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RESUMO

REIS, Klédna Constancia Portes, D.S., Universidade Federal de Vicosa, maio de 2006.
Regulacdo da expressdo do gene plgl que codifica pectina liase em Penicillium
griseoroseum. Orientadora: Elza Fernandes de Araujo. Co-Orientadores: Marisa Vieira de
Queiroz e Mauricio Costa Dutra.

Penicillium griseoroseum tem se mostrado promissor para aplicacdo industrial
considerando a producdo de pectina liase (PL) e poligalacturonase (PG). Quando P.
griseoroseum € cultivado na presenca de glicose, transcritos do gene plgl sdo detectados em
baixos niveis, evidenciando o efeito da repressao catabdlica. No entanto na auséncia do indutor
natural, a pectina, e na presenca de sacarose suplementado com extrato de levedura ou
metilxantinas, os transcritos do gene plgl sdo detectados. O gene plg2 é transcrito em niveis
basais mesmo na presenca de pectina, ndo sendo detectado nenhum produto de amplificacdo em
condicdes de repressao catabolica. A linhagem mutante MO3 de P. griseoroseum, que apresenta
desrepressao catabolica, € mais resistente as condi¢Ges de repressdo catabdlica impostas por altas
concentracfes de glicose no meio de cultivo, e consequentemente, maior producdo de PL.
Substancias que afetam a cascata de transducdo de sinais via CAMP, cafeina e NaF, agem de
maneira sinérgica na producdo de PL. Quando a linhagem mutante MO3 de P. griseoroseum é
cultivada em meios contendo estas substancias, apresenta maior atividade de PL em comparacgéo
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a linhagem selvagem. Uma maior capacidade de manutencdo do nivel endégeno de CAMP pela
linhagem mutante M03 de P. griseoroseum em relacdo a linhagem selvagem pode ter sido o
motivo da amplificacdo do sinal de transducgéo via CAMP, resultando em uma maior producéo de
PL. O processo de repressao catabdlica esta correlacionado com uma via de transducédo de sinal
dependente do cCAMP. A determinagédo da funcionalidade dos cis-elementos presentes na regido
reguladora do gene plgl foi investigada por meio de dele¢des, permitindo identificar um
fragmento de 319 pb (Fragmento B), posicionado entre =506 e —187 em relagdo ao sitio +1 da
traducdo, como importante para a expresséo do gene plgl em condicdo de indugdo por pectina. A
inducdo da expressao do gene plgl por sacarose/extrato de levedura ndo depende dos mesmos
cis-elementos envolvidos na indugdo por pectina. A funcionalidade de dois sitios de ligacéo
consenso a proteina CreA, posicionados a —432 e -569, também foi determinada. Estudos com
mutacdes pontuais no fragmento de 319 pb poderdo evidenciar um sitio essencial para inducdo
da expressdo do gene plgl, que poderd ser empregado como alternativa na obtencdo de uma
linhagem superprodutora de PL para aplica¢do industrial, assim como para um possivel sistema

de expressdo para producdo de proteinas heterélogas em P. griseoroseum.



ABSTRACT

REIS, Klédna Constancia Portes. D.S., Universidade Federal de Vigosa, May, 2006. Regulation
of the expression of the gene plgl that code for pectin lyase in Penicillium griseoroseum.
Adviser: Elza Fernandes de Araljo. Co-Advisers: Marisa Vieira de Queiroz and Mauricio
Dutra Costa.

Penicillium griseoroseum has been considered a promising species for industrial
application because of its capacity to produce pectin lyase (PL) and polygalacturonase. When P
griseoroeum is grown in the presence of glucose, plgl gene transcripts are detected at low levels,
evidencing the effects of catabolic repression. However, in the absence of the natural inducer,
pectin, and in the presence of sucrose supplemented with yeast extract and methylxanthines, plgl
transcripts are detected. The plg2 gene transcripts are detected at low levels in presence pectin,
and it not being detected no product of amplification in conditions of catabolic repression The
mutant strain M03 of P. griseoroseum is resistant to catabolic repression by high glucose
concentrations in the culture medium, showing significant PL production. Substances that affect
signal transduction pathways via CAMP, caffeine and NaF, act synergistically for PL production.
When the mutant strain M03 is grown in media containing these substances, higher PL activities
are observed in comparison to the wild type. Our results suggest that the differences in PL
activity between the strains tested can be due to a cCAMP-dependent signaling cascade and that
the MO03 produces a higher level of cAMP than the wild type, favoring the expression of the plgl

gene. The functional analysis of cis-elements located at the regulatory region of plgl gene was

investigated by the analyses of transformants containing different deletions in this region. This
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allowed the detection of a 319-bp fragment (b fragment), located at -506 and -187 upstream the
+1 of transduction, important for the induction of plgl in the presence of pectin. The plgl
induction by sucrose and yeast extract is not dependent of the same cis-elements involved in plgl
induction by pectin. The role of two CREA-binding cis-elements, located at -432 and -569, was
also determined. Studies with point mutations in the b fragment may evidence essential sites for
the induction of plgl. Such studies would allow advances towards the production of enzyme
hiper-producing strains for industrial application and the expression of heterologous proteins in

P. griseoroseum.
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1. INTRODUCAO

A industria alimenticia utiliza enzimas pectinoliticas nos processos de despectinizacao de
sucos, vinhos e azeite de oliva. Na industria téxtil, observa-se cada vez mais a substituicdo do
tratamento quimico pelo tratamento com pectinases visando a desengomagem de fibras naturais
(Sevili et al., 1992; Bhat, 2000).

Baracat e colaboradores (1989) realizaram uma bioprospecc¢do no intuito de selecionar
isolados fungicos com alta produgdo de pectinases, aliada a baixa producdo de celulases, para
aplicacdo tanto na induastria téxtil como na alimenticia. Dentre os isolados identificados,
Penicillium griseoroseum destacou-se, sendo estudado atualmente com esta finalidade. A
avaliacdo da produgdo de poligalacturonase (PG) e pectina liase (PL) em diferentes meios de
cultivo tem sido realizada, assim como a obten¢do de linhagens mutantes, o isolamento e
caracterizagdo de genes, o estabelecimento de técnicas de transformacgdo genética, o aumento do
nimero de copias dos genes enddgenos de interesse, as andlises filogenéticas e os estudos dos
mecanismos regulatorios envolvidos na expressdo dos genes que codificam PL e PG (Baracat et
al., 1989; Brumano et al., 1993; Baracat-Pereira et al., 1994 ¢ 1999; Minussi et al., 1998;
Fernandes-Salomao et al., 1996; Varavallo et al., 2004; Ribon et al., 1999 e 2002; Bazzolli, 1999

e 2003; Cardoso, 2000 e 2004; Ribon, 2001; Ribeiro, 2001 e 2005).

Muitos genes do complexo pectinolitico foram clonados e seqiienciados (Bussink et al.,
1991; Cary et al., 1995; Benen et al., 1996; Bazzolli, 1999 e 2003; Ribon et al., 1999 ¢ 2002). De

modo geral, sugere-se que no controle da expressdo destes genes estejam envolvidos varios cis-
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elementos, embora a funcionalidade dos mesmos nao tenha sido determinada (Maldonado et al.,

1989; Brakhage et al., 1999; Ribon, 2001; Hebert et al., 2002).

A elucidacdo da funcionalidade dos cis-elementos da regido promotora, envolvidos no

controle da expressdo, ¢ um ponto chave para manipulagcdes genéticas quando se trata de

expressao heterdloga de genes ou mesmo para produgdo da enzima em escala comercial.

Em P. griseoroseum, foi verificada a expressdo dos genes plgl e plg2 na presenca de
diferentes substratos. O maior acumulo do transcrito do gene plgl foi detectado quando o fungo
foi cultivado em meio contendo pectina citrica. Na auséncia do indutor natural, a pectina,
sacarose suplementada com extrato de levedura foi capaz de induzir a expressdo de plgl, ndo
sendo o mesmo observado para o gene plg2, que sempre se manteve em niveis basais de
expressao. Na presencga de glicose ou outros agucares simples, os niveis transcricionais dos genes

eram bastante reduzidos, mostrando que havia o efeito de repressao catabolica (Bazzolli, 2003).

Foi sugerido que metilxantinas presentes no extrato de levedura seriam responsaveis pela
indugdo da expressdo do gene plgl por meio do aumento ou manutengdo do nivel endoégeno de
cAMP, composto que deve participar da cascata de transducdo de sinais importante para a
expressdao dos genes de PL (Baracat-Pereira et al., 1999). Substancias que agem na cascata de
transducao de sinal via cAMP, como cafeina ¢ 3-isobutil-1-metil xantina (IBMX), inibidores da
fosfodiesterase ciclica, e fluoreto de sddio (NaF), que ativa a adenilato ciclase, assim como o
dibutiril-cAMP, foram testadas por Bazzolli (2003). Os resultados indicam que a expressdo do
gene plgl ¢ dependente da cascata de transdug@o de sinal via cAMP. Sugere-se que proteinas
cinases responsaveis pela fosforilagdo sejam ativadas e inibam uma provavel agdo repressora de
uma proteina analoga a CreA, ativando a expressdo do gene plgl, que codifica pectina liase no

fungo P. griseoroseum.

Neste trabalho, um dos nossos objetivos foi demonstrar que o cAMP esta envolvido na
regulagdo da expressdo do gene plgl por meio de uma cascata de transdugdo de sinais que pode

estar relacionada com o mecanismo de repressdo catabdlica. A linhagem mutante M03 de P.
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griseoroseum, obtida por Lima et al. (2003) por meio da resisténcia ao analogo da glicose 2-
desoxi-D-glicose, apresenta desrepressdo catabolica para produgdo de pectina liase quando ¢
cultivada em meio contendo pectina e glicose. A determinacdo da funcionalidade dos cis-
elementos putativos do gene plgl também foi verificada utilizando-se delegdes em sua regido
regulatoria e o efeito dos indutores e repressores, presentes nos diferentes meios de cultivo, sobre

a expressao do gene reporter gfp.



2. REVISAO DE LITERATURA

Pectinas sdo compostos ricos em d4cido galacturénico, sendo trés os principais
polissacarideos pécticos: a homogalacturonana, um polimero linear de residuos de &cido
galacturonico unidos por ligagdes glicosidicas a-1,4; a ramnogalacturonana I que apresenta
repeti¢des do dissacarideo acido galacturénico e ramnose com cadeias de diferentes compostos,
ligadas ao residuo de ramnose; a ramnogalacturonana II, composta por um esqueleto de
homogalacturonana com cadeias laterais complexas ligadas aos residuos de acido galacturdnico
(Figura 1A). Estudos recentes sugerem estrutura alternativa na qual a homogalacturonana seria,
de fato, uma cadeia lateral longa de ramnogalacturonana (Figura 1B) (Willats et al., 2006). O
acido galacturdnico do polimero homogalacturonana pode ser metil-esterificado ou acetilado,
além de apresentar ions sddio, potassio ou calcio acoplados a sua estrutura. Como apresentado, a
pectina ¢ uma estrutura extremamente complexa com diversos grupos de polimeros,
apresentando heterogeneidade entre plantas, entre tecidos ou mesmo ao longo da parede celular
de uma mesma célula (de Vries et al., 2002). Tanto o grau de metilesterificagdo quanto o grau de
acetilacdo influenciam na a¢do da molécula assim como na atuag¢ao das enzimas que a degradam.

