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De tudo ficam tres coisas:

A certeza de qgue estamos sempre
comecando...

A certeza de qgue precisamos
continuar...

A certeza de qgue seremos
interrompidos antes de terminar...
Portanto, devemos:

Fazer da interrupeao um caminko
HOVO...

Da qgueda, um passo de danga...
Do medo, uma escada...

Do sonko, uma ponte...

Da procura, um encontro...

Fernando Pessoa
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RESUMO

Trichoderma reesei (Hypocrea jecorina) € amplamente utilizado na industria e
seu potencial para o uso na agricultura como agente de controle biolégico contra fungos
fitopatogé€nicos comecou a ser explorado recentemente. O gene gna3 que codifica para
uma proteina Go subgrupo III, ativadora de adenilato ciclase de 7. reesei, foi clonado
para o estudo do seu possivel papel no controle da expressao de genes codificadores das
celulases (cbhl e cbh2) por celulose e soforose. Bem como, na producdo de enzimas
que degradam parede celular (EDPCs), durante o antagonismo contra Phytium ultimum.
A linhagem mutante de 7. reesei que possui uma cOpia modificada de gna3 para
expressdao de uma versdao da proteina GNA3 (gna3QL) que se mantém ativada exibiu
elevado conteddo intracelular de AMPc e uma diminui¢do na esporulagdo, mas sem
afetar a taxa de crescimento vegetativo no escuro e um aumento de 20% dessa taxa em
presenca de luz. Consistente com o comportamento da linhagem selvagem, nenhuma
transcri¢do de genes de celulase ocorre na auséncia de indutor. Entretanto, o mutante
mostra um aumento na transcri¢do de celulase em presenca de celulose, mas somente
em presenca de luz. O nivel de transcri¢ao de celulase no escuro € similar o da linhagem
parental TU-6. Por outro lado, quando soforose foi utilizada como indutor, transcritos
de cbhl e cbh2 tiveram nivel mais alto de transcricdo quando as culturas foram
mantidas no escuro do que na presenca de luz. A transcricdo de gna3 € aumentada em
presenca de luz. Todavia, genes conhecidamente regulados por luz, blrl, bir2 e envl sdo
igualmente transcritos no mutante gna3QL como no tipo selvagem. Durante o
antagonismo contra P. ultimum, o mutante gna3QL, como a linhagem parental TU-6
inibiram o crescimento de P. ultimum no teste de confronto. O mutante gna3QL cresceu
mais rdpido do que a linhagem parental TU-6 nos primeiros 3 dias, mas cresceu mais
devagar que o T. harzianum (ALL42). A microscopia eletronica de varredura mostrou
que o mutante gna3QL promoveu maiores alteracdes morfoldgicas na parede celular de
P. ultimum do que a linhagem parental TU-6. O mutante gna3QL apresentou uma
melhor performance na producio de EDPCs como endoquitinase (0,36 U. mL™), N-
acetil-B-D-glicosaminidase (NAGase) (2,62 U. mL'l) , P-1,3-glicanase (5 U. mL'l),
lipase (2,94 U. mL'l) e fosfatase acida (11,81 U. mL'l), ap6s 72 horas de incubagdo em
meio liquido contendo parede celular de P. ultimum como fonte de carbono. Entretanto,

a linhagem parental TU-6 apresentou uma maior atividade de celulase (10,3 U. mL™) do
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que o mutante gna3QL (6,64 U. mL™) e nenhuma diferenca significativa na atividade de
protease entre as duas linhagens foi observada. Os resultados mostram que GNA3 esta
envolvida na regulacdo da expressdo de genes de celulase (cbhl e cbh2) por celulose e
este processo € dependente de luz. Além disso, a produgdo de algumas EDPCs durante o
micoparasitismo por 7. reesei contra P. ultimum pode estar associada com a atividade

de GNA3 e/ou com o aumento intracelular dos niveis de AMPc.
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SUMMARY

Trichoderma reesei (Hypocrea jecorina) is widely used in industry and its
potential for use in agriculture as a biocontrol agent against phytopathogenic fungi has
just begun to be explored. The adenylate cyclase activating subgroup III G protein-
encoding gene gna3 of T. reesei was cloned to study its possible role in the control of
cellulose and sophorose to cellulase (chbhl and cbh2) gene expression as well in
production of cell wall-degrading enzymes (CWDEs) during antagonism against
Pythium ultimum. A mutant strain of 7. reesei bearing a modified copy of gna3 for
expression of a kept activated version of GNA3 protein (gna3QL) exhibits elevated
intracellular cAMP levels and decreased sporulation, but was unaffected in its growth
rate in dark and an increase in this rate of about 20% in light. Consistent with the
behavior of the wild-type strain, no cellulase transcription occurs in this mutant in the
absence of an inducer. However, the mutant shows an increase in cellulase transcription
in presence of cellulose, but only in the presence of light. Cellulase transcription level in
the dark is similar to the parent strain. On the other hand, when sophorose was used as
inducer, transcript levels of cbhl and cbh2 were higher when cultures were kept in the
dark than in presence of light. The transcription of gna3 is increased in the presence of
light. Nevertheless the light regulatory genes blrl, blr2 and envl are transcribed
similarly in the gna3QL mutant as in the wild-type. During antagonism against P.
ultimum, the mutant gna3QL, like the parental TU-6 strain, inhibited the growth of P.
ultimum in dual culture assay. The mutant gna3QL grew faster than the parental TU-6
strain within the first 3 days but grew more slowly than the 7. harzianum (ALLA42).
Scanning electron microscopy showed that the mutant gna3QL promoted more
morphological alterations of P. ultimum cell wall after interaction than the parental TU-
6 strain. The mutant gna3QL showed a better performance in production of CWDEs
such as endochitinase (0.36 U. mL™), N-Acetyl- B -D-glucosaminidase (NAGase) (2.62
U. mL"), p-1,3-glucanase (5 U. mL™), lipase (2.94 U. mL") and acid phosphatase
(11.81 U. mL™), after 72 hours of incubation in liquid medium containing P. ultimum
cell wall as the carbon source. However, the parental TU-6 strain showed higher
cellulase activity (10.3 U. mL") than the mutant gna3QL (6.64 U. mL") and no
significant difference was observed in protease activity between the two strains. The
results showed that GNA3 is involved in light-regulated cellulase gene expression (cbhl

and cbh2) on cellulose. Furthermore, the production of some CWDEs during
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mycoparasitism by 7. reesei against P. ultimum can be associated with GNA3 activity

and/or increase in intracellular cAMP levels.
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INTRODUCAO

O género Trichoderma

O género Trichoderma (Ascomycetes, Hypocreales) foi descrito por Persoon ha
mais de 200 anos atrds (Rifai, 1969) e consiste de fungos anamorficos que habitam
principalmente o solo, matéria organica e arvores em decomposicao (Samuels, 1996;
Gams e Bisset, 1998). Espécies de Trichoderma estdao dentre os fungos mais
comumente distribuidos na natureza e podem ser encontrados em ecossistemas que
variam desde tundra até o tropical (Samuels, 1996). Essa capacidade de sobrevivéncia
em regides tao diferentes pode ser atribuida a sua capacidade metabdlica diversificada e
sua agressividade natural competitiva (Klein e Eveleigh, 1998).

