pectina liase e poligalacturonase

A atividade de PL foi determinada, conforme descrito por Albersheim e
Killias (1962). A mistura de reagdo continha 1,5 mL do sobrenadante da cultura e 1
mL de pectina citrica P-9135 (SIGMA®) 2,5% (p/v) em tampado KH,PO./K,HPO, 50
mM, pH 6,8. A mistura foi incubada a 40°C por 30 minutos. Aliquotas de 0,5 mL da
mistura de reacdo foram retiradas nos tempos 0 e 30 minutos de incubagdo e
adicionadas em 45 mL de HCI 0,01 N, para interrupcdo da reacdo, sendo a
absorvancia medida a 235 nm. Uma unidade de PL (U) foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para produzir nanomoles de A*® galacturonideo
produzidos por minuto de reacéo, utilizando-se o coeficiente de extingdo molar 5550
M™ cm™ para o célculo (Albersheim, 1966).

A atividade de PG foi determinada, baseando-se na dosagem de acUcar
redutor, segundo o método do DNS (&cido dinitrossalicilico) descrito por Miller
(1959). A mistura de reacgdo continha 0,5 mL do sobrenadante da culturae 1,5 mL de
4cido poligalacturonico P-3889 (SIGMA®) a 1,3% (p/v) em tampéo acetato de sodio
e NaCl 2,5 M, pH 4,8. A mistura foi incubada a 40°C por 20 minutos. Aliquotas de
0,125 mL da mistura de reacdo foram retiradas nos tempos 0 e 20 minutos de
incubacdo e adicionadas em 0,5 mL de DNS, para interromper a reagdo. Acido
galacturonico G- 2125 (SIGMA®) foi utilizado para obtencdo da curva padrdo. Uma
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unidade de PG (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para

produzir micromoles de acido galacturdnico liberados por minuto de reacéo.

2.5. Extracdo de RNA total e reacdes de transcriptase reversa dos genes
plgl e pgg2 nas linhagens PG63 e recombinante T20

O RNA total foi extraido utilizando-se reagente Trizol, T9424 (TRI Reagent,
Sigma®). O micélio foi triturado em nitrogénio liquido e 200 mg foram transferidos para
um microtubo de centrifuga, contendo 1,0 mL de Trizol e 150 pL de PVP-40 (Polyvinyl
pyrrolidona - 40, Sigma®) a 20%. Ap6s homogeneizacdo em agitador de tubos,
centrifugou-se a 15000 g por 20 minutos e o sobrenadante foi transferido para outro
tubo, adicionando-se 200 pL de cloroformio. Ap6s nova homogeneizacao, centrifugou-
se a 15000 g por 20 minutos e a fase aquosa superior foi transferida para um novo tubo,
ao qual foram adicionados 250 pL de solug¢do de precipitagdo (citrato de sédio 0,8 M;
cloreto de s6dio 1,2 M) e 250 uL de isopropanol. A mistura foi colocada em repouso em
banho de gelo por 10 minutos. Em seguida, centrifugou-se a 15000 g por 10 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado com &lcool 80%. O sedimento foi
ressuspendido em 40 pL. de agua DEPC autoclavada, incubado por 10 minutos a 65°C e
armazenado a -80°C.

As reacdes de transcriptase reversa foram realizadas utilizando-se o kit “Im
Prom-1I™ Reverse Transcription System” (Promega), de acordo com as instru¢des do

fabricante.

2.6. Analise por PCR em tempo real da expressao dos genes plgl e pgg2

O PCR em tempo real foi usado para quantificar o numero de sequéncias alvo
dos genes plgl e pgg2, utilizando as amostras de cDNA da linhagem recombinante T20.
Para cada reacdo de PCR foram utilizados 1 uL. da mistura de cDNA, 0,2 uM de cada
oligonucleotideo e SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, California,
USA) para concentracao final de 1X, em um volume final de 25 pL por reagdo. O gene

de y-actina de P. griseoroseum foi utilizado como normalizador endégeno. O calculo da