As pectinases que degradam a pectina da parede celular das células vegetais sdo
produzidas principalmente por fungos e bactérias (Bergamin et al., 1995). Muita atengdo tem
sido dada a estas enzimas devido ao envolvimento das mesmas na interacdo planta-patdgeno,

pois ndo s6 degradam a parede celular para obtengao de nutrientes, como também auxiliam no
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Figura 1: Representagdo esquemadtica da estrutura da molécula de pectina (A) e a estrutura alternativa

proposta recentemente (B) (Willats et al., 2006).



processo de penetragdo do patdégeno na célula e na sua distribuicao através do tecido da planta
(Hammerschmidt et al., 1984; Shih et al., 2000).

Enzimas pectinoliticas hidrolisam a pectina por diferentes mecanismos e sdo divididas
em duas grandes classes: pectinesterases e despolimerases. As pectinesterases removem grupos
metil dos 4cidos galacturdnicos e as despolimerases catalisam a clivagem das ligagdes
glicosidicas via hidrélise (hidrolases) ou via B-eliminagdo (liases) (Kashyap et al., 2001; Had;j-
Taieb et al., 2002). Elas sdo classificadas de acordo com o mecanismo utilizado para romper as
ligagdes glicosidicas da pectina, especificidade pelo substrato e posi¢ao da ligagdo glicosidica a-
1,4 rompida na cadeia péctica (endo ou exo). Além de hidrolases e traseliminases, que diminuem
o tamanho dos polimeros pécticos, as metilesterases também participam na degradagao da fracao
péctica, retirando grupos metilicos para atuagdo de enzimas que agem na molécula de pectina
com baixo grau de esterificacdo (Bergamin et al., 1995).

Pectina liase (PL) (EC 4.2.2.10) atua na regido nao-ramificada da pectina nos residuos de
acido D-galacturonico unidos por ligagdes glicosidicas a-1,4. Essa enzima degrada a pectina
pelo mecanismo de (3-eliminagdo, clivando a ligacdo a-glicosidica entre O; e Cy4, 0 que resulta na
formag¢ao de uma ligagdo insaturada entre os carbonos 4 ¢ 5 (Albersheim et al., 1966).
Poligalacturonases (PG) s2o hidrolases que atuam sobre o acido poligalacturonico e pectina de
baixo grau de esterificacdo, podendo ser classificadas como endo-poligalacturonase (EC
3.2.1.14) ou exo-poligalacturonase (EC 3.2.1.67) de acordo com o mecanismo de acdo no
substrato. Pectato liase (PEL) (EC 4.2.2.2) atua sobre a mesma regido da molécula de pectina,
mas geralmente € ativa quando a pectina apresenta moderado grau de metilagdo e requer ions
Ca*" como cofator, ao contrario da pectina liase (Benen et al., 2000) (Figura 2).

O alto grau de esterificagdo da molécula de pectina ¢ um requisito indispensavel para
acdo de PL. O mecanismo de acdo da pectina liase A (PLA) de Aspergillus niger foi investigado

frente a oligogalacturonideos com diferentes graus de polimerizagdo e metil esterificacdo, sendo
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final. Pectina liase (PL), Poligalacturonase (PG) e Pectato liase (PE) (Rombouts e Pilnik, 1980).




mais eficiente a acdo de PLA em substrato com alto grau de esterificagdo. O produto liberado
pela reacdo de B-eliminagdo de PLA pode variar de tamanho de acordo o grau de polimerizagao
do oligogalacturonideo. A maior atividade de PLA ocorreu quando todos os subsitios do
oligogalacturonideo foram ocupados com residuos metil. Remocdo de metil-ésteres do
oligogalacturonideo gera um substrato com alto grau de cargas negativas, que provavelmente ¢
expelido pelo ambiente eletrostatico negativo do sitio de interacdo de PLA com o substrato,
justificando a total auséncia de atividade enzimadtica para este substrato (van Alebeek et al.,
2002).

A estrutura tridimensional da pectina liase B de A. niger (PLB), determinada por
cristalografia, revelou topologia incomum em B-hélice paralela, igual a pectato liase (PEL) de
bactérias. Apesar do baixo percentual de identidade entre PEL de bactérias e PLB, cerca de 14 a
20%, existem regides na molécula que sugerem uma atuagdo similar destas enzimas sobre a
molécula de pectina. Por meio do alinhamento multiplo de PL e PEL, observa-se uma seqiiéncia
de dez aminoacidos conservados entre componentes da familia de PEL, presente em duas regides
estruturais diferentes, o que tem levado a supor a existéncia de dois sitios ativos para esta classe
de enzimas (Henrissat et al., 1995). Nenhum aminoacido especifico na regido do sitio ativo foi
caracterizado até o momento como essencial para a¢do da enzima. Os residuos Asp-154, Arg-
236, e Pro-238 conservados no sitio ativo de PLB sdo analogos aos encontrados em PEL.
Arginina estd presente em todas as PL e PEL, sugerindo um papel catalitico importante na
neutralizagdo da carga negativa intermedidria, gerada pela retirada do hidrogénio durante a -
eliminac¢do. Dois dos trés residuos de aminodcidos acidos presentes em PEL, Glu-166 e Asp-170,
sao substituidos por Arg-176 e Val-180 em PLB, coincidentemente na mesma posi¢ao relativa ao
sitio do Ca”", o que poderia justificar a ndo exigéncia deste cofator para PL. A determinacio da
estrutura protéica de PLB de A. niger ndo ofereceu nenhuma evidéncia da importancia do
segundo sitio ativo, que envolve uma seqiiéncia conservada WIDH (Vitali et al., 1998).

Pectina liase apresenta caracteristicas intrinsecas que favorece a aplicacao



biotecnoldgica. Primeiro, ¢ a inica enzima capaz de atuar em moléculas de pectina altamente
esterificadas sem a ag@o prévia de outras enzimas. Segundo, ndo altera o grau de esterificagdo da
pectina durante a degradagdo. Terceiro, ndo apresenta um final redutor como resultado da
clivagem, evitando reagdes adversas com o produto e, finalmente, ndo promove a formagao de
metanol como subproduto (Alafia et al., 1991).

Na industria alimenticia, a maior aplicagdo de pectinases totais ¢ na extracdo dos
compostos pécticos e clarificagdo do suco de frutas. As pectinases diminuem a viscosidade e
turbidez ocasionadas pela pectina, diminuindo o tempo de filtragdo em aproximadamente 50 %
(Blanco et al., 1999). A utilizagdo de PL purificada poderia reduzir reacdes indesejaveis, como
as citadas acima, principalmente o escurecimento do suco, devida a oxidagdo em decorréncia de
finais redutores produzidos pela agdo das outras enzimas do complexo pectinolitico. As
pectinases comerciais disponiveis, na grande maioria, consistem de uma mistura de enzimas
pectinoliticas. Estas enzimas podem ser utilizadas para remogao de mucilagem dos graos de cafg,
acelerando o processo fermentativo do café e também do chd (Jayani et al., 2005). Como
subproduto do processamento de alimentos vegetais, a dgua resultante das lavagens apresenta
material péctico, podendo a mesma ser tratada com pectinases a fim de facilitar o tratamento da
dgua com carvao ativado. A produc¢do de racdo animal depende das pectinases e outras enzimas
que reduzem a viscosidade, facilitando assimilagdo dos nutrientes pelo animal e diminuindo o
volume de fezes (Hoodal et al., 2000). A producdo de vinho tinto, com caracteristicas visuais
satisfatorias, tais como cor e turbidez, ¢ obtida pelo tratamento prévio com pectinases, antes do
processo fermentativo (Revilla e Ganzales-san Jose, 2003).

Durante o processamento para a remocdo da goma das fibras de rami e linho, no
tratamento do algoddo e no clareamento de papel, sdo utilizados produtos quimicos poluentes e
toxicos, a exemplo dos perdxidos, que poderiam ser substituidos, pelo menos em parte, pelo
tratamento enzimatico, provendo ndo s alternativa economicamente viavel, mas também, menor
impacto ambiental (Hoodal et al., 2000; Reid e Richard, 2004).

Geralmente, a expressdao dos genes que codificam enzimas pectinoliticas como PG e PL,
9



¢ regulada em nivel de transcricdo pelas condigdes ambientais, tais como o pH do meio ¢ a fonte
de carbono. A indugdo ¢ promovida por pectina e componentes pécticos, como acido
poligalacturdnico, acido galacturdnico, arabinose e¢ ramnose, ¢ a repressdo, por glicose ou
sacarose (Ribon et al., 2002; Wubben et al., 2000; Leone ¢ van den Heuvel, 1987; Fawole e
Odunfa, 2003). Em alguns fungos fitopatogénicos, como Aspergillus parasiticus e Sclerotinia
sclerotiorum, genes que codificam PGs sdo expressos constitutivamente, independentemente da
fonte de carbono (Cary et al., 1995; Fraissinet-Tachet et al., 1995). Para os genes que sdo
controlados principalmente em nivel de transcri¢do, o estudo dos cis-elementos presentes na
regido regulatéria pode contribuir para o entendimento do processo de regulacao.

A variacdo do pH ambiental ¢ um dos fatores que promove alteragdes fisioldgicas
intracelulares, resultando em maior flexibilidade adaptativa do organismo. E fundamental que o
organismo consiga perceber e transmitir para o interior celular a variagdo do pH do meio,
desencadeando processos de resposta celular, tanto por alteragdes na expressao de genes e, ou na
produ¢do de metabdlitos que sejam capazes de manter o pH externo favoravel para atuacdo das
enzimas pectinoliticas (Denison, 2000). Para os genes que codificam PL em A. niger,
Colletotrichum gloeosporioides e Aspergillus oryzae, verifica-se a presenga de cis-elementos
para ligacdo do fator de transcricdo PacC. (Templeton et al., 1994; Benen et al., 1996; Kitamoto
et al.,, 2001a e 2001b). PacC ¢ a proteina reguladora responsavel pela ativacdo e repressdo de
genes que sao regulados pelo pH do meio. Encontra-se na sua forma ativa apenas em ambientes
alcalinos. A passagem de sua forma inativa, presente em ambientes acidos, para a forma ativa
deve-se a um grupo de proteinas responsaveis por uma via de transducdo de sinal em resposta as
variagdes do pH externo. A proteina PacC atua como ativadora da expressdo de genes em
condi¢des alcalinas, além de impedir a expressdo de genes induzidos em condigdes acidas. A via
de regulacao da expressdo de genes pelo pH externo possivelmente ¢ conservada, pois similares
da via de transducdo de sinais foram identificados em diferentes organismos (Denison, 2000;
Penalva et al., 2002). A proteina PacC contém o dominio de ligagdo ao DNA Cys,His;, que

reconhece a seqiiéncia consenso GCCARG na regido promotora do gene (Tilburn et al., 1995). O
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efeito de mutagcdes em genes que controlam a resposta celular as alteragcdes de pH do meio tem
impacto no desenvolvimento da doenga na planta hospedeira pelo patégeno, tornando este tipo
de controle alvo de especulacdes em muitos fungos fitopatogé€nicos (Rollins ¢ Dickman, 2001).

Microrganismos competidores como o0s saprofiticos, conseguem resistir mais
prontamente as adversidades do meio, impostas por seu estilo de vida, conseguindo rapidamente
se adaptar as mudangas das condigdes nutricionais. Os processos de inducdo especifica ou de
repressdo catabdlica sdo considerados mecanismos que possibilitam esta versatilidade na
utilizagdo da fonte de carbono disponivel. Genes responsaveis pelo catabolismo de uma fonte de
carbono menos favoravel energeticamente sdo reprimidos na presenga de um substrato mais
facilmente degradado, como D-glicose, D-frutose ou D-xilose. Do ponto de vista da fisiologia
celular, isto ¢ benéfico por duas razdes: primeiro porque a fonte de carbono mais favoravel
energeticamente € usada e, segundo, porque nenhuma energia ¢ desperdi¢ada na sintese de outros
sistemas catabodlicos secundarios (Ruijter e Visser, 1997; Flipphi et al., 2003).