Isolados de Trichoderma podem ser reconhecidos por suas caracteristicas, tais
como rapido crescimento em cultura, producdo de numerosos esporos (conidios), os
quais comumentes sdo verdes e micélio aéreo (Bissett, 1991). Apesar de suas
caracteristicas macroscopicas serem facilmente reconhecidas, este género carece de um
conceito de espécie mais definido, em virtude de variacdes dentro e entre grupos de
espécies, as quais foram definidas por Rifai como espécies agregadas (Rifai, 1969).
Além disso, a maioria dos isolados de Trichoderma nao sio encontrados associados
com seus estdgios sexuais (telemorfos), sendo considerados fungos de reproducgdo
clonal (mitéticos) (anamorfos). Esta aparente auséncia de sexualidade constitui-se em
uma barreira ainda maior para a melhor compreensdo das inter-relagdes dentro e entre
espécies deste género (Samuels, 1996). Os teleomorfos conhecidos de Trichoderma
estdo incluidos em trés gé€neros afins de ascomicetos: Hypocrea Fr., Podostroma Karst.
e Sarawakus Boedijn (Gams e Bisset, 1998). Samuels (2004), entretanto, baseado em
evidéncias moleculares, considera o género Hypocrea (Ascomycota) como sua unica
conexao teleomorfica. A maioria dos anamorfos de Hypocrea estudados enquadram-se
no género Trichoderma, sendo que alguns isolados agrupados na mesma espécie por
Rifai (1969) poderiam ser conectadas a mais de um desses teleomorfos (Bissett, 1984).
Desta maneira, obviamente que as espécies de Trichoderma provenientes de diferentes
teleomorfos sdo geneticamente distintas; embora suas caracteristicas morfolégicas nao
sejam suficientes para diferencid-las (Bissett, 1984). Assim, o principal problema é

definir os limites para espécies individuais e delinear um sistema eficiente para



distinguir espécies geneticamente heterogéneas, porém fenotipicamente similares
(Bissett, 1984; Samuels e Rehner, 1993).

A taxonomia Trichoderma é um tanto dificil e complexa devido a plasticidade dos
caracteres analisados. O uso de marcadores moleculares tais como andlise do DNA
ribossomico tem apresentado resultados bastante confidveis e vem esclarecendo
diferentes questdes, antes limitadas pela estrita utilizacdo da morfologia e andlises
bioquimicas (Bruns et al., 1991). Embora certas regides especificas como ITS1, ITS2 e
5.8S sejam predominantes em diversos estudos taxondmicos e filogenéticos, observou-
se que devido a alta conservacgao desta regidao, em alguns casos sua andlise comparativa
nao tem resolvido a taxonomia de espécies muito proximas. Em fun¢do disto,
atualmente, certos genes codificadores de proteinas como o fator EF1 (translation-
elongation), quitinases (chit42), proteases (pbrl), calmodulina, actina, e a subunidade II
da RNA polimerase, também t€m sido utilizados, isolada ou conjuntamente, em
trabalhos de reconstrucdo filogenética (Samuels, 2004; Druzhinina et al., 2005).
Atualmente novas ferramentas vém sendo desenvolvidas no sentido de refinar a
taxonomia de Trichoderma baseadas na comparacdo de novos marcadores moleculares e
na metabolizacdo diferenciada de fontes de carbono, também conhecido como “biolog”
(Druzhinina et al., 2006).

Trichoderma spp. possuem um grande nimero de mecanismos para sobrevivéncia
e proliferacdao incluindo ataque fisico a outros fungos e degradacdo e utilizagdo de
carboidratos complexos (Harman et al., 2004). Devido a essas caracteristicas esses
fungos sdo de grande interesse econdmico e sdo usados em aplicagdes comerciais. 7.
reesei (H. jecorina) € economicamente um importante produtor de celulases e
hemicelulases e também € usado para expressao heteréloga de proteinas (Kubicek e
Penttila, 1998). H. lixi (= T. harzianum), H. atroviridis (= T. atroviride) e T. asperellum
sdo aplicados como agentes de controle biolégico contra fungos fitopatogénicos em uma
grande variedade de grdos e climas (Benitez et al., 2004). Entretanto, existem também
efeitos negativos causados por Trichoderma; devido a sua alta atividade celulolitica eles
degradam algodao de fébricas; isolados de T. aggressivum sido patogé€nicos para alguns
fungos comerciais, como Agaricus e Pleurotus (Seaby, 1998) e mais recentemente, 7.
longibrachiatum foi reportado como sendo um patégeno oportunista em mamiferos

imunocomprometidos, incluindo seres humanos (Kredics et al., 2003).



O controle biolégico por Trichoderma

O potencial das espécies do género Trichoderma como agentes de controle
bioldgico de plantas doentes foi reconhecido primeiramente por Weindling no comeco
da década de 1930 (Weindling, 1934) que descreveu a ag¢do micoparasitica de
Trichoderma em Rhizoctonia e Sclerotinia e seus efeitos benéficos no controle da
patologia da planta. Isso estimulou vérias pesquisas nessa drea e hoje algumas espécies
vem sendo utilizadas com sucesso, inclusive comercial, no controle biolégico de fungos
fitopatdgenos de interesse na agricultura. O controle destes fitopatdgenos pode ocorrer
por varios mecanismos, dentre os quais os mais relevantes sdo: competicio por
nutrientes, producido de antibidticos voldteis e ndo voldteis e producdo de enzimas
hidroliticas. O mecanismo que envolve a a¢do de enzimas hidroliticas é denominado
micoparasitismo (Haran et al., 1996). O micoparasitismo pode ser de dois tipos;
necrétréfico, que resulta na morte do hospedeiro; e biotréfico, em que o
desenvolvimento do parasita é favorecido pela manuten¢do da vida do hospedeiro
(Barnett e Binder, 1973).

Este mecanismo ocorre por eventos seqiienciais, que vao desde o
reconhecimento e contato com o hospedeiro, até expressdao de genes especificos
(Vasseur et al., 1995). Inicialmente, o micoparasita apresenta uma ramificacdo em
direcdo ao hospedeiro até que ocorra o contato, seguido do enrolamento na hifa do

hospedeiro (Figura 1).



Figura 1. Fotomicrografia mostrando a interag@o entre 7. harzianum e o hospedeiro R.
solani (R) analisada por microscopia de varredura. A seta indica o enrolamento do 7.

harzianum. Fonte: Almeida et al. (2007).

Apos este contato segue-se a formacdo de estruturas em forma de gancho e
estruturas semelhantes a apressorios, que ajudam na penetragdo na parede celular da
hifa hospedeira. O mecanismo de reconhecimento e enrolamento ainda nao € totalmente
conhecido, mas existem indicativos do envolvimento de lectinas e de fatores difusiveis
nestes processos (Inbar & Chet, 1992; Kulling et al., 2000). Diferentes tipos de lectinas
que diferem com relagdo aos residuos glicosidicos aos quais se ligam, tém sido isoladas
da parede celular de Sclerotium rolfsii e Rhizoctonia solani (Elad et al., 1983).