quantificacdo relativa foi realizado de acordo com o método do 24°

T proposto por
Livak e Schmittgen (2001). Os testes para a eficiéncia de amplificacdo e validacdo dos
experimentos foram realizados como descrito por Pfaffl (2001). Os experimentos foram
repetidos trés vezes para cada ponto testado, utilizando trés preparacdes de RNA total

obtido de amostras bioldgicas independentes.
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Os experimentos de quantificacdo relativa foram conduzidos no sistema de PCR
em tempo real 7300/7500 (Applied Biosystems, California, USA). As sequéncias de
oligonucleotideos utilizadas neste trabalho estdo listadas na Tabela 1. Os
oligonucleotideos foram desenhadas no programa Primer Express software (Applied
Biosystems, California, USA), com base na sequéncia dos genes plgl (AF502279.1) e
pgg2 (AF195113.2) depositadas no banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI).

Tabela 1: Seqiiéncia de oligonucleotideos para as rea¢ées de PCR em tempo real

Alvos  Oligonucleotideos Seqiiéncia 5°—3’ m E(r)ogétg

plgl PlglB_F GGACATGATCTGGATCGAATCA 54,3°C
PlglB R TGGAGATAGTGACACGCTTGGA 57,8°C 100 pb

pgg2 Pgg2A_F GAACATCTCCGGCCTTAACG 55,8°C
Pgg2A_ R CCTCGCTGTTGTCGATGGT 57,6°C 101 pb

y-actina Actl F TGGGAGCTTCGGTCAAGAGA 58,0°C
Actl_R ACCAACTGGGACGACATGGA 58,6°C 100 pb

2.7. Preparo das amostras de proteinas

A obtencdo da amostra de proteinas intracelulares foi realizada segundo
metodologia descrita por Carberry et al. (2006), com modificacGes. Para obtengdo do
extrato celular, o micélio foi lavado com &gua destilada e retirado o excesso de agua.
Um grama de micélio foi triturado em nitrogénio liquido e ressuspendido em 5 mL
de tampéo de lise (Tris HCI 10 mM; NaCl 50 mM; EDTA 20 mM, glicerol 10%
(v/v); Ditiotreitol (DTT) 30 mM, PMSF 1 mM; pH 7,5). A mistura foi centrifugada a
10000 g durante 30 minutos a 4°C para remogdo dos restos celulares. Apds esse
procedimento, as amostras foram avaliadas quanto a atividade residual de PG e PL
no extrato celular, como descrito no item 2.4.

Para a analise em SDS-PAGE, as proteinas do sobrenandante da cultura
foram precipitadas utilizando-se TCA 10% (v/v) e acetona 50% (v/v) a -20°C e
centrifugadas a 15000 g durante 5 minutos a 4°C. O sedimento foi lavado com etanol
70% e novamente centrifugado, seco a temperatura ambiente e ressuspendido em

tampé&o de desnaturacao.
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2.8. Determinacdo de proteina total e deteccdo por SDS-PAGE

A quantificacdo de proteina total foi realizada por meio do método de
Bradford (1976), utilizando-se albumina de soro bovino para a construcdo da curva-
padrdao. O perfil protéico das linhagens foi analisado por eletroforese em gel de
poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE). O gel de separacdo (12,5% acrilamida) e
o gel empilhador (4% de acrilamida) foram feitos segundo Laemmli (1970). As
amostras foram desnaturadas em tampédo (Tris-HCI 60 mM pH 6,8; glicerol 10%;
SDS 2,3%; B-mercaptoetanol 2%; azul de bromofenol 1%) a 100°C durante 10
minutos. O gel foi submetido a 60 volts, durante 4 horas em tampé&o (Tris-HCI 72
mM, pH 8,5; glicina 576 mM; SDS 0,24%), corado (metanol 45%; &cido acético 9%);
Coomassie Brilhant Blue R-250 0,1%) durante 2 horas e descorado (&cido acético
7,5%; metanol 25%) durante 12 horas. As amostras foram concentradas para 15 ug
de proteina total, utilizando-se TCA 10% (v/v) e acetona 50% (v/v), antes de serem
aplicadas no gel. M1 — marcador de massa molecular protéica da Fermentas (1,0
mg/mL); M2 — marcador de massa molecular protéica meédio da Promega (0,5