Fawole e Odunfa (2003), variando as concentragdes de glicose no meio de cultivo
contendo pectina, observaram a variagao da atividade de PG e PL em A. niger. Uma diminuigdo
da atividade de PG foi observada no sobrenadante da cultura do fungo cultivado em meio
contendo pectina e glicose em concentragdo acima de 5 g/L. Em concentragdes menores que
0,5% de glicose, ocorreu estimulo da atividade de PG. Os autores sugerem que em baixas
concentragdes de glicose, deve ocorrer a quebra da pectina, resultando em compostos mais
facilmente assimildveis, o que poderia explicar a alta atividade de PG detectada. Panda e
colaboradores (2004) somente observaram atividade de PG ¢ PL em A. niger quando a
concentragdo de glicose era inferior a 7 g/ no meio de cultivo.

A regulag@o da expressdo dos genes pelA e pelB ocorre em nivel de transcrigdo, como
demonstrado pela detec¢do do RNA por hibridizacdo (Kusters-van Someren et al., 1991 e 1992).
Verificou-se que quando glicose era adicionada ao meio de cultura, o transcrito do gene pelA
ndo era detectado. No entanto, na presenga de pectina, altos niveis deste transcrito estavam

presentes (Kusters-van Someren et al., 1991). Na regido regulatoria dos genes que codificam PL,
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foram identificados possiveis sitios de ligacdo para CreA, proteina reguladora envolvida na
repressdo catabolica em Aspergillus nidulans (Gysler et al., 1990; Kusters-van Someren et al.,
1991 e 1992; Templeton et al., 1994; Scazzocchio et al., 1995). Por meio do seqiienciamento do
cDNA de CreA, foi deduzido um polipeptideo putativo de 415 aminoacidos, contendo duas
regides conservadas do tipo dedo de zinco [Cys;-His;] € uma regido rica em alanina (Martinelli e
Kinghorn, 1997).

A interacdo efetiva de CreA ao sitio de ligacdo consenso ¢ dependente do contexto.
Geralmente duas seqiiéncias consenso espagadas por poucos pares de bases tém sido implicadas
no perfeito contexto para ligagao de CreA, levando a especulacdo de que seriam necessarias duas
moléculas repressoras durante o processo. Recentes estudos t€ém focado no controle da repressao
catabdlica via alteragdes pods-traducionais de CreA. Vautard-Mey e colaboradores (1999),
trabalhando com CREI do fungo S. sclerotiorum, observaram que altos niveis do transcrito do
gene crel foram detectados quando o fungo foi cultivado na presenga de glicose e que
permaneciam estaveis depois que o fungo era transferido para meio contendo pectina como unica
fonte de carbono. Utilizando uma proteina de fusdo com a Green Fluorescent Protein (GFP) e
CRE]1, foi possivel detectar CRE1 na fragdo nuclear do micélio, quando o fungo foi cultivado em
meio contendo glicose, € no citosol, quando o micélio foi transferido para meio de cultivo
contendo pectina. Este mesmo fendmeno foi observado em A. nidulans, sugerindo que a
translocagdo de CRE1 ¢ regulada por glicose e conservada em muitos fungos (Vautard-Mey et
al., 1999).

Estudos foram realizados com Penicillium griseoroseum quanto a produgdo das enzimas
PG e PL, tem-se concentrado na obten¢ao de linhagens mutantes, manipula¢des genéticas como
isolamento e caracterizagdo de genes, estabelecimento de técnicas de transformagdo genética,
aumento do niimero de copias dos genes endogenos de interesse, analises filogenéticas e estudos
dos mecanismos regulatérios envolvidos na expressdo dos genes que codificam essas enzimas
(Baracat et al., 1989; Brumano et al., 1993; Baracat-Pereira et al., 1994 ¢ 1999; Minussi et al.,

1998; Fernandes-Salomao et al., 1996; Ribon, 2001; Ribon et al., 1999 e 2002; Bazzolli, 1999 ¢
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2003; Cardoso, 2000 e 2004; Ribeiro, 2001 e 2005).

Em P. griseoroseum, dois genes que codificam PL, plgl e plg2, foram isolados ¢
caracterizados (Bazzolli, 1999). Verificou-se alta similaridade entre os genes plgl e plg2 com os
genes pelA e pelD de A. niger, respectivamente. As seqiiéncias de aminoacidos deduzidas a
partir do seqiienciamento dos genes plgl e plg2 revelaram polipeptideos de 374 ¢ 383
aminoacidos ¢ massas moleculares estimadas de 40,1 kDa para a proteina PLG1 e de 40,5 kDa
para a proteina PLG2. O alinhamento multiplo de nove seqiiéncias de PL de fungos filamentosos
disponiveis no banco de dado, demonstrou que somente PLG2 possui a regido consenso
denominada WIDH, presente em muitas PLs, mas com fun¢do ainda ndo determinada. Além
disso, trés residuos de aminoacidos idénticos aos encontrados em PLB de A. niger,
possivelmente envolvidos na reacdo de p-eliminacdo (Asp, Arg e Pro) também foram
observados. Para a proteina PLG1, dois dos trés aminoacidos estdo presentes nesta regido (Asp e
Pro). Um destaque merece ser dado ao valor de pl calculado para PLG1, que foi de 9,46, o maior
até o momento descrito na literatura, apresentando alta estabilidade em ampla faixa de pH e
temperatura (Bazzolli, 2003; Cardoso, 2004). Este dado agrega mais uma caracteristica desejavel
para aplicacao industrial desta enzima.

A regido regulatoria de ambos os genes apresenta cis-elementos putativos envolvidos na
resposta a condi¢cdes ambientais como pH do meio de cultivo e fontes de carbono. Na regiao
regulatdria do gene plgl seqiiéncias consenso de ligagao as proteinas CreA (nas posigdes -179, -
613, e a -757) e PacC (-256 ¢ a -288) ¢ um TATA box (-91), cis-elementos que controlam
expressao génica pelo estresse (STRE) estdo presentes nas posigdes -785, -452 e -354, sendo
estes comumente encontrados nas regides promotoras de genes de levedura (Bazzolli, 2003).

A expressdo do gene plgl foi verificada em diferentes valores de pH do meio de cultivo.
Assim como para a maioria dos genes que codificam enzimas do complexo pectinolitico, o maior
acumulo do transcrito do gene plgl foi observado em meio com pH préximo a neutralidade, ou
seja, pectina como fonte de carbono em meio de cultivo tamponado em pH 6,8. A presenca de

pectina citrica como fonte de carbono, em meio de cultivo ndo-tamponado, resulta em uma
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diminui¢do do pH ap6s o crescimento do fungo, justificado pela liberagdo de compostos de
carater acido durante a degradagdo da pectina, como por exemplo, acido galacturdnico, nao
sendo possivel detectar o transcrito do gene plgl nestas condi¢des de cultivo (Bazzolli, 2003).
Em meio de cultivo ndo-tamponado, contendo sacarose como fonte de carbono suplementada
com extrato de levedura, o pH do meio mantém-se mais constante do que no meio com pectina
como fonte de carbono, variando 0,2 na escala de pH, ao longo do crescimento do fungo. A
necessidade de tamponamento fica restrita ao meio de cultivo contendo pectina como fonte de
carbono. Ja& na presenga de sacarose, utilizada como tUnica fonte de carbono pelo fungo P.
griseoroseum, o pH do meio mantém-se mais estavel, além de ter um menor custo e poder ser
encontrada em compostos mais acessiveis, a exemplo do caldo de cana-de-agucar (Bazzolli,
2003).

Baracat-Pereira et al. (1994) verificaram maior atividade de PL em P. griseoroseum na
presenga de sacarose e de extrato de levedura. A adigdo de sacarose ao meio de cultivo
suplementado com extratos de levedura, de cha, de café ou de cacau em substitui¢do a pectina,
aumentou a atividade de PL do sobrenadante de cultivo (Minussi et al., 1996). Metilxantinas,
principalmente a cafeina, sdo compostos presentes em todos os extratos utilizados (Baracat-
Pereira et al., 1997). Relatos anteriores demonstraram que as metilxantinas sdo capazes de inibir
a enzima fosfodiesterase ciclica em fungos, aumentando o nivel endégeno de cAMP (Wood et
al., 1984). Considerando que a a¢do das substincias presentes nos diferentes extratos poderia
estar influenciando o nivel de cAMP, devido a inibi¢do da fosfodiesterase ciclica, e que o cAMP
estd envolvido na regulacdo de diversos processos celulares, hipotetizou-se a participacdo desta
molécula na indugdo da produgdo de PL em P. griseoroseum. O cAMP foi utilizado em
substitui¢do aos diferentes extratos no meio de cultivo contendo sacarose como fonte de carbono,
resultando na detec¢do da atividade de PL equivalente (Baracat-Pereira et al., 1997). Minussi et
al. (1998) avaliaram a produ¢do de PL em meio de cultivo contendo caldo de cana-de-agucar,
composto com baixa concentracdo de componentes pécticos e alta concentragdo de sacarose,

com o objetivo de reduzir custos de produgdo. P. griseoroseum foi cultivado em sacarose
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suplementado com extrato de levedura, detectando maior atividade de PL no sobrenadante de
cultivo. Os autores sugeriram efeito sinérgico da adicdo simultdnea de substancias pécticas,
sacarose € compostos xantinicos presentes no caldo de cana-de-agucar.

Com o isolamento e caracterizagdo dos genes plgl e plg2, foi possivel verificar a
regulacdo da expressdo destes genes nas diferentes condi¢des de cultivo (Bazzolli, 2003). A
detecgdo dos transcritos dos genes plgl e plg2 revelou que os mesmos sdo diferencialmente
expressos. O maior acimulo do transcrito do gene plgl foi detectado, por hibridizagdo, quando o
fungo foi cultivado em meio contendo pectina citrica por um periodo de 24 horas. A expressao
do gene plg2 foi verificada em meio de cultivo contendo pectina citrica e pectina de maca,
mantendo um nivel basal de expressdo, sendo detectado somente pela analise de RT-PCR. Na
auséncia do indutor natural, a pectina, sacarose suplementada com extrato de levedura foi capaz
de induzir a expressdo do gene plgl, ndo sendo o mesmo observado para o gene plg2. Na
presenca de glicose ou outros aglicares, os niveis transcricionais dos genes eram bastante
reduzidos, evidenciando o efeito de repressdo catabdlica (Bazzolli, 2003). Isolamento de
mutantes de P. griseoroseum resistentes ao 2-desoxi-D-glicose demonstrou que a produgdo de
PL foi aumentada em condi¢des de cultivo com a presenga de glicose e pectina (Lima et al.,
2003). O composto 2-desoxi-D-glicose ¢ fosforilado por hexoquinases do fungo e o composto
resultante, 2-desoxi-D-glicose-6-fosfato acumula e inibe enzimas glicoliticas, assim como a
incorporacdo de glicose € manose em polissacarideos da parede celular. Conseqiientemente,
ocorre uma queda de ATP e um desbalanco intracelular que pode favorecer o acumulo de cAMP
(Allen et al., 1989).