O passo seguinte ao crescimento do Trichoderma spp. em torno do hospedeiro é
a degradacdo e lise da parede celular, por producio de enzimas hidroliticas. Essa etapa
inicia o processo degradativo que consiste na desorganizacio da parede celular, seguida
de desequilibrio osmético, retragcdo do plasma e membrana e agregacdo do citoplasma
(Haran et al., 1996). Entretanto, dados recentes demonstram que a interacdo entre um
micoparasita € seu hospedeiro é muito mais complexa, pois também envolvem
mecanismos, nao elucidados, de sinalizacdo celular com participagdo de proteinas G
(Rocha-Ramirez et al., 2002; Mukherjee et al., 2004; Reithner et al., 2005; Zeilinger et
al., 2005), proteinas quinases (Reithner et al., 2007) e de moléculas sinalizadoras tais

como AMP ciclico (Omero et al., 1999).



Como agente de biocontrole 7. harzianum tem sido a espécie mais estudada,
embora outras como 7. koningii, T. viride, T. hamatum, T. virens e T. pseudokoningii
também venham sendo isoladas e analisadas com esse propésito. O sucesso maior com
o uso de Trichoderma tem sido documentado para patégenos de solo, como:
Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium spp. €
Pythium spp (Benitez et al., 2004).

O género Pythium € biologicamente e ecologicamente diverso e diferem dos
fungos verdadeiros (Eumycotas) por serem dipldides, apresentarem reproducdo
assexuada e por possuirem [-1,3-glicana, B-1,6-glicana e celulose ao invés de quitina
como maior componente da parede celular (Blaschek et al., 1992). A maioria das
espécies de Pythium sdo saprofiticos, fitopatdgenos facultativos e algumas espécies
parasitam insetos (Benhamou e Chet, 1997)

Espécies do género Pythium estdo entre os patdégenos de solo mais agressivos,
causando grandes perdas na produtividade de grdaos por atacar raizes e sementes das
plantas (Whipps e Lumsden, 1991). Apesar de alguns experimentos em laboratorio
(Whipps e Lumsden, 1991) e em casa de vegetacdo (Seidl et al., 2006) ter demonstrado
a habilidade de Trichoderma sp. em antagonizar Pythium sp., uma explicacdo clara para
o esse mecanismo ainda ndo foi proposto. Tem sido especulado que glucanases e
celulases possuem um papel importante nesse processo (Benhamou e Chet, 1997).
Entretanto, recentemente Seidl et al. (2006) demosntraram que o antagonismo de P.
ultimum por T. reesei nao nescessita da expressao de genes de celulase e que esse
proceso € melhorado por desrepressdo catabdlica por fonte de carbono. Esses dados
sugerem que o mecanismo de antagonismo contra Pythium sp. por Trichoderma sp.

pode ser mais complexo do que se imagina.

O sistema hidrolitico de Trichoderma

Trichoderma spp. produzem uma série de enzimas para a degradacio de homo e
heteropolissacarideos, as quais sao importantes para sua sobrevivéncia. A constitui¢cao
da parede celular dos fitopatégenos € uma caracteristica importante para inducdo de
enzimas hidroliticas. A parede celular dos fungos € uma estrutura complexa composta
por 80 a 90% de carboidratos (polissacarideos em sua maioria) como glicanas, quitina,

celulose, mananas e outros, ¢ 10 a 20% de proteinas, lipideos, fons organicos e



pigmentos (Elad et al., 1985). A estruturagdo da parede celular de fungos é mostrada na

figura 2.
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Figura 2. Esquema da estruturacdo da parede celular de fungos. Adaptado de: Ruiz-

Herrera (1992).

Fungos do género Trichoderma, principalmente T. harzianum, sdo produtores
das enzimas [-1,3/1,6-glicanases, quitinases e N-acetilglicosaminidase (Haran et al.,
1996). Dentre as enzimas hidroliticas produzidas por Trichoderma harzianum, aquelas
pertencentes ao sistema quitinolitico e as [-1,3-glicanases sdo as mais estudadas
(revistas por Kubicek et al., 2001).

A quitina é um polimero linear insoldvel formado por unidades de [-1,4-N-
acetilglicosamina (GIcNAc), encontrada em diferentes organismos. As enzimas
quitinoliticas podem ser divididas em duas classes, endo e exo, baseadas em suas
reacoes e nos produtos formados, revisto por Kubicek et al. (2001). Assim, as
endoquitinases (EC 3.2.1.14) clivam o polimero de quitina e quitoligbmeros
randomicamente e liberam uma mistura de produtos soltveis de baixa massa molecular
de diferentes tamanhos com diacetilquitobiose como o primeiro produto a ser formado.

As exoquitinases, ou quitina 1,4-quitobiosidase, clivam a quitina e quitoligdmeros
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[(GIcNACc),; n>3] progressivamente da extremidade nao redutora e libera somente
quitobiose (GIcNAc), como produto final. As f-N-acetilglicosaminidases (EC 3.2.1.30)
clivam o polimero de quitina e quitoligdmeros progressivamente da extremidade ndo
redutora e libera somente N-acetilglicosamina (GIcNAc) como produto final. Sdo as
Unicas enzimas capazes de hidrolisar quitobiose (GIcNAc), .

A identificacdo, clonagem e expressdo de varios genes de quitinases de T.
harzianum ja foram descritos por alguns grupos e revistos por Kubicek et al. (2001).
Estudos da regulacio da expressao destas enzimas mostraram que de uma forma geral
elas sao induzidas quando 7. harzianum cresce na presenca de parede celular de fungos
fitopatogénicos ou quitina, € sdo reprimidas por acucares facilmente metabolizados
(Ulhoa & Peberdy, 1993; Haran et al., 1995; De La Cruz et al. 1995; Inbar & Chet,
1995).

As enzimas denominadas f1,3-glicanases produzidas por 7. harzianum também
possuem papel importante mecanismo de micoparasitismo, uma vez que atuam na
hidrélise das B-1,3-glicanas, presentes na parede celular de alguns fitopatégenos (Pitson
et al., 1993). As B-1,3-glicanases foram classificadas de acordo com os produtos de
hidrélise em exo-f5-1,3-glicanases (EC 3.2.1.58) e endo-f-1,3-glicanases (EC 3.2.1.39)
(Pitson et al., 1993). As exo-PB-1,3-glicanases hidrolisam as [-1,3-glucanas pela
clivagem a partir da extremidade ndo redutora da glicana gerando como principal
produto glicose, gentobiose e outros oligossacarideos. Enquanto que as endo-fB-1,3-
glicanases clivam o substrato aleatoriamente ao longo da cadeia liberando
principalmente oligossacarideos.

Apesar de serem menos abundantes do que as [-1,3-glicanases, Trichoderma
spp. também sdo capazes de produzir f-1,6-glicanases ¢ or1,3-glicanases ¢ os dados de
literatura mostram que estas também estdo envolvidas no processo de micoparasitismo
(Montero et al., 2005; Sanz et al., 2005). Muitas -1,3, B-1,6 e a-1,3 foram isoladas e
caracterizadas e alguns genes clonados como bgnl3.1, bgnl6.2 e laml.3 de T.
harzianum, glu78 de T. atroviride, lamAl(que codifica a endo-f(1,3-1,6)-glicanase),
Tv-bgn2 de T.virens (Benitez et al., 2004; Martin et al., 2007) e tag83 de T. asperellum
(Marcello et al., 2008) e duas a-1,3-glicanases, agnl3.1 e agnl3.2 de H. lixii (Sanz et
al., 2005).