mg/mL).
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3. Resultados

3.1. Efeito do pH na producéo e secrecdo de PL e PG

Para verificar o efeito da variacdo do pH do meio de cultivo sobre a producao
e secrecdo de PL e PG, as linhagens P. griseoroseum selvagem, PG63 e
recombinantes T105, T146 e T20 foram cultivadas em meio tamponado MMT (pH
6,8) e em meio ndo tamponado MMNT (pH 6,3 — 3,0), contendo sacarose 10 g.L™,
durante um periodo de 72 horas. Para isso, a atividade enzimatica de PL e PG foram
avaliadas no extrato celular e no sobrenadante da cultura das linhagens (Figura 1). A
atividade de PL foi detectada no sobrenadante e no extrato celular das linhagens
recombinantes T105 e T20, quando cultivadas em meio MMT (Figura 1A). No
entanto, quando as linhagens foram cultivadas em meio MMNT, a atividade de PL
foi detectada apenas no extrato celular (Figura 1B). Estes resultados indicam que a
PL foi produzida, mas a secrec¢do dessa enzima foi afetada pela acidificagdo do meio
MMNT. A atividade de PG foi detectada no sobrenadante e no extrato celular das
linhagens T146 e T20, quando cultivadas em meio MMT (Figura 1C). Entretanto,
quando as linhagens foram cultivadas em meio MMNT, houve baixa deteccdo da
atividade de PG no extrato celular ou no sobrenadante, indicando que a produgdo e
secrecdo desta enzima foram afetadas pela acidificagdo do meio (Figura 1D).

Para avaliar qual € a variacdo no pH dos meios MMT e MMNT ao longo do
tempo de cultivo, as linhagens P. griseoroseum selvagem, PG63 e recombinante T20
foram cultivadas durante um periodo de 120 horas em regime de batelada. O pH dos
meios MMT e MMNT foi avaliado a cada 24 horas (Tabela 2). O pH do meio MMT
manteve-se na faixa de pH 6,8 — 5,0, apresentando pequena variacdo ao longo do
tempo de cultivo.. No entanto, a variacdo do pH do meio MMNT foi
significativamente maior do que no meio MMT, variando da faixa de pH 6,3 — 2,8.
Nas primeiras 24 horas, foi observada uma reducéo do valor do pH inicial de 6,3 para
3,9 no meio MMNT cultivados com as linhagens T20, selvagem e PG63. A linhagem
recombinante T20 foi utilizada nos experimentos posteriores, uma vez que esta

possui a producdo concomitante de PL e PG.
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Tabela 2: Variagdo do pH do meio de cultivo inoculado com as linhagens P.
griseoroseum selvagem (W), PG63 e recombinante T20 em meio MMT
(pH 6,8) e MMNT (pH 6,3 - 3,0). Os resultados representam as medias

aritméticas de trés repeticdes experimentais

wW PG63 T20

Tempo de MMT? MMNT?  MMT MMNT MMT MMNT
cultivo (h)

0 6,80 6,30 6,80 6,30 6,80 6,30

24 6,38 4,01 6,38 3,55 6,39 3,89

48 6,00 3,12 4,99 2,89 5,55 3,19

72 6,44 3,04 5,94 2,86 5,89 2,81

96 6,21 3,46 6,19 2,92 6,11 2,92

120 6,55 3,41 6,46 2,89 6,33 2,95

a- acrescido de extrato de levedura 0,6 g.L™.
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Figura 1: Atividade de PL e PG no extrato celular e no sobrenadante das culturas.