A andlise fisiologica evidenciou o envolvimento da molécula de cAMP na produgdo de
pectina liase (Baracat-Pereira, 1999). Substancias que agem na cascata de transdug¢do de sinal via
cAMP, como cafeina e 3-isobutil-1-metil xantina (IBMX), inibidores da fosfodiesterase ciclica, e
fluoreto de sodio (NaF), que ativa a adenilato ciclase, assim como o dibutiril-cAMP, foram
testadas por Bazzolli (2003). A cafeina ¢ a substancia que induz resposta similar na expressao do

gene plgl em relagdo ao extrato de levedura, quando presentes no meio de cultivo. Os resultados
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sugerem que a expressdo do gene plgl é dependente da cascata de transduga@o de sinal via cAMP.

Como descrito anteriormente, a via de transducdo de sinais envolve uma série de
modificagdes pos-traducionais, por fosforilagdo, metilagio ou ubiquitinagdo. Um ou mais
mecanismos estdo diretamente relacionados com proteinas responsaveis pela inibigdo da
atividade de uma provavel agdo repressora por uma proteina andloga a CreA em P.
griseoroseum. O mecanismo de repressdo catabolica pode estar relacionado com a via de
transducdo de sinais dependente de cAMP. Tem sido relatado o envolvimento da proteina G e a

transducdo de sinais via cAMP na repressdo catabolica em fungos filamentosos (Firmino et al.,

2002).
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3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no laboratorio de Genética Molecular e de Microrganismos do

Departamento de Microbiologia — BIOAGRO, da Universidade Federal de Vigosa — Vigosa/MG.

3.1 - Microrganismos e condigdes de cultivo

Foram utilizadas para a realizagdo deste trabalho a linhagem selvagem de Penicillium
griseoroseum, isolada de sementes florestais na UFV e depositada na Cole¢do de Culturas
Tropicais André Tosello, Campinas, com o codigo de acesso CCT 6421 e as linhagens mutantes
de P. griseoroseum PG63, mutante espontaneo que apresenta uma delecdo de 63 pares de bases
na regido estrutural do gene que codifica a enzima nitrato redutase (niaD") (Pereira et al., 2004) e
a linhagem MO3, resistente ao 2-desoxy-D-glicose (Lima et al., 2003).

As culturas estoques foram armazenadas em glicerol e mantidas a 4°C. Para producdo de
in6culo, conidios de nove dias foram inoculados (1x10° esporos/mL) em frascos Erlenmeyer
com 50 mL de meio mineral tamponado, pH 6,8, contendo diferentes fontes de carbono de
acordo com cada experimento, e incubados sob agitagdo a 150 RPM e 25°C (Brumano et al.,
1993). Para todos os experimentos em que se utilizou a técnica de RT-PCR, foi necessaria o pré-
cultivo do fungo em meio minimo por 24 horas para obtencdo de massa micelial e seguinte

extracdo de RNA total.
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3.2 — Influéncia de moduladores dos niveis endégenos de CAMP na expressdo do genes

plgl e na atividade de pectina liase da linhagem mutante M03 de P. griseoroseum

A linhagem mutante MO3 de P. griseoroseum foi cultivada em meio mineral tamponado
com pH 6,8 [g/L: 6,98 de KH,POy, 5,44 de K;HPOy, 1,0 de (NH4),SOy4, suplementado com 0,05
de MgS0O,4.7H,0] acrescido de sacarose (0,4%), extrato de levedura (0,06%) e as substancias
moduladoras do nivel endogeno de cAMP, como cafeina e fluoreto de so6dio (NaF) a uma
concentragdo final de 5 e 2 mM, respectivamente, ou as duas adicionadas simultaneamente nas
mesmas concentragdes. Os controles foram meio mineral tamponado suplementado com
sacarose, extrato de levedura e sacarose e extrato de levedura. A linhagem selvagem de P.
griseoroseum também foi utilizada como controle do experimento.

O sobrenadante da cultura e o micélio foram coletados para determinacdo da atividade de

pectina liase (PL) e RT-PCR, respectivamente.

3.3 — Nivel de resposta a repressao catabdlica das linhagens selvagem e mutante M03

de P. griseoroseum cultivadas em diferentes concentragdes de glicose

As linhagens foram cultivadas em meio mineral tamponado com pH 6,8 utilizando pectina
citrica (0,4%) como fonte de carbono com a adi¢do de diferentes concentracdes de glicose (0,4,
0,5, 1,0 e 1,5%). O fungo foi cultivado por 120 horas a 150 RPM e 25°C. Como controle foi
utilizado meio mineral tamponado a pH 6,8 com pectina 0,4%, sem a adi¢ao de glicose.

Apo6s 120 horas de cultivo, o sobrenadante da cultura foi coletado para determinagdo da
atividade de PL e o micélio colhido em peneira de 400 malhas/polegada’, armazenado em

cadinhos de papel aluminio e secos a 105°C até a obten¢ao de massa constante (Calam, 1969).
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3.4 — Estudo de repressdo catabdlica das linhagens selvagem e mutante M03 de P.

griseoroseum

As linhagens de P. griseoroseum selvagem e mutante MO3 foram cultivadas em meio
mineral tamponado pH 6,8 utilizando pectina (0,4%) como fonte de carbono. Apds 24 e 48 horas
de cultivo, o micélio foi coletado, filtrado e lavado em agua estéril até completa retirada do meio
de cultivo. O micélio foi transferido para meio mineral tamponado com pH 6,8 contendo
diferentes concentracdes de glicose (0,4, 1,0 e 1,5%) e incubado sob agitacdo (150 RPM) a 25
°C, durante 24 e 48 horas. Em seguida, procedeu-se a coleta do sobrenadante e da massa micelial

para determinacdo da atividade de PL e para a extragdo do RNA total.

3.5 - Determinacao da atividade enzimatica de pectina liase (PL)

A atividade enzimatica de PL no sobrenadante das culturas crescidas por 48 ou 120 horas
de acordo com cada experimento, foi determinada pelo aumento da absorvancia a 235 nm,
descrito por Albersheim e Killias (1962) com modificagdes. Nos tempos de cultivo realizados, a
atividade de PL ainda ¢ crescente, ndo apresentando atividade proteolitica. A mistura de reagao,
mantida a 40 °C, constituiu-se de 1 mL do substrato [pectina citrica 2,5% (Sigma) em tampao
KH;PO4/Na,HPO, 80 mM, pH 6,8] e 1,5 mL do sobrenadante da cultura. Uma aliquota de 0,5
mL da mistura de reacdo foi retirada nos tempos de 0 e 30 min de incubacgdo e adicionadas em
tubo de ensaio contendo 4,5 mL de HCI1 0,01 N para interromper a reacdo. Para determinar a
atividade especifica de PL, a estimativa da quantidade de proteina total no sobrenadante da
cultura, foi feita pelo método descrito por Bradford (1976). Uma unidade (U) de atividade da
enzima foi definida como nmoles de A*’ galacturonideo liberados por minuto, utilizando-se para
o calculo a absortividade molar de 5.550 L cm'mol” para o produto insaturado. Todos os
experimentos foram realizados em triplicatas e os valores representam as médias. Analise

estatistica foi realizada aplicando-se o teste Scott Knott a 5% de probabilidade.
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3.6 — Extracdo de RNA total das linhagens selvagem e mutante MO03 de P.

griseoroseum

A extragdo de RNA total foi realizada a partir do micélio coletado em diferentes tempos de
cultivo de acordo com cada experimento e congelado em nitrogénio liquido (Deeley et al., 1977
com adaptagdes). Cerca de 2 g de micélio foram triturados e homogeneizados em 10 mL da
solugdo 1 [hidrocloreto de guanidina 6 M, acetado de s6dio 20 mM (pH 5,0) e ditiotreitol 1 mM].
Depois de centrifugado, ao sobrenadante resultante foram adicionados de 10 mL de etanol 95%,
deixados a -20 °C por 1 hora . O precipitado foi entdo dissolvido em 2mL da solugdo 2
[hidrocloreto de guanidina 6 M, acetato de sodio 20 mM (pH 7,0) e ditiotreitol 1 mM]. Apds, foi
realizada mais uma etapa de precipitagdo. Para ressuspender o sedimento, foram utilizados 1 mL
de acetato de sodio 100 mM, pH 5,0 e 2 mL de etanol 95%, deixados por 1 hora a -20 °C. O
sedimento foi entdo lavado com etanol 70% e dissolvido em dgua Milli Q tratada com DEPC
(Diethyl Pyrocarbonate). Cada amostra de RNA total foi analisada por eletroforese em gel de

agarose 1,2% para verificar a qualidade.

3.7 - RT-PCR (Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction)

As reagdes de transcricdo reversa forma realizadas de acordo com o kit “Reverse Transcription
System” (Promega), juntamente com oligo (dT) e 2,0 ug de RNA total, previamente tratado com DNAse
(livie de RNAse - Promega®) e incubando-se a 42 °C, por 1 hora e 15 min. Os seguintes
oligonucleotideos  foram sintetizados e utilizados na etapa de amplificacio: 5’-
TAGAAACTACCAACTCCCAACATG-3"' (PIplgl) e 5-TCCGCACGAGTAAATCACACTC-3'
(PFplgl) para verificar a presenca do transcrito do gene plgl. Os oligonucleotideos Plplgl e PFplgl
amplificam um fragmento com tamanho de 1341 pb a partir do gene plgl do DNA gendmico, € um

fragmento de ~1200 pb a partir do cDNA do mesmo. A reagdo de PCR consistiu de 5 puL. da reagao de

RT, juntamente com 10 pmol de cada oligonucleotideo, em um volume total de 25 pL.. A amplificacdo
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foi feita empregando quarenta ciclos, cada ciclo consistindo de um passo a 94 °C por 1 min, um passo a
55 °C, por 1 min e um passo a 72 °C, por 1 min e 30 segundos. Ao final, foi realizada uma etapa de
extensdo a 72 °C, por 7 min. Para cada reacdo, foi feita a amplificagdo do gene da y-actina para
testar a quantidade e integridade do cDNA produzido, utilizando oligonucleotideos desenhados
com base em uma regido conservada do gene da y-actina de fungos filamentosos. Uma
preparagdo de DNA total de P. griseoroseum foi amplificada nas mesmas condigdes e analisada
no mesmo gel para confirmacdo de que os fragmentos de DNA gerados ndo correspondem a
contaminacdo do RNA com DNA total. Os produtos de amplificagdo foram analisados por

eletroforese em gel de agarose a 1,5%.

3.8 — Determinagdo da funcionalidade dos cis-elementos putativos da regiédo

regulatdria do gene plgl

3.8.1 — Construgdo dos plasmideos contendo o gene gfp que codifica para a proteina GFP
sob o controle de diferentes fragmentos da regido regulatoria do gene plgl.