Outra classe de enzimas que tem recebido uma maior aten¢do sao as proteases.

Estas enzimas constituem uma grande familia (EC 3.4), dividida em endopeptidases ou
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proteinases (EC 3.4. 21-99) e exopetidases (EC 3.4.11-19), de acordo com a posi¢do da
ligacdo peptidica a ser clivada na cadeia peptidica. As endopeptidases podem ser ainda
subdivididas de acordo com o grupo reativo no sitio ativo envolvido com a catdlise em
serina- (EC 3.4.21), cisteina- (EC 3.4.22), aspdrtico-proteinases ou endopeptidases
(EC 3.4.23) e metalloproteinases ou metalloendopeptidases (EC 3.4.24) (Rao et al.,
1998).

O estudo do sistema proteolitico de Trichoderma e sua contribuicdo no controle
biolégico tém aumentado bastante nos dltimos anos. Elad e Kapat (1999) mostraram
que enzimas hidroliticas produzidas por B. cinerea foram parcialmente desativadas por
acdo das proteases produzidas por H. lixii e que sobrenadante de cultura de Trichoderma
contendo proteases foram capazes de reduzir a germinacdo de fitopatogenos. Assim, as
proteases de Trichoderma podem ser importantes no processo de micoparasitismo pela
degradacao dos componentes da parede celular do hospedeiro (De Marco e Felix, 2002).
Proteases produzidas por T.virens mostraram similaridade com serino peptidases que
aumentam a resposta de defesa de plantas contra patégenos (Sudrez et al., 2007). Além
disso, proteases de espécies de Trichoderma vém sendo associadas ao biocontrole de
nematéides como Meloidogyne javanica em tomateiro (Howel, 2003).

Alguns genes que codificam para proteases foram clonados e caracterizados e
experimentos de delecdo de alguns desses genes tém mostrado a relevancia de proteases
no biocontrole. Um gene que codifica uma serina peptidase familia S8 (prbl) foi
inicialmente clonado e caracterizado de 7. atroviride e mais tarde de T. virens (tvspl) e
T. hamatum (prb1) (Suarez et al., 2005).

As celulases (B-1,4-glicanases) degradam o polimero de celulose de vdrias
formas e compreendem as exoglicanases (celobiohidrolases EC 3.2.1.91),
endoglicanases (EC 3.2.1.4) e B-glicosidase (EC 3.2.1.21), as quais ocorrem em vdrias
isoformas e suas caracteristicas serdo discutidas adiante. Apesar de a celulose ser o
maior constituinte da parede celular dos oomicetos como Pythium, celulases nao tem
sido estudadas em maiores detalhes como parte de controle bioldgico (Migheli et al.,
1998). Entretanto, o sistema celulolitico de Trichoderma tem sido estudado
extensivamente com interesse industrial (revisto por Schmoll e Kubicek, 2003).

Outra classe importante de enzimas de 7. reesei, devido a sua aplicacdo na
industria de papel e racdo, sdo as xilanases (Burchert et al., 1998). Essas enzimas sao

capazes de hidrolisar o polimero de xilana, um heteropolissacarideo formado por



residuos de xilopiranosil ligados por ligacdes B-1,4. Este grupo de enzimas inclui as
endoxilanases (EC 3.2.1.8), uma endo-enzima que hidrolisa aleatoriamente ligacdes
glicosidicas do tipo B-1,4 dentro da cadeia de hemicelulose (na cadeia principal de
xilana) liberando xilo-oligossacarideos e B-xilosidases (EC 3.2.1.91) que hidrolisam os
xilo-oligbmeros de baixa massa molecular resultantes da degradacdo da xilana pelas
endoxilanases (Burchert et al., 1998).

Outras enzimas hidroliticas como galactosidases, pectinases e manosidases
dentre outras, estdo sendo estudadas em Trichoderma, principalmente em 7. reesei,
devido suas aplicacdes industriais. Espera-se que mais enzimas sejam caracterizadas e
seus genes clonados, principalmente pelo fato de que a seqiiéncia do genoma de T.

reesei estd disponibilizada publicamente desde o ano de 2005 (http://genome.jgi-

psf.org/Trire2/Trire2.home.html).

Celulose

A celulose € um homopolimero cristalino e insolivel formado por unidades de
glicose interligados por ligagdes glicosidicas do tipo 14 e constituem uma parte
significativa na biomassa existente na terra. A menor unidade de celulose € a celobiose
que consiste de duas unidades de glicose (Figura 3). Na natureza, as cadeias de glicose
tém um grau de polimerizacao (DP) de aproximadamente 10.000 unidades de glicose na

celulose de madeira e 15.000 unidades em fibra de algoddo nativo (Sjostrom, 1987).

Celobiose
OH CH:0H H CH:20H
.0 o HO 5,0 ¢ 0 HO 0.
CH:0H OH !t CH:20H OH
Terminagéo n&o redutora Terminagdo redutora

Figura 3. Residuos de celobiose na cadeia de celulose. Fonte: Gama, 1996.



A celulose apresenta uma estrutura quimica relativamente simples, mas nao é
um biopolimero facilmente degraddvel. Seus filamentos se encontram unidos formando
microfibrilas cristalinas, estabilizadas por pontes de hidrogénio e de van der waals
formando estruturas altamente insoliveis (Miettinen—Oinonen, 2004 ).

A celulose pode ser definida em termos de estrutura em trés niveis
organizacionais (Terri, 1997). O primeiro € definido pela seqiiéncia de ligacdes
covalentes, correspondendo a um homopolimero de anidroglicose com ligagdes -1,4. O
segundo nivel representa a conformag¢do molecular, com a organizagdo espacial das
unidades repetitivas, e € caracterizado pelas distancias de suas ligacdes e angulos, e
pelas ligagcdes de hidrogénio intramoleculares. O terceiro nivel define a associacdo das
moléculas formando agregados com uma determinada estrutura cristalina

(Miettinen—Oinonen, 2004).

O género Trichoderma e o sistema celulolitico

Espécies de fungos do género Trichoderma sdo saprofitos. Na natureza estes
fungos encontram uma grande variedade de polissacarideos naturais, dentre os quais a
celulose. O T. reesei é o degradador mais proeminente do género Trichoderma. Isolado
originalmente no pacifico sul (Ilhas Salomao) durante a Segunda Guerra Mundial, onde
foi observada a degradagdo por esses fungos de tecidos de algoddo, barracas e cintos.
Deste entdo este fungo foi reconhecido como um produtor potencial industrial de
celulases.