Deteccao da atividade residual de PL e PG no extrato celular e sobrenadante

das linhagens P. griseoroseum selvagem (W), PG63 e recombinantes T105,
T146 e T20, cultivadas em meio MMT (pH 6,8) e MMNT (pH 6,3 — 3,0),
durante 72 horas. Atividade de PL em meio MMT (A) e MMNT (B);
Atividade de PG em meio MMT (C) e MMNT (D); W- acrescido de extrato

de levedura 0,6 g.L™. Os resultados representam as médias + desvio padréo

de trés experimentos independentes.
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3.2. Avaliagdo da expressao dos genes plgl e pgg?2

O RT PCR foi realizado para constatar se ocorre alteracdo da expressdo dos
genes plgl e pgg2, ambos sob o controle do promotor de gpd de A. nidulans, quando
as linhagens recombinantes foram cultivadas em meio com varia¢do do pH. Para isso
foi analisada a expresséo na linhagem PG63, que possui a expressao desses genes
sob o controle do promotor enddgeno e na linhagem recombinante T20, que possui a
expressao desses genes sob controle do promotor de gpd de A. nidulans. Foram
observadas, em ambas as linhagens, a presenca dos transcritos dos genes plgl e pgg2
nos tempos analisados de 24, 72 e 120 horas, para o cultivo tanto em meio MMT
como em meio MMNT (Figura 2). Apés a detecgdo dos transcritos dos genes plgl e
pgg2, a expressao destes foi avaliada na linhagem recombinante T20, para verificar
se ocorre alteracdo na quantidade dos transcritos, em resposta a variacdo do pH do
meio. Ambos 0s genes apresentaram um padrdo de expressdo similar nos dois meios
de cultivo, MMT e MMNT, sendo observado um maior nivel de expressdo em 24
horas de cultivo e uma reducdo da expressdo em 120 horas de cultivo (Figura 3). Os
resultados mostram que a expressao dos genes plgl e pgg2, sob controle do promotor
de gpd de A. nidulans, inseridos no genoma da linhagem recombinante T20, ndo
sofreu modificacdo na maioria dos tempos analisados, ou seja, a variagdo do pH do

meio de cultivo ndo afetou a expressao a nivel de transcrigéo.
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Figura 2: Expressao dos genes plgl e pgg2 em meio MMT e MMNT. Detec¢do dos
transcritos dos genes plgl e pgg2 nas linhagens P. griseoroseum PG63 e
recombinante T20, cultivadas em MMT (pH 6,8) e MMNT (pH 6,3 - 3,0),
durante 24, 72 e 120 horas. (A) Expressdo do gene plgl; (B) Expressédo do
gene pgg2; (C) Expressdo do gene 18S ribossémico usado como controle do
RT-PCR. G — DNA gendmico. M — marcador de tamanho, DNA ®X/Haelll.
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Figura 3: Expresséo relativa dos genes plgl e pgg2 nos meios MMT e MMNT.
Avaliacdo da quantidade de transcritos dos genes plgl e pgg2 no micélio da
linhagem recombinante T20 cultivada em MMT (pH 6,8) e MMNT (pH 6,3
- 3,0), durante um periodo de 120 horas. Expressédo relativa dos transcritos
do gene plgl (A) e do gene pgg2 (B). Os resultados representam as médias
+ desvio padrdo de trés experimentos independentes.
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3.3. Avaliacéo da secrecdo de proteinas totais

Para avaliar o efeito do pH do meio na secrecao de proteinas, a proteina total
nos sobrenadantes das culturas das linhagens P. griseoroseum selvagem, PG63 e
recombinantes T105, T146 e T20 foi quantificada. As diferencas na producdo de
proteina total e nas atividades especificas de PL e PG podem ser observadas na
Tabela 3. O valor da atividade especifica (U/ug) foi obtido pela razdo entre a
atividade total (U/mL) e a quantidade de proteina total (ug/mL). As linhagens
recombinantes T105 e T20 apresentaram, respectivamente, 6,4 e 3,3 vezes mais
atividade especifica de PL em meio MMT do que no meio MMNT. Em relacéo a PG,
as linhagens T146 e T20 apresentaram, respectivamente, atividade especifica de PG
em meio MMT, maior 3,0 e 3,6 vezes, do que em meio MMNT. A quantidade de
proteina total secretada variou de 7,8 £ 1,1 pg/mL no meio MMT e 3,25 + 1,50
Hg/mL no meio MMNT. No entanto, ndo houve diferenca na quantidade de proteina
total observada no sobrenadante da linhagem P. griseoroseum selvagem em ambos
os meios de cultivo. Isto pode ser explicado pela utilizacdo do extrato de levedura
como suplemento nos dois meios de cultivo para a linhagem selvagem. O extrato de
levedura tem em sua composicdo 48,6% de proteinas, 0,4% de lipideos, 25,6% de
carboidratos, 3,3% fibras, 11,7% de cinzas, entre outros (Hisano et al., 2008). Os
resultados mostram que a secrecdo de proteina total é afetada pelo pH do meio de
cultivo.