As delegdes na regido regulatoria do gene plgl foram realizadas com enzimas de restri¢ado
seguindo as recomendagdes do fabricante. Foram utilizadas trés diferentes enzimas de restri¢ao,
Ncol, Sspl e Smal, com sitios tnicos e que clivam exclusivamente na regido regulatéria do gene
plgl. O plasmideo pplgl-gfp, gentilmente cedido por Cardoso e colaboradores, foi utilizado para
construgdo dos trés diferentes clones. A construgdo foi realizada combinando duas das enzimas
de restricdo citadas. Apods digestdo do DNA plasmidial, os fragmentos foram separados por
eletroforese em gel de agarose 0,8%, recuperando o fragmento de interesse empregando o kit
“GFX PCR DNA and Gel Band Purification” (Amersham). O fragmento foi religado com 1 U da
enzima T4 ligase seguindo as instru¢des do fabricante (Promega). Os trés plasmideos gerados
foram subclonados em E. coli, segundo Sambrook et al. (1989). O plasmideo pNSpA283
apresenta dele¢do de um fragmento correspondente ao sitio —786 e —503 da regido regulatoria do

gene plgl (Fragmento A), o plasmideo pSpSA319 apresenta dele¢do de um fragmento
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correspondente ao sitio —503 a —184 (Fragmento B) ¢ o plasmideo pNSA602 que apresenta
delecdo de um fragmento correspondente ao sitio —786 ¢ —184 (Fragmento C) (Figura 3). O
pplgl1-gfp786 que contém a regido regulatoria do gene plgl intacta também foi utilizado. Todas

as diferentes construgdes foram utilizadas em experimentos de transformagao do fungo.
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Regido regulatoria do gene plgl

CreA
ggtaccccttgaccaccttgcctcacactggagaaatcaaaaatcaacacagaccatggatcttgcaacal -718
*
aaaaggagggagatactccaaatggacctcggagactgttctcatccgagtaaagtgtccggccacaatg -648
FRE
CreA PRE
ctgacaagcttactcccatgcagcgaccgatgtggggaacatcccccaagtgaaacatcttcaagcaccg| -578
TCS* *
gacccaattcttcaatgccggtttgatttacgacttaggattactcaactttaactcctgagttteccttt| -508
gaathttgcatttgcgccacaggatgcccttgtatacgaatatccgaatatacgaatatgagcactatcc| -438
STRE *
aacgggccccccctattggtgtactatcatgtcccacaacacgggtctacaattcttccgctecttctca -368
STRE
cctactttgtacccctgcatagcatggccatatatttctccgccaaattgtggatcatgcacaaccttaal -298
PacC PacC
tacattgccagactgtccaaggttggtcccacgtttatgccaagccccaggcgectagggettcggtcac| -228
I CreA
cattcgccggaacaacatcggcataccataacggagattaccqjggtggagaggcatgattctcaaacaa  -158
gcttgtgtcttagcccggattatccgggagagctatctatactggactacttgttgatcctatataaggt -88
cacgtccatcgcgcccaaatctctctttcagctctccatcccaaccattacattcttttatacaggtaga -18

+1
aactaccaactcccaac ATG

Figura 3: Seqiiéncia de nucleotideos da regido regulatéria do gene que codifica plgl de Penicillium

griseoroseum. O codon de inicio da traduc@o esta em negrito e em letras maitsculas. Os cis-
elementos estdo sublinhados e indicados, para ligagdo de CreA, PacC, STRE (elemento de
resposta ao estresse), PRE e TCS que constituem o elemento de resposta a invasdo ¢ a
filamentagdo (FRE). Possiveis CAAT box estdo identificados por (*) (Bazzolli, 2003). A caixa

em verde representa o Fragmento A, em azul o Fragmento B e em amarelo o Fragmento C.
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O plasmideo pgpd-gfp (6,4kb), contendo o gene que codifica a proteina verde fluorescente
GFP da hidromedusa Aequorea victoria (SGFP-TYG), sob o controle do promotor constitutivo e
forte do gene gpdA e da regido terminadora do gene trpC de A. nidulans foi utilizado como

controle da fluorescéncia (Punt et al., 1988).

3.8.2 - Obtenc¢ao de Protoplastos

Para a obtencgdo dos protoplastos inicialmente uma suspensao de esporos foi plaqueada em
meio completo recoberto com papel celofane e incubada por 20 horas a 25 °C. Apds o
crescimento, aproximadamente 800 mg de micélio foram misturados com 5 mL de tampao de
digestao (KCI1 0,8 M, pH 5,8; tampao fosfato 10 mM; 15 mg da enzima GLUCANEX — Novo
Nordisk). Essa mistura foi mantida a 30 °C, 80 RPM por 3 horas. A suspensdo foi filtrada e
lavada 3 vezes em SCT (sorbitol 1 M; CaCl, 0,05 M e Tris-HC1 0,1 M) e centrifugada a 3000g
durante 15 min. O sedimento contendo os protoplastos foi homogeneizado em SCT para se obter

suspensdo com concentragio final de 10° protoplastos/mL

3.8.3 — Co-transformagdo da linhagem mutante PG63 de P. griseoroseum

A transformacao foi realizada de acordo Yelton et al (1984) e Ballance e Turner (1985),
com modificagdes desenvolvidas para P. griseoroseum (Queiroz et al., 1998).

Os protoplastos foram misturados com 5 pg de DNA plasmidial das construgdes acima
citadas, Sug de DNA plasmidial contendo o gene niaD™ e 50 uL de polietilenoglicol 6000 a 25%.
A mistura foi incubada em gelo por 20 minutos, seguindo-se a adi¢do de 0,5 mL da mesma
solucdo de polietilenoglicol, mantendo em temperatura ambiente por mais 20 minutos. Apos este
tempo, os protoplastos foram recuperados por centrifugacdo e plaqueados em meio de cultivo
apropriado com estabilizador osmético (sacarose 0,56 M), pelo método “pour plate”, e mantidos
a 25 °C por 3 dias. A sele¢ao dos transformantes foi baseada na reversdo do fenotipo da

linhagem mutante PG63 de P. griseoroseum, sendo cultivado em meio minimo.

24



3.8.4 - Analise molecular dos transformantes

A extragdo de DNA total das linhagens transformantes com as diferentes construcdes da
regido regulatoria do gene plgl foi realizada conforme Speacht et al. (1982), com modificagdes.
O DNA total foi separado por eletroforese em gel de agarose 0,8% para checar sua integridade.
A reacdo de PCR utilizando 10 ng de DNA total de cada linhagem transformante foi realizada
empregando 0s oligonucleotideos especificos para 0 gene gfp, 5’-
AGGGCGTGGAGCAGTTCACC-‘3 (GFP1) e 5’-CCTCGATGTTGTGGCGGATC-3 (GFP2).
O programa utilizado para a amplificagdo consistiu de quarenta ciclos, cada ciclo com um passo a 94 °C
por 1 min., um passo a 50 °C, por 1 min. e um passo a 72 °C, por 1 min e 30 segundos. Os produtos de

amplificacdo foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5% .

3.8.5 — Analise qualitativa da fluorescéncia do gene reporter (proteina GFP)

Todos os transformantes foram monosporicamente purificados e¢ foram realizados
microcultivos em laminas para captura das imagens da epifluorescéncia utilizando o microscopio
Olympus BX-60 com filtro de excitagdo 460 a 480 nm, utilizando o programa Image Pro® Plus,
version 4.0 para andlise das imagens. O fungo foi cultivado por 48 horas em meios de cultivo
utilizados para determinar a fluorescéncia foram meio mineral tamponado pH 6,8 com diferentes
fontes de carbono, como glicose (0,4 %), pectina (0,4 %) ou sacarose (0,4 %) suplementados
com extrato de levedura (0,06 %), mantendo a mesma porcentagem quando glicose e pectina
foram utilizadas em conjunto. Meio de cultivo ndo tamponado também foi utilizado para se
verificar o efeito da delec@o de cis-elementos de resposta ao pH do meio na expressdo do gene

reporter.
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4. RESULTADOS

4.1 — Estudo de repressdo catabdlica das linhagens selvagem e mutante M03 de

Penicillium griseoroseum

4.1.1 - Avaliagdo do nivel de resposta a repressdo catabdlica das linhagens selvagem e
mutante M03 de P. griseoroseum quando cultivadas na presenga de pectina citrica e diferentes

concentragdes de glicose

Uma linhagem mutante de P. griseoroseum resistente ao 2-deoxy-D-glicose (M03) foi
utilizada para avaliar o nivel de resposta a repressdo catabolica na producdo de pectina liase
(PL). A atividade de PL foi verificada para as linhagens selvagem e mutante M03 de P.
griseoroseum cultivadas por 120 horas em meio contendo 0,4 % de pectina citrica e glicose nas
concentragdes de 0,4, 0,5, 1,0 e 1,5 % (Figura 4). Foi verificado aumento na atividade de PL para
a linhagem mutante M03 de P. griseoroseum quando cultivada na presenga de pectina citrica e
glicose (0,4 %), enquanto que para a linhagem selvagem, nesta mesma condi¢do de cultivo,
ocorreu queda significativa da atividade enzimatica de PL com o aumento na concentracdo de
glicose. Na concentracdo de 0,5 % de glicose, a atividade de PL da linhagem mutante M03
equipara-se a atividade de PL da linhagem selvagem na presenca de pectina citrica sem adi¢ao de
glicose. Nas maiores concentracdes de glicose testadas (1,0 e 1,5 %), a atividade de PL da
linhagem mutante M03 reduziu-se a metade da apresentada na condicao controle (pectina citrica
sem glicose), enquanto que para a linhagem selvagem, a atividade de PL foi completamente
abolida. Este resultado reflete a deficiéncia do processo de repressdo catabodlica para a atividade

de PL apresentada pela linhagem mutante M03 de P. griseoroseum.

26



—&— MO03 —l— Selvagem

600 -

[

o

o
|

400 -

300 -

200

100 -

nmoles do produto insaturado.ml™.minuto™.g demicélio seca’

0 0,4 0,5 1 1,5
Concentragdo de glicose (%)

Figura 4: Nivel de resposta a repressdo catabolica das linhagens selvagem e mutante M03 de P.
griseoroseum. Os sobrenadantes das culturas e o micélio para determinagdo da massa seca
foram coletados apos 120 horas de cultivo. O meio de cultivo contém pectina 0,4% e
concentragdes de glicose variando de 0 a 1,5%. A seta indica um aumento na atividade de PL
para a linhagem mutante M03 de P. griseoroseum em rela¢do a linhagem selvagem. Foram
realizadas trés repeticoes independentes para cada condi¢do e os valores representam a média

de todos os experimentos.
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4.1.2 — Correlagdo entre expressdo dos genes plgl e plg2 e a atividade de PL em resposta

as condicdes de repressao catabdlica

Duas etapas foram realizadas para este estudo, uma etapa de indugdo e outra de repressao
da expressdo dos genes plgl e plg2. Para a indugdo, as linhagens selvagem e mutante M03 foram
pré-cultivadas em meio contendo pectina citrica (0,4 %) por 24 ¢ 48 horas. Para a etapa de
repressao, o micélio coletado no tempo de cultivo de 48 horas em pectina citrica foi transferido
para meios de cultivo contendo glicose como unica fonte de carbono, nas concentragdes de 0,4,
1,0 e 1,5 %, e cultivados por 24 e¢ 48 horas. A Figura 5 mostra a atividade de PL das linhagens
selvagem e mutante M03 nas etapas de indugdo e repressdo. Em todas as condigdes de cultivo
testadas, o unico tratamento em que a atividade de PL da linhagem selvagem de P.griseoroseum
¢ igual a da linhagem mutante M03 ¢é o cultivo em pectina citrica no tempo de 48 horas, segundo
o teste estatistico aplicado (Figura 5A). Nos demais tratamentos, a linhagem mutante MO03
apresentou maior atividade de PL, principalmente na presenca de glicose (Figura 5B e 5C). A
expressao do gene plgl foi determinada por RT-PCR, sendo possivel verificar que a inducao do
gene foi efetiva quando as linhagens selvagem e mutante M03 foram cultivadas em pectina
citrica por 24 ¢ 48 horas (Figura 6A). A detecgdo do produto de amplificacdo do gene plgl pode
ser observada quando a linhagem mutante MO03 foi cultivada na presenga de 0,4 ¢ 1,0 % de
glicose por 24 horas. Para a linhagem selvagem, neste mesmo tempo, o transcrito do gene plgl
so foi verificado na presencga de 0,4 % de glicose (Figura 6B). No tempo de 48 horas, ndo foi
observado nenhum produto de amplifica¢do do gene plgl, tanto para a linhagem selvagem como

para a linhagem mutante M03 de P. griseoroseum (Figura 6C).
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Figura 5: Atividade especifica de PL das linhagens selvagem e mutante M03 de Penicillium griseoroseum
em condi¢des de repressdo catabdlica com diferentes concentragdes de glicose. Os
sobrenadantes das culturas foram coletados em 24 e 48 horas de cultivo do fungo em pectina
0,4% (A). O micélio proveniente do tempo de 48 horas de cultivo pectina citrica foi transferido
para meios de cultivos contendo 0,4%, 1,0% e 1,5% de glicose por 24 (B) e 48 horas (C).
Foram realizadas trés repeti¢cdes independentes para cada condi¢ao de cultivo por experimento.
Os valores representam a média de trés experimentos. O teste estatistico aplicado foi Scott

Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 6: Avaliacao por RT-PCR da expressdao do gene plgl das linhagens selvagem e mutante M03 de
Penicillium griseoroseum em condigio de repressao catabolica com diferentes concentragoes de
glicose. O RNA total foi extraido em 24 e 48 horas a partir do micélio crescido em pectina (A)
e transferido para meio de cultivo contendo diferentes concentragdes de glicose por 24 (B) e 48
horas (C). A concentragdo de glicose no meio de cultivo foram de 0,4% (canaletas 3 e 6), 1,0%
(canaletas 4 e 7) e 1,5% (canaletas 5 e 8) para as linhagens mutante (M03) e selvagem (S) de P.
griseoroseum. Canaleta 1, o branco da reagdo. Canaleta 2, produto de amplificagdo a partir do

DNA total. M, marcador de tamanho molecular fago JX174/Haelll. O controle foi feito

utilizando oligonucleotideos especificos do gene que codifica j~actina em P. griseoroseum.
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A avaliagdo da expressdo do gene plgl foi também examinada durante o cultivo em glicose
por 48 horas (Figura 6C). Nesta condi¢do, ndo foi possivel detectar nenhum transcrito do gene
plgl em ambas as linhagens. A expressdao do gene plg2 foi verificada em todas as condigdes
testadas. Somente na fase de indugdo foi possivel detectar sinal de amplificagdao nos dois tempos
de cultivo testados (dados ndo mostrados).

Comparando os dados de expressdo do gene plgl e a atividade de PL determinados nas
mesmas condigdes ¢ tempo de cultivo, € possivel inferir que o gene plgl ¢ o maior responsavel
pela produgao de PL na linhagem mutante M03 de P. griseoroseum. Podemos considerar que a
expressdo do gene plgl no tempo de 24 horas reflete os resultados de atividade de PL em 48

horas, intervalo suficiente para o processamento e tradu¢cdo do mRNA.

4.2 — Influéncia de moduladores de cAMP na expressdo dos genes plgl e plg2 e

atividade de pectina liase da linhagem mutante M03 de P. griseoroseum

A atividade de PL foi determinada tanto para linhagem selvagem como para a linhagem
mutante M03, na presenca de substancias que afetam a via de transducao de sinais dependente de
cAMP, como cafeina ¢ fluoreto de sodio (NaF).

As linhagens selvagem e mutante M03 de P. griseoroseum foram pré-cultivadas em meio
minimo para obtencdo de massa micelial. O micélio foi coletado e transferido para meios de
cultivo contendo sacarose/extrato de levedura e combinagdes de cafeina e NaF, nas
concentragdes de 5 e 2mM, respectivamente. As concentragdes escolhidas ndo afetam o
desenvolvimento do fungo, como demonstrado por Bazzolli (2003).

A Figura 7 mostra o resultado da atividade especifica de PL nas condigdes testadas. O
extrato de levedura foi substituido por cafeina e NaF, sendo possivel verificar que tanto para a
linhagem selvagem como para a linhagem mutante M03, a cafeina ¢ a substincia que melhor
substitui o papel do extrato de levedura na producdo de PL. Quando NaF foi utilizado em

substituicdo ao extrato de levedura, a atividade foi bastante reduzida, mas ¢é verificada uma
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diferenga significativa na atividade de PL para as linhagens selvagem e mutante M03 de P.
griseoroseum. A maior atividade de PL para ambas as linhagens foi obtida na presenga de
cafeina e NaF, evidenciando o efeito sinérgico destas substancias na producao de PL.

Analise da expressdo do gene plgl foi realizado com RNA total extraido da linhagem
mutante M03 de P. griseoroseum em condi¢des de cultivo cafeina como substancia moduladora
de cAMP (Figura 8). Foi possivel observar que na presenga de extrato de levedura ou extrato de
levedura acrescido de cafeina, ndo foi detectado o transcrito do gene plgl. Este resultado
também foi observado por Bazzolli (2003), quando testou esta mesma substincia para a
linhagem selvagem de P. griseoroseum, indicando que o mecanismo pelo qual uma metilxantina

atua nao difere na linhagem mutante M03 de P. griseoroseum.

4.3 — Determinacdo da funcionalidade dos cis-elementos putativos da regido

regulatoria do gene plgl

A regido regulatoria do gene plgl foi previamente determinada e depositada no GenBank
sob o numero de acesso AF502279 (Bazzolli, 2003). Para determinar a funcionalidade dos cis-
elementos, delegoes na regido regulatoria do gene plgl foram geradas com enzimas de restrigdo
(Figura 9). Todos os clones recombinantes foram derivados do plasmideos pplgl-gfp786, que
contém a regido regulatoria do gene plgl completa seguida da regido estrutural do gene gfp.

Usando co-transformacdes com os plasmideos pAN-7.1 e plasmideos contendo fragmentos
da regido regulatéria do gene plgl (ver Material ¢ Métodos), foram introduzidos no DNA
cromossomal da linhagem mutante PG63 de P. griseoroseum. As linhagens transformantes se
demonstraram estaveis, sem a presenca de setores quando cultivadas. A reacdo de amplificacao
com oligonucleotideos especificos correspondentes ao gene gfp foi realizada para demonstrar
que uma nao evidencia da fluorescéncia da proteina GFP ndo tenha sido devida a auséncia da
mesma, e sim devido ao fato do controle da expressdo submetida as delecdes da regido

regulatoria do gene plgl (Figura 10).
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Figura 7: Influéncia da cafeina e fluoreto de so6dio na atividade de pectina liase das linhagens selvagem e
mutante M03 de Penicillium griseoroseum. Os sobrenadantes das culturas foram coletados apos
48 horas de cultivo e o micélio coletado para obtencdo de massa seca. Os meios de cultivo
utilizados foram meio mineral tamponado contendo sacarose 0,4% (Sac), extrato de levedura
0,06% (EL) e as substancias que afetam a cascata de transducdo de sinais via cAMP, a cafeina e
fluoreto de sodio (NaF), a uma concentragao de 5 e 2 mM, respectivamente. Combinagdes entre
estes compostos foram também realizadas, mantendo a concentragdo citada de cada um. Para
cada meio de cultivo, barras com a mesma letra mintiscula nao diferem entre si pelo teste Scott
Knott a 5% de probabilidade. Para cada linhagem, barras com a mesma letra maiuscula nao

diferem entre si pelo teste Scott Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 8: Avaliacdo do efeito da cafeina na expressdo do gene plgl da linhagem mutante MO3 de
Penicillium griseoroseum por RT-PCR. A extracdo do RNA total foi realizada a partir do
micélio coletado em meio mineral tamponado contendo sacarose e extrato de levedura (1),
sacarose (2), extrato de levedura (3), extrato de levedura e cafeina (4), sacarose ¢ cafeina (5) e
sacarose, extrato de levedura e cafeina (6). M, marcador de tamanho fago JX174/Haelll. A
letra C corresponde ao produto de amplificacdo a partir do DNA total. O controle foi feito

utilizando oligonucleotideos especificos do gene que codifica j~actina em P.griseoroseum.
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Analise por delecdo da regido regulatoria do gene plgl de Penicillium griseoroseum.
Representagdo esquematica do plasmideo reporter pplg1-gfp786 (com promotor intacto) e seus
derivados. O Fragmento A (correspondendo a regido regulatoria do gene plgl entre —786 e —
503), Fragmento B (regido regulatéria entre —503 e —184) ¢ o Fragmento C (regido regulatoria
entre -184 ¢ +1). Os niimeros precedidos pelo tridngulo em cada plasmideo indicam o tamanho
em pares de bases (pb) da delecdo realizada na regido regulatoria do gene plgl. Os cis-
elementos putativos estdo indicados na construgdo pplgl-gfp786, os simbolos representando
cada cis-elemento, identificados na legenda. Os numeros negativos indicam a posi¢do do sitio
de restri¢do de cada enzima referente ao sitio putativo +1 da tradugdo do gene plgl. Um
plasmideo controle contendo um gene constitutivo controlando a expressao do gene reporter

ofp esta representado como pgpd-gfp.
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Figura 10: Detecc¢ao por PCR do gene gfp nas linhagens transformadas de Penicillium griseoroseum com
as diferentes construgdes da regido regulatoria do gene plgl. O DNA total de diferentes
linhagens transformadas com os plasmideos pNSpA283 (canaletas 2, 3 e 4), pSpSA319
(canaletas 5, 6 e 7) e pPNSA602 (8, 9 e 10) foi extraido. A reacdo de PCR foi realizada com 10
ng de DNA total de cada linhagem transformada. M, marcador de tamanho fago
@X174/Haelll. Canaleta 1 se refere ao controle positivo utilizando o DNA plasmidial

contendo o gene gfp.
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Subseqiiente analise dos clones gerados foi determinada pela observagdo da
epifluorescéncia da proteina GFP no micélio do fungo cultivado em diferentes fontes indutoras
(pectina e sacarose/extrato de levedura) e repressoras (glicose e pectina/glicose) e sob luz branca
(Figuras 11 e 12, respectivamente). A observagdo da fluorescéncia foi verificada em pelo menos
dois transformantes para evitar uma interferéncia do efeito de posicao.

Com a analise de fluorescéncia nos micélios dos transformantes obtidos com a construgao
pNSpA280 (Fragmento A), pode-se observar que a auséncia da regido que contém os dois cis-
elementos de ligagdo a CreA, permitiu a expressdo do gene repérter na presenga de pectina e
glicose (Figura 11G), sendo esta uma condi¢do de repressdo catabolica verificada pelo controle
contendo o promotor do gene plgl intacto (Figura 11C). Este dado permite inferir que estes dois
sitios sdo funcionais e responsaveis pela repressao da expressdo de plgl na presenca de glicose.