O complexo celulolitico secretado pelo 7. reesei é o mais estudado em toda a
literatura e, como conseqiiéncia, muitos detalhes sobre o seu modo de agdo sdo
conhecidos atualmente (Miettinen—Oinonen, 2004). O sistema deste fungo € constituido
por pelo menos trés tipos diferentes de enzimas: exoglicanases (celobiohidrolases EC
3.2.1.91), endoglicanases (EC 3.2.1.4) e B-glicosidase (EC 3.2.1.21), as quais ocorrem
sob varias isoformas (Saloheimo et al., 1997)

O T. reesei secreta pelo menos seis tipos de endoglicanases (EGI, EGII, EGIII,
EGIV, EGV e EGVI]) que diferem em massa molecular e ponto isoelétrico (pI). A EG |
¢ a endoglucanase produzida em maior quantidade pelo 7. reesei, chegando a cerca de

5% do total de proteinas liberadas no meio de cultura, enquanto a EG II chega a 0,5% e
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as endoglicanases restantes (EG III, IV e V) apresentam-se como componentes
minoritarios (Saloheimo et al., 2002).

Dois tipos de celobiohidrolases (CBH I e CBH II) ja foram identificadas no
complexo celulolitico secretado por 7. reesei (Terri, 1997). Estas exoglicanases sao
produzidas em maior quantidade do que as outras enzimas celuloliticas do complexo. A
CBH I responde por cerca de 60% do total de proteinas liberadas no meio de cultura,
enquanto que a CBH II chega a 20% (Miettinen—Oinonen, 2004).

As PB-glicosidase, também denominadas celobiases, possuem a funcdo de
desdobrar a celobiose gerada pelas celobioidrolases e endoglucanases em glucose.
Estritamente falando, B-glicosidase ndo sdo celulases legitimas, uma vez que elas agem
sobre substratos soldveis, mas sua contribuicdo € muito importante para a efici€ncia da
hidrélise da celulose pela remogdo da celobiose do meio reacional, que € um potente
inibidor competitivo das celobiohidrolases (Miettinen—Oinonen, 2004). Em T. reesei ja
foram descritas duas B-glicosidase BGLI e BGLII, sendo que essa ultima além de
hidrolizar celobiose, também possui ac¢do de transglicosilacao (Saloheimo et al., 2002).

As celulases produzidas pelo 7. reesei, assim como as produzidas pela maioria
dos fungos filamentosos, sdo constituidas por dois dominios, funcionais e
estruturalmente distintos. O dominio catalitico que constitui a maior parte da proteina e
um dominio responsdvel pela ligacdo da enzima ao substrato designado por CBM
(médulo de ligacdo a carboidrato). Os dois dominios estdo ligados por uma seqii€ncia

altamente glicosilada (“linker”) (Figura 4).
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Figura 4. Representacdo esquematica dos dominios de celulases (Cavaco-Paulo, 1995).

CBM = Mddulo de ligac¢ao a carboidrato.

A classificacdo das celulases se baseia na similaridade da seqiiéncia de
aminodcidos do dominio catalitico e com base no modo de catélise sobre a fibra de
celulose.

Endoglicanases (EC 3.2.1.4) (EG) — A hidrélise pelas endoglicanases ocorre na
maioria em ligagdes internas no polimero da celulose, produzindo novas cadeias
terminais, logo causam uma diminui¢@o considerdvel no DP da celulose (Heikinheimo e
Buchert, 2001; Wood, 1989). As endoglicanases sdo também denominadas como
celulases, endo-B-1,4-glicanases e carboximetilcelulases. Seu substrato natural é a
celulose e xiloglicana, apresentando especificidade varidvel sobre carboximetilcelulose
(CMC), Avicel (celulose cristalina), B-glucana e xilana (Wood, 1989).

B-1,4-Celobiohidrolases (EC 3.2.1.91) (CBH) - As enzimas denominadas
também como exoglicanase, celobiohidrolases, ou Avilcelase, catalisam a hidrdlise de
ligagdes [-1,4-D-glicosidicas na celulose e celotetraose, liberando celobiose das
extremidades redutoras das cadeias (Becker et al., 2001). A hidrélise da exoglicanases
se inicia na extremidade da cadeia e nas extremidades geradas pelas endoglicanases e
nao produzem uma quantidade significativa de novas cadeias terminais na superficie da
celulose (Heikinheimo e Buchert, 2001). Os dominios CBHI e CBHII quebram as
unidades de celobiose das extremidades redutora e ndo redutora do polimero,
respectivamente (Heikinheimo e Buchert, 2001). As celobiohidrolases atuam nas
regides cristalinas da celulose sem o auxilio das endoglicanases (Heikinheimo e
Buchert, 2001).

B-glicosidase (EC 3.2.1.21) (BG) — As B-glicosidases sdo conhecidas como

gentobiase, celobiase e amigdalase. Catalisa a hidrélise de residuos B-D-glicose
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terminais nao redutores, oligdmeros, entre esses a celobiose liberada por CBH liberando
B-D-glicose. Apresenta ampla especificidade por B-D-glicosideos, podendo hidrolisar
também [-D-galactosideos, o-L-arabinosideos, p-D-xilosideos e f-D-fucosideos
(Miettinen—Oinonen, 2004). Muitas B-glicosidases tém sido identificadas com atividade

de transglicosilacao na presenga de glicose e celobiose (Saloheimo et al., 2002).

Tabela 1. Propriedades e organizacdo estrutural das celulases produzidas pelo 7. reesei

(Adaptado de: Miettinen—Oinonen, 2004).

Enzima Aminoacidos Massa Ponto Organizacao
molecular isoelétrico estrutural
(kDa) (pD
EG1 437 50-55 4,6 -
368 33 36
EGII 397 48 5.5 -
36 34 327

EG III 218 25 7.4 -
EGIV 326 37 -

EGV 225 23 2,8-3
166 23 36
EG VI 838 75 - 105 4,1-43 _j
810 28
CBH1 497 59 - 68 3,5-42 -
430 31 36
CBHII 447 50 - 58 5,1-6,3 36 44 365
CEL3A/BGLI 744 75 ND ND
CEL1A/BGLIL 466 52 ND ND
B Dominio catalitico;
] Linker
& CBD

ND Nio determinado
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O modelo de Elwyn Reese explica a acdo das celulases que se baseia na
hipétese C;-Cx, onde para ocorrer degradacdo da celulose cristalina, um fator
denominado C;, presente no complexo enzimdtico, mas sem atividade hidrolitica,
disponibilizaria substratos para ac¢do catalitica de um fator denominado Cx (Mandels e
Reese, 1960). Fungos com auséncia desse fator C; seriam capazes de apenas degradar
formas derivadas de celulose soliveis, como a carboximetilcelulose. Dessa forma, para
que a celulose possa ser degradada, as celulases, devem ndo apenas desencadear
hidrdlises, mas também devem reduzir as estruturas cristalinas do polimero, por meio
do rompimento de pontes de hidrogénio, as quais ligam as microfibrilas (Heikinheimo
et al., 2001 .