Para avaliar o efeito do pH do meio na secrecdo de PL e PG, a proteina total
presentes no sobrenadante das linhagens P. griseoroseum selvagem, PG63 e
recombinantes T105, T146 e T20 foi analisada por SDS-PAGE. A Figura 4 mostra 0s
perfis protéicos do sobrenadante das culturas das linhagens nos meios MMT e
MMNT. As bandas de maior intensidade correspondem a PL (~36 kDa) e a PG (~38
kDa) observadas, principalmente, nos perfis das linhagens T105, T146 e T20, como
relatado em trabalhos anteriores (Aradjo et al., 2007; Cardoso et al., 2008). As
amostras foram padronizadas para conterem a mesma quantidade de proteina total e,
deste modo, possibilitar a comparacdo entre a secrecdo de proteinas nos dois meios.
A intensidade das bandas correspondentes a PL e a PG no meio MMT (Figura 4A) é
maior quando comparadas a intensidade das bandas no meio MMNT (Figura 4B).
Isto implica que existe maior quantidade de PL e PG no meio MMT do que no meio

MMNT. Estes resultados confirmam que a secrecdo destas proteinas é alterada em

69



funcdo da variacdo do pH do meio, o que pode explicar em parte a auséncia de

atividade de PL e de PG no sobrenadante das culturas (Figura 1B e 1D).

Tabela 3: Atividade especifica de PL e PG e proteina total nos sobrenadantes da

cultura das

linhagens P. griseoroseum selvagem (W),

PG63 e

recombinantes T105, T146 e T20, em meio MMT e MMNT, durante 72

horas. Os resultados representam as médias +

experimentos independentes

desvio padrdo de trés

MMT MMNT

_ Atividade Atividade Proteina | Atividade Atividade Proteina
Linhagens | especifica  especifica total especifica  especifica total

de PL de PG (ng/mL) de PL de PG (Hg/mL)

(U/ug) (U/ug) (U/ug) (U/ug)
W2 6,4 594 75+1,3 1,98 530 6,1+£25
PG63 2,3 386 65+1,1 1,08 1380 2,3+0,8
T105 295,3 405 83+17 46,44 1072 2,7+0,5
T146 2,0 16324 71+22 0,54 5465 3,7+0,6
T20 228,9 16170 94+11 70,02 4479 43+23

W- P. giseoroseum selvagem

a— crescido em meio contendo extrato de levedura 0,6 g.L™.
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Figura 4: Perfil de proteinas extracelulares das linhagens cultivadas em meio MMT e
MMNT. Comparacgéo entre o perfil protéico do sobrenadante da cultura das
linhagens P. griseoroseum selvagem (W), PG63 e recombinantes T105,
T146 e T20, cultivadas em (A) MMT - pH 6,8 e em (B) MMNT pH 6,3 -
3,0. As setas indicam a posi¢do de PG (~38 kDa) e PL (~36 kDa). W-
acrescido de extrato de levedura 0,6 g.L™ M — marcador de massa

molecular protéica.
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3.4. Avaliacdo da producao de biomassa e da morfologia do micélio

Ap0s verificar que a producdo e secrecdo de PL e PG eram afetadas pelo pH
do meio de cultivo, a producdo de biomassa das linhagens P. griseoroseum
selvagem, PG63 e recombinantes T105, T146 e T20 foi mensurada ao longo do
tempo de cultivo nos meios MMT e MMNT. A producédo de biomassa foi mensurada
a cada 24 horas, até obtencdo de massa seca micelial constante, que ocorreu durante
0 periodo de cultivo de 120 horas. A producéo de biomassa no meio MMT foi de 1,3
a 2,7 vezes maior do que a obtida no meio MMNT (Figura 5). Estes resultados
mostram que a producdo de biomassa é inibida pela acidificacdo do meio de cultivo.