O Fragmento B, contendo dois cis-elementos STRE (-354 e -452), dois sitios consenso
para ligagdo da proteina PacC (-256 e —288), foi importante para a expressao do gene reporter na
presenca de meios indutores como pectina e sacarose/extrato de levedura (Figuras 111 e 11M). O
cultivo das linhagens transformantes foi realizado tanto em meios tamponados como nao-
tamponados para determinar a funcionalidade dos cis-elementos para ligagao da proteina PacC.
Em meios nao-tamponados, nenhuma diferenca foi observada em relagdo aos meios tamponados
para as diferentes construgdes, sugerindo que os cis-elementos de ligacao a PacC presentes no
Fragmento B ndo sdo funcionais ou, no contexto, ndo sdo essenciais para expressao de PL.
Adicionalmente, neste fragmento, identificamos uma seqiiéncia consenso para ligagdo da
proteina Acel, responsavel pelo efeito negativo na indugdo da expressao dos principais genes
celuloliticos e xilanoliticos de Trichoderma reesei (Saloheimo et al., 2000; Aro et al., 2002). Um
cis-elemento putativo de ligacao ao ativador transcricional de genes celuloliticos e xilanoliticos
(XInR), foi também identificado (Gielkens et al., 1999). A retirada do Fragmento B aboliu

completamente a expressdo do gene gfp em qualquer condigao de cultivo (Figuras 11N — 11Q).
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Figura 11: Andlise de diferentes deleg¢des na regido regulatéria do gene plgl de Penicillium griseoroseum
e o efeito na expressdo do gene gfp. Analise da expressdo do gene reporter gfp foi verificado
em micélio crescido por 48h em meio de cultivo contendo como fontes de carbono, pectina
(P), glicose (G), pectina/glicose (P+G) e sacarose/extrato de levedura (S+EL). Analise por
microscopia de fluorescéncia da proteina Green Fluorescent Protein (GFP) esta representada
pelas Figuras (A-U). Um transformante com expressao constitutiva do gene gfp (pgpd-gfp) (R-
U) e outro com promotor intacto do gene plgl foram utilizados como controle da

fluorescéncia.
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Figura 12: Visualizagdo do micélio de linhagens transformantes de Penicillim griseoroseum para analise
de diferentes delecdes na regido regulatoria do gene plgl. Estas figuras sdo as mesmas
utilizadas na figura 8, observadas sob luz branca. O micélio foi crescido por 48 horas em
meio de cultivo contendo como fontes de carbono, pectina (P), glicose (G), pectina/glicose
(P+G) e sacarose/extrato de levedura (S+EL). Um transformante com expressdo constitutiva
do gene gfp (pgpd-gfp) (R-U) e outro com promotor intacto do gene plgl foram utilizados

como controle da fluorescéncia.
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Nas outras duas construgdes, pSpSA319 e pNSA602, ndo se observou nenhuma
fluorescéncia mesmo nas condi¢des de inducdo (Figuras 111, 11M, 11N e 11Q), que pode ser
explicado pelo fato de ndo conterem a regido responsavel pela inducdo (Fragmento B) citado
acima. Mesmo na constru¢do pNSA602, que ndo contém a regido dos dois cis-elementos de
ligacdo a CreA funcionais, ndo se espera uma expressao do gene reporter quando as linhagens
transformadas foram cultivadas em glicose (Figura 110) ou pectina e glicose (Figura 11P),
devido a auséncia da regido que contém os cis-elementos responsaveis pelas indugdo. Uma das
seqiiéncias consenso para ligacdo de CreA (-179), mantida em todas as construgdes, parece nao
ter efeito na regulagdo da expressdo do gene plgl em condi¢cdes de repressdo catabolica
(Fragmento C).

Em todas as condigdes testadas foi possivel verificar a fluorescéncia no micélio e ou
conidios na linhagem transformada com a constru¢do pgpd-gfp (controle), que contém o
promotor com expressdo constitutiva do gene da gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase de A.
niger controlando a expressao do gene gfp (Figuras 11R-U). A regido regulatéria de 786 pb do
gene plgl (pplgl-gfp786), comandando a expressdo do gene gfp, também foi utilizada como

controle (Figuras 11A-D).
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5. DISCUSSAO

A andlise de linhagens mutantes deficientes em repressdo catabolica auxilia no
entendimento do desencadeamento da resposta celular as alteracdes de concentragdes de glicose
no meio externo. Mutantes resistentes ao analogo da glicose, 2-deoxy-D-glicose, apresentam
alteracdes no sistema de transporte de agucar, na hexoquinase ou fosfatase, e geralmente sdo
menos sensiveis a repressdo catabdlica (Minjares-Carranco et al., 1997). A linhagem mutante
MO3 de Penicillium griseoroseum foi testada para produgdo de enzimas como poligalacturonase
(PG) e pectina liase (PL), apresentando maior produgdo destas enzimas em relacdo a linhagem
selvagem quando o fungo foi cultivado na presenga de pectina ou pectina e glicose (Lima et al.,
2003).

Nossos resultados demonstraram que a linhagem mutante M03 de P. griseoroseum ¢
resistente a repressdo catabolica, quanto a producdo de PL, em altas concentracdes de glicose. A
sintese de PL foi aumentada quando pectina citrica e glicose (0,4 % de ambas) foram utilizadas
em conjunto no meio de cultivo (Figura 4). E possivel que a glicose possa ter sido utilizada para
o crescimento celular por ser facilmente metabolizada, enquanto a pectina citrica pode ter agido
como indutor da sintese de PL quando ambas as fontes estavam presentes no meio de cultivo. A
deficiéncia na assimilagdo de glicose pode também ter interferido na ativagdo efetiva da via de
transducdo de sinal que desencadeia o processo de repressdo catabdlica na linhagem mutante
MO3 de P. griseoroseum. Para a linhagem selvagem de P. griseoroseum, os dois genes que

codificam para PL, plgl e plg2, sdo reprimidos em nivel transcricional quando o fungo ¢
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cultivado na presenga de glicose (0,4 %) ou outras combinagdes de agucares simples, mesmo na
presenga de pectina, demonstrando que o processo de repressao catabolica € eficiente (Bazzolli,
2003).

A regulagdo da sintese de enzimas pectinoliticas em Aspergillus niger foi estudada
avaliando o efeito da adicdo de glicose durante o processo de fermentacdo em meio contendo
milho como indutor da expressdo (Panda et al., 2004). Para as enzimas polimetilgalacturonase
(PMG) e PG, a reducido da sintese foi evidente quando o nivel de glicose estava acima de 5 g/L.
Efeito de repressdo catabolica ndo foi demonstrado para sintese de PL nas mesmas condicdes,
ressaltando que esta enzima foi pobremente produzida em relacio a PMG e PG no meio de
cultivo utilizado como indutor (Panda et al., 2004). Resultado similar foi observado para sintese
de invertase em A. niger, na qual 10 g/L de glicose nao foram suficientes para reprimir a sintese
de invertase. Mecanismo de repressdo catabdlica para a sintese de invertase foi observado em
concentragdes de glicose acima de 20 g/L, porém, quando o fungo foi cultivado nesta
concentragdo de glicose por um longo periodo de tempo, apds 60 horas de cultivo, ocorreu um
efeito de desrepressdo da sintese desta enzima, e neste tempo, a concentracao de glicose era de 5
g/L (Rubio e Navarro, 2005). Contraditoriamente, a sintese de invertase em Aspergillus nidulans
permanece reprimida mesmo em concentracdes residuais de glicose (0,5 g/L) (Vainstein e
Peberdy, 1991).

Em Trichoderma reesei, efeito de desrepressdo foi observado para expressdo de genes
celuloliticos, como celobiohidrolase I (cbh1), apos longo tempo de cultivo com consumo total de
glicose e sem a adigdo de um indutor, o que poderia prover ao fungo um mecanismo de
sobrevivéncia sob condi¢des de escassez nutricional. Entretanto, quando o micélio foi pré-
cultivado na auséncia de uma fonte indutora e depois transferido e cultivado, por longos
periodos, sem uma fonte de carbono, nio foi detectada expressao do gene cbhl. Este dado sugere
que a caréncia de carbono, por si s6, ndo ¢ suficiente para induzir a expressdo deste gene, € que
algum tipo de indugdo ¢ requerida nos estagios iniciais do crescimento do fungo. Esta inducao

pode ocorrer pela liberagdo de oligossacarideos da parede celular do proprio fungo ou pela
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formag¢ao de soforose e outros acgucares indutores formados a partir da atividade de
transglicosilagdo de uma [-glicosidase constitutiva sob a glicose do meio de cultivo (Ilmén et al,
1997).

Nossos dados demonstram claramente que a linhagem mutante M03 de P. griseoroseum
apresenta uma expressdo de PL diferenciada da linhagem selvagem em condi¢des de repressao
catabolica. Devido ao fato de uma ndo ter sido detectado o transcrito do gene plg2 em nenhum
dos tempos testados e aos dados de atividade de PL, infere-se que realmente o gene plgl seja o
principal gene que codifica para PL neste fungo.

O estimulo para o desencadeamento de uma resposta celular pode ser proveniente de um
contato fisico entre substratos insoliveis e receptores presentes na superficie celular, ativando
vias de transducdo de sinal transmembrana, como no caso de enzimas para degradacdo de quitina
(Mach et al., 1996). Um outro tipo de mecanismo de resposta ¢ fundamentado na existéncia de
niveis baixos de expressdo constitutiva de genes responsaveis pela formacdo de um indutor da
expressdo génica, como no sistema de expressao dos genes celuloliticos em fungos filamentosos
(Aro et al., 2005).

No estudo de vias de transdugdo de sinais que participam da regulagcdo da expressao génica,
diversas substancias que bloqueiam ou ativam alvos especificos tém sido cada vez mais
utilizadas. Os bloqueadores de proteinas G e principalmente as substancias moduladoras de
cAMP tém auxiliado na identifica¢ao de vias de transdugao de sinais envolvidas na expressao de
genes de patogenicidade e de interesse industrial (Hakil et al., 1998; Firmino et al, 2002; Han et
al., 2004). A cascata de transdugdo de sinais ¢ complexa e ramificada, mas que parece ser
conservada em diversos fungos (D"Souza e Heitman, 2001).

Curiosamente, o gene plgl de P. griseoroseum ¢é expresso tanto na presenga de
sacarose/extrato de levedura, na auséncia do indutor natural pectina, como também na presenca
de substancias que interferem na cascata de transducao de sinais via cAMP, sugerindo o

envolvimento positivo desta molécula na expressao deste gene (Bazzolli, 2003).
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Considerando a resposta mais efetiva para a sintese de PL na linhagem mutante M03 de P.
griseoroseum, moduladores de cAMP foram utilizados, testando a agdo conjunta de cafeina e
fluoreto de sodio (NaF) na presenca de sacarose/extrato de levedura. O efeito sinérgico das
substancias moduladoras de cAMP e maior atividade de PL ¢ evidente para linhagem mutante
MO3 de P. griseoroseum (Figura 7). Uma maior capacidade de manutengdo do nivel endogeno
de cAMP pela linhagem mutante M03 de P. griseoroseum em relagdo a linhagem selvagem pode
ter sido o motivo da amplificagdo do sinal de transdugdo via cAMP, culminando em uma
produ¢do mais efetiva de PL. Este dado corrobora com os que correlacionam o nivel endégeno
de cAMP com a assimilag¢ao de glicose pela célula. A disponibilidade de glicose leva a inducao
de enzimas glicoliticas e a conseqiiente baixa do nivel de cAMP (D’Souza e Heitman, 2001;
Fliphi et al., 2003). Para a linhagem mutante M03 de P. griseoroseum, este efeito seria inverso,
pois ocorre deficiéncia assimilacdo de glicose e possivel aumento do nivel endogeno de cAMP.

Em T. reesei, a produ¢do da enzima quitinolitica N-acetil-glicosaminidase foi avaliada
quanto ao efeito de cAMP e moduladores de proteinas G. Todas as substancias utilizadas tiveram
efeito negativo na producdo da enzima, provocando decréscimo na atividade extracelular em até
95%, sugerindo uma via de sinalizagdo composta por proteinas G, adenilato ciclase e cAMP
(Firmino et al., 2002).