As enzimas do complexo celulolitico de 7. reesei atacam o substrato de uma
forma sinergistica fazendo com que a velocidade de formacdo de produtos soliveis
aumente significativamente quando comparado a velocidade de acdo isolada das
enzimas (Miettinen—Oinonen, 2004). Endoglicanases hidrolisam as ligacdes internas
nas regides mais acessiveis (amorfas) da celulose gerando novas extremidades livres.
Celobiohidrolases conseguem penetrar nas regides cristalinas das microfiblilas
degradando o polimero de celulose a partir das extremidades geradas pelas
endoglicanases. As [-glicosidades complementam a degradacdo clivando os celo-
oligossacarideos e celobiose gerados pelas celobiohidrolases (Teeri, 1997). As
celobiohidrolases sao capazes de atuar muito rapidamente em uma extremidade gerada
pelas endoglicanases, mostrando que as enzimas ficam distribuidas ao longo da fibra de
celulose. O sinergismo ocorre também entre os diferentes subtipos de celobiohidrolases,
uma vez que hd enzimas que atacam as extremidades redutoras (CBHI) e outras que
atacam as extermidades ndo-redutoras (CBHII) das fibras de celulose
(Miettinen—Oinonen, 2004). O grau de sinergismo varia conforme o tipo de celulose
utilizada: na presenca de celulose cristalina o sinergismo endo-exo € alto, diminui na
celulose amorfa e € muito baixo ou ausente em derivados soldveis da celulose, como a

carboximetilcelulose (CMC) (Heikinheimo e Buchert, 2001).

O modo de acdo dessas enzimas é mostrado na figura 5.
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Figura 5. Mecanismo da hidrélise enzimadtica da celulose. As duas celobiohidrolases
(CBH) atacam as dareas cristalinas na faixa oposta do término da cadeia e as
endoglicanases (EG) agem no meio da parte anamorfa da celulose. Os circulos
fechados, no lado R, representam a regido redutora e os circulos abertos, lado NR,
representa a regiao nao-redutora. C indica as regides altamente cristalinas. Fonte: Teeri

(1997).

Formacao de celulase por T. reesei

A parte aos estudos da enzimologia da degradagio da celulose, existe também
um interesse continuo no entendimento dos mecanismos de regulacdo da sintese das
celulases. Tal conhecimento € requerido para entender a fisiologia do organismo, para
prover estratégias no melhoramento da produ¢do da enzima, por estratégias nutricionais
ou recombinantes e para o uso de promotores de celulase para superproducdo de
proteinas heter6logas em Trichoderma (Schmoll e Kubicek, 2003).

Em 1960, Mary Mandels e Elwyn T. Reese (Mandels e Reese, 1960), levantaram
o seguinte paradigma sobre como ocorre a induc¢io da formacao de celulase pelo fungo
T. reesei: “Celulases sdo enzimas adaptativas, mas seu substrato natural -celulose- é
insoluvel. Entdo como ocorre a indug¢do?”. Acredita-se que alguns oligossacarideos
liberados da celulose servem como indutores da expressdao da celulase. Esta hipdtese

estd apoiada no fato que celulases sdo fortemente induzidas por vérios dissacarideos
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como celobiose, lactose, soforose e 1,5-lactona-d-celobiono (revisto por Schmoll e
Kubicek, 2003).

Existem trés modelos diferentes para a explicacdo desse mecanismo de indugdo.
Um deles, ainda proposto na década de 70, sugere que a formacdo inicial destes
oligossacarideos a partir da celulose € atribuida a baixos niveis constitutivos de
celulases encontrados nesses fungos (Gritzali e Brown, 1979). Embora essa explicagdo
ndo tenha sido totalmente aceita por parte dos pesquisadores, a ocorréncia de um
mecanismo de inducdo semelhante em outros microrganismos tem reforcado estd
hipétese. Em linhas gerais, a ligacdo de reguladores transcricionais em regides
especificas do promotor de celulases esta em equilibrio, assim, mesmo uma forte
repressao ou forte ativagdo dos genes de celulase, sempre leva a um aumento nos baixos
niveis da expressdo “constitutiva”, a qual, entretanto, pode escapar da deteccdo por
alguns métodos (Carle-Urioste et al., 1997).

Outra hipétese para a formacao de celulase em 7. reesei tem sido apresentada
por Kubicek e seus colaboradores. Esta hipdtese se baseia na observacdo de que
somente os conidios e ndo o micélio sdo capazes de comecar o crescimento em presenga
de celulose em meios de cultura . Os conidios de Trichoderma spp. contém uma série de
enzimas diferentes capazes de hidrolisar varios tipos de polissacarideos, sendo portanto
uma explicacdo alternativa para a degradacao inicial da celulose. Essas enzimas estdo
localizadas na superficie dos conidios e sdo formadas independentemente das condigdes
nutricionais usadas para induzir a esporulacdo e sdo capazes de hidrolisar celulose
cristalina (Kubicek et al., 1988). O papel essencial de celulases ligadas a conidios na
formacdo de indutores de celulases tem sido demonstrado pela retirada dessas enzimas
da superficie dos conidios com uso de detergentes fracos, impedindo assim a capacidade
de T. reesei de crescer em celulose.

Seiboth et al. (1992 e 1997) por outro lado demonstraram pelo uso de mutantes
para cbhl, cbh2, egll e egl2 que diferentes celulases podem exibir diferentes
habilidades para a formacdo de indutores: linhagens com cbh2 e egl2 deletados,
mostram uma indu¢do baixa de celulase ao passo que a delecdo de apenas egl// quase
nao teve diferenca na inducdo frente ao tipo selvagem. Linhagens com a delecdo tanto
de cbhl quanto de chbh2 foram completamente incapazes de induzir a expressdo dos
genes de egll e egl2 por celulose. Entretanto a adi¢ao de 2 mM de soforose no meio de

cultura restaurou esta capacidade.
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Estes resultados juntos suportam a hipétese proposta por Kubicek e mostram que
as celulases ligadas a superficies dos conidios agem de forma sinérgica na degradacdo
inicial de moléculas celulose, gerando assim, os indutores da biosintese de celulases e,
portanto promovem a expressdo de genes de celulase e o crescimento do fungo em
celulose.

Uma terceira hipdtese proposta por Ilmen et al. (1997) baseia-se no fato de que
significante expressdo de todas as celulases foi observada apds o consumo total de
glicose do meio de cultura. Entretanto, esse mecanismo de desrepressdo da formagao de
celulases ainda ndo € esclarecido e parece ser independente da falta de fonte carbono ou
repressdo catabdlica. A liberacdo de compostos indutores de celulase tanto da parede
celular dos fungos durante a falta de nutrientes quanto pela transglicosilacdo de glicose
previamente presente no meio de cultura antes da metabolizagdo ainda nao foram
verificados para sugerir uma explicacdo para estes resultados encontrados pelos
pesquisadores acima citados.

Qualquer que seja o modelo que de fato seja responsavel pelo ataque inicial da
molécula de celulose, o produto final deve ser um indutor de baixa massa molecular que
¢ capturado pelas células dos fungos. A identidade deste composto ainda nio ¢é
conhecida, porém diversos oligossacarideos podem funcionar com indutores de
celulases em experimentos laboratoriais.