A morfologia de fungos filamentosos cultivados em fermentacdo submersa
pode variar entre duas formas: micélios esféricos e/ou filamentos livres. Esta
alteracdo na morfologia do micélio tem grande efeito sobre a producdo de
metabdlitos secundarios e enzimas (Braun e Vecht-Lifshitz, 1991). Portanto, a
morfologia do micélio da linhagem P. griseoroseum T20, cultivada em meio MMT
(pH 6,8) e MMNT (pH 6,3 - 3,0), foi avaliada em diferentes tempos de cultivo. Apos
24 horas de cultivo, a forma esférica do micélio se apresenta em formacéo, sendo
observado um micélio com a regido central mais compacta, quando o cultivo foi
realizado em meio MMNT (Figura 6a e 6e). O micélio na forma esférica foi
predominante nas culturas em relacdo a forma de filamentos livres, sendo visualizada
em todos os tempos de cultivo. Apds 72 horas de cultivo, a forma esférica encontrada
no meio MMT ¢ semelhante & encontrada no meio MMNT (Figura 6b e 6f).
Entretanto, ap6s 120 horas de cultivo, houve diferengas entre o micélio cultivado no
meio MMT e o micélio cultivado no meio MMNT. As esferas miceliais cultivadas no
meio MMT séo maiores, mais compactas e com hifas menores; as cultivadas no meio
MMNT apresentaram uma regido central menor e compacta envolvida por hifas
alongadas (Figura 6¢ e 6g). Apds 96 horas de cultivo, as hifas dos fungos cultivados
no meio MMT apresentaram filamentos espessos, enquanto que as produzidas no
meio MMNT apresentaram um estreitamento maior e afinamento nas extremidades
(Figura 6d e 6h). Os resultados mostram que o pH do meio tem influéncia sobre a
morfologia das hifas e do micélio da linhagem recombinante T20, ao longo do tempo
de cultivo. Estas modificagcGes podem estar relacionadas a diminuigdo da secrecao de

PL e de PG, quando as linhagens foram cultivadas em meio MMNT.
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Figura 5: Efeito do pH na producdo de biomassa. Avaliacdo da massa seca micelial
das linhagens P. griseoroseum selvagem (W), PG63 e recombinantes
T105, T146 e T20, cultivadas em (A) MMT- pH 6,8 e em (B) MMNT - pH
6,3 - 3,0. W- acrescido de extrato de levedura 0,6 g.L™. Os resultados

representam as médias aritméticas de trés repeticdes experimentais.
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Figura 6: Efeito do pH na morfologia do micélio. Avaliacdo da morfologia micelial
da linhagem P. griseoroseum T20, cultivada em MMT - pH 6,8 e MMNT -
pH 6,3 - 3,0, durante um periodo de 24h (a; €), 72h (b; f), 120h (c; g);

morfologia das hifas em 96h de cultivo(d; h).
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4. Discussao

Os fungos filamentosos sdo geralmente considerados capazes de secretar
grandes quantidades de proteinas, sendo esperado ocorrer a secrecao
simultaneamente com o crescimento da extremidade da hifa (Geysens et al., 2009). A
forma e morfologia do micélio estdo relacionadas a producdo enzimatica, consistindo
em alvo de estudo em vérias pesquisas. Neste trabalho foi avaliado o efeito da
variacdo do pH do meio na producéo e secrecdo de PL e PG das linhagens de P.
griseoroseum selvagem, PG63 e recombinantes T105, T146 e T20, sendo observado
também modificacdo na morfologia do micélio dessas linhagens em resposta ao pH.