O papel sugerido para sacarose na indugao da expressao do gene plgl de P. griseoroseum é
de co-fator. Rubio ¢ Navarro (2005) estudando o mecanismo de indugdo da sintese de invertase
em A. niger pela sacarose, demonstraram que ocorre interagao da sacarose com a membrana
celular do fungo. Ensaio enzimadtico utilizando protoplastos expostos a sacarose por diferentes
tempos, possibilitou aumentos na producdo de invertase, levando os autores a proporem um
mecanismo de indu¢do, onde a molécula de sacarose interage com receptores na membrana
celular e que este contato geraria sinal quimico dentro da célula que pode ser traduzido e
amplificado pelo cAMP, iniciando a inducdo da sintese da enzima em nivel de DNA. Dados
obtidos com a andlise da inducdo da sintese de invertase por moléculas modificadas ou similares

a estrutura da sacarose, como sacarose-octa-acetato, sacarose 6-fosfato, turanose e lactose,
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demonstraram que carbonos na posicdo 3 e 4 do anel furanosidico podem estar envolvidos na
interagdo da sacarose com a membrana celular (Rubio e Navarro, 2005).

Sistemas de transporte de hexoses, em sua grande maioria, apresentam transportadores com
alta afinidade para glicose em relagdo a outros agticares, o que ndo € surpreendente, visto que a
glicose ¢ a fonte nutricional mais eficiente. No fungo Botrytis cinerea, foi clonado e
caracterizado um novo tipo de transportador especifico para frutose, FRT1, que parece estar
envolvido somente no processo de germinagdo de esporos deste fungo. Poucos relatos sobre
transporte especifico para frutose sdo encontrados na literatura, sendo descrito para algumas
leveduras e Neurospora crassa (Doehlemann et al., 2005).

O mecanismo pelo qual a sacarose induz a expressdo do gene plgl em P. griseoroseum, na
presenga de extrato de levedura, ainda ¢ especulativo. Os dados relatados acima podem inferir
papel potencial na ativagdo de cascatas de transducdo de sinais acoplados a receptores de
sacarose ou frutose.

A analise funcional da regido regulatoria do gene plgl permitiu identificar uma regido
interna de 319 pb contendo cis-elementos que podem exercer importante papel na indugdo da
expressao deste gene. A delecdo do Fragmento B (Figura 9) aboliu a expressao do gene reporter
em todas as condicdes testadas, sendo possivel observar a existéncia de seqiiéncias consenso
para ligacdo da proteina regulatéria XInR, elementos de resposta ao estresse (STRE) e alteragdes
do pH do meio (PacC), elemento CAAT e um cis-elemento de ligacdo ao fator protéico Acel,
que devem ser importantes para a expressao do gene plgl na presenga de pectina.

A indugdo da expressdo do gene plgl, na presenga de sacarose ¢ extrato de levedura, parece
ndo depender dos mesmos cis-elementos ou regido regulatoria do que a indugdo por pectina
(Figura 11H). As altera¢des na regido regulatoria do gene plgl ndo permitiram a expressdo do
gene plgl na presenca de sacarose e extrato de levedura.

A proteina XInR foi isolada de A. niger e controla a transcri¢ao de genes que participam da
degrada¢do de xilana, genes que codificam para endoglucanases e celobiohidrolases, e

adicionalmente, genes envolvidos no catabolismo de D-xilose (van Peij et al., 1998; Gielkens et
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al., 1999; de Vries et al., 1999). Um homologo do gene XINR foi isolado e caracterizado em
Aspergillus oryzae (Marui et al.,, 2002). Uma ou mais copias da seqiiéncia consenso 5’-
GGCTAA-3’ de ligacdo a XInR sdo encontradas em muitas seqiliéncias promotoras de genes que
codificam enzimas que degradam polissacarideos de diferentes fungos filamentosos. Cada gene
contém de um a quatro sitios de ligacdo com orientagdo variavel da seqiiéncia e que funcionam
independentemente. Entretanto, analise por mobilidade em gel sugere que XInR se liga como
mondmero nos sitios de ligagdo (van Peij et al., 1998). Em Penicillium purpurogenum, analise da
regido promotora e regulacao da expressao de genes que codificam endoxilanases (XynA e xynB)
corroboram com a hipdtese de que o controle da expressdo destes genes ocorre por um
mecanismo similar ao de A. niger (Chavez et al., 2002). Apesar de ndo ter sido identificado até o
momento nenhum mecanismo especifico para o controle da expressdo de genes que codificam
enzimas com atividade pectinolitica, a presenca de duas seqiiéncias consenso de ligacdo a XInR
na regido regulatoria do gene plgl de P. griseoroseum, sugere a participagdo de proteinas com
papel regulatorio similar ao existente para genes xilanoliticos na expressdo deste gene.

O elemento de resposta ao estresse, STRE, presente duas vezes no fragmento B da regido
regulatoria do gene plgl, pode ter influenciado a expressdo do gene reporter, principalmente
quando o fungo foi cultivado em meio contendo sacarose suplementada com extrato de levedura.
O extrato de levedura possui metilxantinas que podem ocasionar situacao de estresse ao fungo,
alterando sua morfologia e crescimento (Hakil et al., 1998). Dados da literatura ndo tém relatado
este cis-elemento como efetor na ativagdo de genes, mas possivelmente, ele deve contribuir para
a regulacdo da expressdo de genes que respondem a condig¢des de estresse.

Acel tem sido relatado como fator de transcricdo com efeito negativo na expressdo dos
principais genes que codificam celulases e xilanases em T. reesei (Aro et al., 2002). A seqiiéncia
N-terminal é conservada entre proteinas putativas Acel de A. nidulans, Talaromyces emersonii e
N. crassa. Contraditoriamente a fungdo repressora, ¢ possivel que Acel seja capaz de agir como
ativador da expressdo dependendo do contexto da seqiiéncia consenso na regido promotora do

gene ou da fonte de carbono disponivel (Aro et al., 2005). O gene de A. nidulans denominado
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stzA, demonstra alta similaridade com o gene acel de T. reesei. O gene stzA codifica uma
proteina envolvida no aumento da resisténcia ao sal e a agentes danificadores de DNA, sugerindo
que Acel pode ter um papel regulatério mais geral, do que somente como repressor para
expressao de genes que codificam celulases e xilanases (O’Neil et al., 2002).

A presenga de um cis-elemento Acel no Fragmento B da regido regulatoria do gene plgl
nos leva a inferir um efeito positivo ou nulo deste fator transcricional na expressao do gene plgl
de P. griseoroseum. Para verificar se Acel atua como repressor do gene plgl, assim como para
os genes que codificam celulases em T. reesei, seria necessaria a delecdo pontual dos sitios de
ligagdo a Acel na regido regulatoria do gene plgl.

Um estudo dos cis-elementos presentes no Fragmento B da regido regulatoria do gene plgl
podera revelar regides mais especificas relacionadas com a expressdo efetiva deste gene.
Técnicas como gel de retardamento e mutagdes pontuais poderdo ser aplicadas para atender este
objetivo.

A remocao de dois sitios de ligagdo a CreA (-613 e —757) da regido regulatéria do gene
plgl, Fragmento A, permitiu a visualizagdo da expressdo do gene repérter em condigdo de
repressao catabolica, indicando a funcionalidade desses sitios de ligagdo a CreA no processo de
repressdo catabdlica para o gene plgl (Figura 9G). Todos os sitios funcionais de ligagdo a CreA
caracterizados at¢é o momento, apresentam como duas seqiiéncias consenso espacadas,
precedidos por uma regido rica em AT, sugerindo que a repressdo mediada por CreA ocorre
somente por meio da ligagdo em duplos sitios consensos (Felenbok et al, 2001, Takashima et al.,
1996). A distancia entre os dois sitios funcionais de ligacdo a CreA, identificados na regido
regulatoria do gene plgl, é similar a distancia relatada para dois sitios consenso de ligagdo a
CreA funcionais na regido promotora do gene de celobiohidrolase 1 (cbhl) de T. reesei
(Takashima et al., 1996). Cubero e Scazzochio (1994), demonstraram que a ligagdo de CreA para
efeito de repressdo catabolica ¢ contexto dependente e depende de dois sitios de ligacao.
Entretanto, alguns relatos mostram que a ligacdo de CreA em sitios consenso Unicos pode

ocorrer. Em T. reesei, um tUnico sitio de ligagdo a CreA/CRE1 na regido promotora do gene
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celobiohidrolase 2 (cbh2) parece ser essencial para posicionamento do nucleossomo em
condi¢des de repressdo e inducdo (Zeilinger et al., 2003).

A presenga de um unico cis-elemento de ligacdo a CreA (-179) ndo teve efeito na
expressdo do gene plgl em condigdes de repressdao catabolica (Figura 9P). Alguns sitios de
ligacdo a CreA presentes na regido promotora de diferentes genes ndo sdo reconhecidos pela
proteina CreA, sendo estudadas para determinar os requerimentos minimos necessarios para
ligacdo efetiva da proteina repressora (Cubero e Scazzochio, 1994).

A regido regulatéria do gene plgl podera ser utilizada para otimiza¢do da producdo de
pectina liase visando a aplicagdo em escala industrial, assim como para um possivel sistema de

expressao para producdo de proteinas heterdlogas em P. griseoroseum.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A linhagem mutante M03 de Penicillium griseoroseum ¢ mais resistente as condi¢des de
repressao catabolica impostas por altas concentragdes de glicose do que a linhagem selvagem,
evidenciando a deficiéncia do processo de repressdo catabolica nesta linhagem e
consequentemente maior producdo de pectina liase (PL).

Substancias que afetam a cascata de transducdao de sinais via cAMP, cafeina e NaF,
agiram de maneira sinérgica na produ¢do de PL. Em todas as condi¢des de cultivo testadas, a
linhagem mutante M03 apresenta maior atividade de PL. Uma maior capacidade de manutengao
do nivel endogeno de cAMP pela linhagem mutante M03 de P. griseoroseum em relagao a
linhagem selvagem pode ter sido o motivo da amplificagdo do sinal de transdugdo via cAMP,
culminando em uma producdo mais efetiva de PL. O processo de repressdo catabolica ¢
dependente de uma via de transducao de sinal dependente do cAMP.

Delegdes na regido regulatoria do gene plgl permitiram identificar um fragmento de 319
pb (Fragmento B), posicionado entre —503 ¢ —184 em relacdo ao sitio +1 da tradug¢dao, como
importante para a expressdo do gene plgl em condigdo de indugdo por pectina. A indugdo da
expressdo do gene plgl por sacarose/extrato de levedura ndo depende dos mesmos cis-elementos
envolvidos na indu¢do por pectina. A funcionalidade de dois sitios de ligagdo consenso a
proteina CreA, posicionados a —613 e —757, também foi determinada.

Estudos com mutag¢des pontuais no fragmento de 319 pb poderdo evidenciar um sitio

essencial para indugdo da expressdo do gene plgl, que podera ser empregado como alternativa na
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obtencdo de uma linhagem superprodutora de PL para aplicagdo industrial, assim como para um
possivel sistema de expressao para produgdo de proteinas heterdlogas em P. griseoroseum.

A inativagdo génica dos dois genes que codificam PL em P. griseoroseum deve ser
investigada para se determinar a contribui¢do fun¢do de cada um destes genes para a produgao de

PL e a correlagdo entre eles.
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