A Celobiose (B-D-Glic-(1—4)-D-Glic 4-O-B-D-Glicopiranosil-D-glicose) € o
principal produto final formado a partir da hidrélise da celulose. O surgimento deste
composto na célula pode sinalizar a presencga de celulose extracelular e, portanto seria o
candidato 16gico como indutor natural para a biosintese de celulase. Entretanto,
crescimento em celobiose ou adi¢do de celobiose a culturas de 7. reesei crescidos em
celulose, inibe a sintese de celulase (Fritscher, Messner e Kubicek, 1990). Isso se deve
provavelmente a rapida hidrdlise, por a¢do de uma B-glicosidase, da celobiose a glicose
que reprime a sintese de celulase (Ilmen et al., 1996; Ilmen et al., 1997). Estes
resultados ndo devem ser interpretados como uma evidéncia contra a celobiose como
indutor. O transporte de dissacarideos como celobiose, soforose, gentobiose e
laminaribiose para dentro do micélio de 7. reesei ocorrem através de uma permease, que
possui uma maior afinidade por estes substratos do que as [B-glicosidases extracelulares
(Kubicek et al., 1993). Assim, a uma baixa concentracdo do dissacarideo, prevalece o
transporte do mesmo para dentro da célula e conseqiientemente um aumento na
formacdo de celulase. Desta forma, a utilizacdo de celobiose como indutor da formagao
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de celulases tem sido utilizada em baixas concentra¢des ou em reatores alimentados a
uma baixa taxa e com o uso concomitante de inibidores de B-glicosidases ou ainda pela
adicdo de um andlogo de celobiose (1,5-lactona-3-celobiono) que é um substrato pobre
para B-glicosidases (Szakmary, Wotawa e Kubicek, 1991). Todos estes processos
permitem a sintese de celulases em quantidades compardveis com aquelas observadas
em celulose (Fritscher, Messner e Kubicek, 1990).

A Soforose (B-D-Glic-(1—2)-D-Glic 2-O-B-D-Glicopiranosil-D-glicopiranose),
que também é um substrato pouco especifico para 3-glicosidases, induz a expressao de
genes de celulase a um alto nivel e por isso tem sido considerado por muito tempo um
indutor natural de formagdo de celulase em 7. reesei (Sternberg e Mandels, 1979).
Acredita-se que a soforose é formada pela acéo de transglicosilagao de P-glicosidases
e/ou de algumas endoglicanases (Vaheri, Leisola e Kaupinnen, 1979). Mutantes de T.
reesei em que o gene de B-glicosidase (bgll) foi removido ou ainda experimentos onde
foram utilizados inibidores de [-glicosidases, apresentaram uma deficiéncia de
crescimento e na producdo de celulase em presenca de celulose (Fowler e Brown,
1992). A adigdo de soforose nesses meios de cultura restaurou a indugdo de celulase e o
crescimento do fungo em celulose, indicando que as B-glicosidases possuem um papel
importante na formacdo de indutores de celulase a partir de celulose (Kubicek, 1987).

Entretanto, esses resultados ndo provam que a soforose seja de fato o indutor
natural da formacdo de celulase. Mutantes de 7. reesei contendo multiplas copias do
gene bgll apresentaram um aumento na induc¢do de formagdo de celulase ndao s6 na
presenca de celulose, mas também de soforose. Além disso, a indug@o por soforose em
mutantes com dele¢do para bgll também foi inibida na presenga de nojirimicina, um
inibidor de B-glicosidase (Mach et al., 1995). Uma explicagdo para isso poderia ser o
envolvimento da acdo de pelo menos mais de uma B-glicosidase na formacédo final do
indutor. Umile e Kubicek (1995) identificaram uma B-glicosidase ligada & membrana
plasmdtica que poderia estar envolvida nesse processo. Além disso, uma nova -
glicosidase intracelular, com atividade de transglicosilagdo, denominada de BGLII foi
caracterizada e seu gene (bgl2) clonado (Saloheimo et al., 2002). Entretanto, a natureza
do envolvimento de B-glicosidases na indugdo de celulases ainda é desconhecida.

A Lactose (1,4-O-B-D-galactopiranosil-D-glicose) ndo é um produto normal da
degradacao da celulose. Sua demonstracdo como um potente indutor de celulase ainda é

um enigma e sua semelhanca estrutural com a celobiose pode explicar esse fato. A
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lactose é a tunica fonte de carbono solivel que pode ser usado economicamente na
producdo de celulase ou na producdo de proteinas heterélogas sob controle de
promotores de celulase por T. reesei (Morikawa et al., 1995).

A principal via de metabolismo da lactose por T. reesei ocorre pela sua hidrélise
extracelular produzindo glicose e galactose com subseqiiente metabolismo da galactose
pela via de Leloir (Seiboth et al., 2005). A identificacdo do mecanismo de inducdo da
formacao de celulase por lactose vem sendo feita por varias etapas com uso de mutantes
com delecdo para os genes que compdem a via de metabolismo da galactose. Assim,
com a delecdo da galacto quinase, a formacao de celulase tendo como indutor lactose, é
diminuida, enquanto que a delecdo do gene gal7 (uridiltransferase), que estd envolvido
no préximo passo do metabolismo, ndo afeta a indug@o de celulase, mas promove um
aumento no tempo de transcri¢do dos genes de celulases (Seiboth, Hofmann e Kubicek,
2002). Estes resultados sugerem que a concentracao celular de galactose-1-fosfato pode
sinalizar a presenca de lactose. Entretanto, essa induc¢do parece ser influenciada por
outras substincias como o galacitol e outros metabdlitos, uma vez que quando o 7.
reesei € crescido na presenca de galactose ndo apresenta formacdo de celulase. Outros
dados indicam que uma baixa taxa de crescimento do fungo pode ser essencial para a
indugdo de celulase por lactose (Hartl, Kubicek e Seiboth, 2007). Novos componentes
dessa rede t€m revelado que a inducdo da formacgdo de celulase por lactose pode ser
muito mais complexa do que se imagina, com o envolvimento de outras vias de
metabolizacdo tais como, xilose, arabinose, arabinitol e xilitol ( Seiboth et al., 2007).
Além disso, o estudo de mutantes que tiveram a inducdo de celulase por soforose e
celulose diminuidas, ainda sdo induzidas por lactose, sugerindo que a lactose trabalha

por uma via de sinalizacao diferente (Schmoll e Kubicek, 2003).

Regulaciao da expressiao de genes de celulase em 7. reesei

Independente da natureza do indutor de celulases é consenso que a formacao de
celulases € regulada no nivel transcricional e acontece de forma coordenada. Em
presenca do indutor celulose, o gene da celobiohidrolase (chbhl) € o mais expresso,
seguido por cbh2, egl5 e egll (Schomoll e Kubicek, 2003).

Andlise de promotores dos genes de celulase (principalmente chbhl e cbh2)
mostrou que expressao destes genes estd sujeita a regulagdo tanto positiva quanto

negativa (revisado por Schmoll e Kubicek, 2003). Saloheimo et al. (2000) e Aro et al.
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(2001) isolaram os genes e identificaram dois ativadores de transcricdo, o acel
(activator of cellulase gene expression), que codifica para uma proteina que se liga ao
DNA (ACE1), que contém trés motivos dedos de zinco do tipo Cys(2)-His(2) e o ace2
que também codifica para uma proteina que se liga ao DNA (ACE2) a qual pertence a
classe binuclear de zinco do tipo (Zn(I)2Cysg), que sdo exclusivas de fungos (Aro et
al., 2001).