Ao avaliar a atividade de PL e de PG produzidas pelas linhagens
recombinantes cultivadas em meio sem manutencdo do pH foi observada reducéo na
atividade. Os resultados obtidos com o cultivo no meio MMNT, no qual o pH final
do meio ap6s 72 horas de cultivo atingiu pH 2,8, mostraram uma diminuicdo da
atividade de PL e de PG produzidas pelas linhagens recombinantes de P.
griseoroseum (Figura 1). Em alguns casos a reduc¢do do pH do meio pode diminuir a
producdo protéica, no entanto, isto pode variar de acordo com a enzima a ser
produzida (Kim et al., 2001). A producdo de acido citrico e de lisozima por
Aspergillus niger ocorre em pH acidico (pH 2,0 - 4,5), enquanto, a produgdo de
lacase por Pleurotus ostreatus é aumenta em pH 6,0 — 5,0 (Papagianni et al., 1999;
Mainwaring et al., 1999; Kim e Song, 2009). Na literatura, tem sido mostrado que o
pH do meio de cultivo tem grande efeito na regulacdo de muitos genes em fungos
filamentosos, sendo regulados, principalmente, pela proteina PacC, que é ativada em
pH alcalinos e reprime 0s genes expressos em condi¢bes acidicas (Denison, 2000;
Vautard-Mey e Févre, 2003). No entanto, para 0s genes que codificam gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase em fungos néo tem sido observada a regido reguladora para
proteina PacC, mas tem sido reportado que a expressdo deste gene é afetada pela
reducdo da fonte de carbono no meio (Wolff e Arnau, 2002; Liao et al., 2008). A
analise quantitativa da expressdo dos genes plgl e pgg2, sob controle do promotor do
gene gpd de A. nidulans na linhagem recombinante T20, mostrou que estes ndo Sao
afetados pela variagdo do pH do meio (Figura 3), mas a expressao diminui
gradativamente com o tempo de cultivo.

Entre as modificagbes decorrente da alteracdo do pH do meio de cultivo que
afetam a producdo enzimatica, podem ser citadas a regulacdo génica, modificacdes

pos-traducionais, bem como a morfologia do micelio. Tem sido relatado que, a
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principal causa da heterogeneidade dentro do micélio é devida a limitacdes da
difusdo de nutrientes e oxigénio entre as hifas altamente compactadas (Papagianni,
2004). Essa limitacdo pode afetar a producdo de biomassa na regido central do
micelio e causar autdlise celular. A autélise celular pode liberar proteases
intracelulares para o meio de cultivo, afetando a estabilidade da proteina secretada. A
producdo de biomassa pelas linhagens P. griseoroseum selvagem, PG63 e
recombinantes T105, T146 e T20 apresentaram diferencas quando comparado o
cultivo no meio MMT e MMNT (Figura 5). No entanto, apds a estabilizacdo do
crescimento micelial ndo foram observados redugdo da biomassa, indicando que ndo
houve autélise celular durante o tempo de cultivo de 120 horas. A diferenca na
quantidade de proteina total observada para o cultivo nos dois meios (Tabela 3), ndo
pode ser devida a atividade proteolitica, uma vez que ndo foi detectada atividade
proteolitica no sobrenadante da cultura de P. griseoroseum nas condi¢des de
producéo de PL e de PG (Cardoso et al., 2010).

O micélio cultivado em fermentacdo submersa pode exibir diferentes
morfologias, variando entre as formas de micélio livre e as formas de micélio
compacto esférico, cada forma sofre distinta influencia das condi¢des do meio de
cultivo (Braun e Vecht-Lifshitz, 1991; Grim et al., 2005). Em 24 horas de cultivo foi
observada a formacdo de micélios esféricos em ambos os meios testados, no entanto,
pode ser observada uma compactacdo maior na regido central do micélio esférico
cultivado em meio MMNT (Figura 6). A formacdo de micélios esféricos maiores tem
sido relacionada a aumento da produtividade, no entanto, o micélio muito grande ou
muito compacto em sua regido central tendem a reduzir a producdo devida a
limitacdo de massas de oxigénio para a regido central mais interna do micélio
esférico (Feng et al, 2004; Kim e Song, 2009). A formacdo de micélio esféricos
maiores foi observado no cultivo em meio MMT, no qual ndo houve grande variagédo
do pH inicial 6,8. Nestas condicdes foi verificada maior secrecdo da enzima,
mostrados na analise das proteinas do sobrenadante da cultura das linhagens (Figura
4). A compactacdo do interior do micélio cultivado no meio MMNT (pH 6,3 — 3,0),
pode explicar a reducédo da secrecdo de PL e PG para 0 meio.

Portanto, as diferengas observadas na producéo e secre¢do de PL e PG pelas
linhagens recombinantes em ambos 0s meios tamponado (pH 6,8) e ndo-tamponado
(pH 6,3 — 3,0) podem ser atribuidas a alteracdo da morfologia da hifa e do micélio

em ambiente acido. Sendo importante atentar para a particularidade de cada
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linhagem e suas distintas respostas as condi¢Ges de cultivo, quando se deseja
aumentar a producdo enzimatica. P. griseoroseum é um fungo que tem grande
potencial de aplicagdo como linhagem hospedeira para producdo de proteinas em
escala industrial. Deste modo, as informagdes obtidas neste trabalho contribuem para
direcionar a adequacao das condigOes de cultivo e, com isso, melhorar a producéo e

secre¢do das proteinas de interesse.
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4. CONCLUSOES GERAIS

O isolado P. griseoroseum CCT6421 possui um genoma de 31,02 Mb e
apresenta quatro cromossomos: | — (11,44 Mb); 1l — (9,22 Mb); 111 (6,24 Mb) e IV
(4,12 Mb), estimados por meio das técnicas de PFGE, hibridizacdo e PCR em tempo
real.

O gene plgl, cdpia unica no genoma, se localiza no cromossomo 11 (9,22 Mb)
da linhagem de P. griseoroseum.

A linhagem recombinante T105 possui 4 cépias adicionais do gene plgl, sob
controle do promotor de gpd de A. nidulans integradas em regibes ectopicas nos
cromossomos I, Il e IV.

As linhagens recombinantes T105 e T20 possuem, respectivamente, quatro e
uma copia do gene plgl, sob controle do promotor do gene gpd e a regido de
terminacédo do gene trpC de A. nidulans.

As linhagens recombinantes T146 e T20 possuem, respectivamente, uma e
duas cépias do gene pgg2, sob controle do promotor do gene gpd e a regido de
terminacédo do gene trpC de A. nidulans.

As atividades de PL e de PG, no sobrenadante da cultura das linhagens,
aumentaram com 0 aumento do ndmero de cdpias dos respectivos genes, plgl e
pgg2, nas linhagens recombinantes T105, T146 e T20, mas ndo proporcionalmente
ao aumento do numero de copias.

A quantidade de transcritos dos genes plgl e pgg2, ambos sob controle do

promotor de gpd de A. nidulans, aumentou, respectivamente, 200 vezes e 1100 vezes
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na linhagem recombinante T20 comparada a expressdo na linhagem PG63, quando
cultivada em meio contendo sacarose e extrato de levedura.

A variacdo do pH do meio de cultivo afeta a secrecdo de PL e de PG pelas
linhagens recombinantes T105, T146 e T20 de P. griseoroseum. Entretanto, a
expressdo dos genes plgl e pgg2, sob controle do promotor de gpd, na linhagem
recombinante T20 ndo é afetada pela variacdo do pH do meio em nivel de
transcricao.

A secrecdo de proteinas totais € reduzida em meio com pH acidico, sendo
também observado uma menor quantidade de PL e PG na analise por SDS-PAGE.

A morfologia da hifa e do micélio da linhagem recombinante T20 foi afetada
pela variacdo do pH do meio de cultivo ndo tamponado.

A utilizacdo do meio de cultivo tamponado propicia maior producdo e
secrecdo das enzimas PL e PG, pelas linhagens recombinantes de P. griseoroseum
T105, T146 e T20.
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