Genes homologos ao acel ja foram identificados em seqiiéncias expressas em
Aspergillus e Neurospora, indicando que esse gene também ocorre em outros fungos
filamentosos (Todd et al., 1998). Experimentos in vitro demonstram que existem pelo
menos oito regides de ligacdo para ACEl na regido promotora de cbhl. ACEIl
reconhece todas as regides que contem AGGCAAA e algumas AGCA precedidas por
regides relativamente ricas em AT (Saloheimo et al., 2000). Seqiiéncias idénticas ou
bastante semelhantes ocorrem em promotores de outros genes de celulase em 7. reesei,
tais como egll, egl5 e cbh2 e no gene de xilanase xyn/ (revisto por Schmoll e Kubicek,
2003). Experimentos de delecao do gene acel em T. reesei mostraram um retardamento
no crescimento do fungo em meio de cultura contendo celulose ( revisto por Schmoll e
Kubicek, 2003), porém, resultou em um aumento na expressao das principais celulases
em soforose e celulose, indicando que ACE1 age como um repressor da expressio de
genes de celulase (Aro et al., 2001).

Diferente do acel e da maioria de outros fatores de transcricdo que contém
motivos zinco-binucleares, o sitio de ligacdo para ACE2 (5'-GGCTAATAA) ndo é uma
seqiiencia que se repete ao longo da regido promotora de cbhl. Nesse aspecto, Ace2
parece ser bastante similar ao regulador de hemicelulase e celulase XInR de A. niger,
que se liga na regido promotora desses genes ativando sua transcricao (Aro et al., 2001).
Entretanto ACE2 ndo se liga a regido consenso de XInR (5’-GGCTAAA-3’) e os dois
ndo apresentam uma semelhanca esperada para dominios de ligagdo ao DNA, assim,
experimentos futuros sdo necessdrios para confirmar a semelhanca entre esses dois
fatores (Aro et al., 2001). O sito de ligacdo para ACE2 na regido promotora de chhl,
estd localizado préximo a regido de ligacdo do repressor catabdlico CREI. Essa regiao
estd flanqueada por quatro seqii€ncias CCAAT e também por um sitio de ligacdo para
ACEI1(Aro et al., 2001). Ja foi descrito que a seqiiéncia CCAAT sado requeridas para
uma alta expressdao do gene amdS, que codifica para uma acetamidase em A. nidulans e

poderia servir como sitio de ligacdo de complexos semelhantes ao AnCF de A. nidulans,
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o qual influencia a estrutura da cromatina na regidao 5’ do gene de amdS (Aro et al.,
2001).

A delecdo do gene ace2 promove uma diminui¢do nos niveis de RNAm de cbhl,
cbh2, egll e egl2 e uma reducao de 30 a 70% na atividade de celulases quando o fungo
¢ crescido em meio contendo celulose (Aro et al., 2001). A indugdo de celulase por
soforose ndo foi afetada pela delecio do gene ace2, sugerindo que a indugdo por
celulose e soforose envolve diferentes fatores de transcri¢ao (Schmoll e Kubicek, 2003).
Foi relatado também que Ace2 pode se ligar a regides do promotor de chh2. Entretanto,
em contraste com os resultados de dele¢ao do motivo de ligagdo em cbhl, a delecao do
motivo de ligacdo no promotor de chh2 prejudica ndo s6 a inducdo por celulose, mas
também por soforose (Zeilinger, Mach e Kubicek, 1998). Outro motivo descrito
recentemente por Schmoll et al. (2005), EUMI, sugere que o gene cbhl pode ser
regulado pela presenca de luz. O esquema que resume a estrutura do promotor de cbhl e

seus ligantes estd mostrado na figura 6.

4

\ CREI/ \ CREI/

Figura 6. Esquema da estrutura da regido promotora de cbhl mostrando a localizacao
dos sitios de ligac@o para alguns fatores de transcri¢do. Os niimeros indicam as posi¢oes
ajusante ao cédon de iniciagdo ATG; ACEI (activator of cellulase gene expression)
(AGGCAAA); ACEIl (5-GGCTAATAA); CREI (carbon catabolite repressor) (5’-
SYGGRG-3’). CCAAT (motivo de ligagdo para o complexo AnCF de A. nidulans).
EUMI1 (motivo de ligacdo regulado por luz, CTGTGC).
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Outros fatores de transcri¢ao envolvidos na expressao de genes de celulase em 7.
reesei foram identificados pela técnica de EMSA (Electrophoretic Mobility Shift
Assay), utilizando extratos celulares de micélios, em condi¢des de inducdo por soforose
ou sem a presen¢a do indutor, e varios fragmentos do promotor de cbh2. Zeilinger et al.
(1998) detectaram uma seqii€éncia de nucleotideo 5’-ATTGGTAATA-3" denominada de
elemento de ativagdo de cbh2 (cbh2-activating element, CAE) para ligacdo de um
complexo protéico. Experimentos in vivo de “footprinting” demonstraram que a ligacao
de proteinas a CAE ocorre tanto sob condicdes de indugao quanto em condi¢des de nao
inducdo. Andlises de EMSA com versdes mutantes em regides especificas de CAE
revelaram que a ligacdo de proteinas nessa regido requer a presenca de uma cépia
intacta de qualquer um dos dois motivos adjacentes: o CCAAT na fita molde e o
GTAATA na fita codante. Mutacdes simultaneas nesses dois motivos levam a uma
perda na ligacdo de complexos protéicos (Zeilinger et al., 1998).

A identidade de proteinas que se ligam a motivos GTAATA ainda ndo é
conhecida (Zeilinger et al., 2001). Entretanto, experimentos de EMSA utilizando
anticorpos sugeriram que proteinas do tipo Hap podem se ligar ao motivo CCAAT.
Assim, Zeilinger et al. (2001) clonaram os genes hap2, hap3 e hap5 de T. reesei que
codificam para proteinas com regides homologas a HapB, HapC e HapE de Aspergillus
e outras Hap conhecidas de outros organismos. Todas as trés proteinas (Hap2, Hap3 e
Hap5) foram necesséarias para ligar no CAE do promotor de cbh2 de T. reesei in vitro.
Assim, o motivo CCAAT na fita molde no CAE ¢ ligado como um complexo em 7.
reesei, semelhante ao complexo Hap de outros organismos (revisto por Schmoll e
Kubicek, 2003).

Abrahao-Neto et al. (1995) reportaram que a atividade mitocondrial é
fundamental para a maxima expressao de genes de celulases em 7. reesei. Carraro et al.
(1998) demonstraran que a transcri¢do heter6loga de genes controlados pelo promotor
de cbhl em S. cerevisiae também € dependente da atividade mitocondrial, sugerindo a
presenca de seqiiéncias no promotor para ligacdo de proteinas que possam mediar esse
processo. Ja foi sugerido que o complexo Hap2/3/5 esteja envolvido na regulagcdo
respiratéria em leveduras (Mattoon, Caravajal e Guthrie, 1990). Assim estudos mais
aprofundados sobre a ligacdo entre o complexo Hap2/3/5, atividade mitocondrial e
expressao de genes de celulase deverdo ser realizados em 7. reesei.

Todos os componentes ja identificados como reguladores transcricionais de

genes de celulase ligam-se aos seus alvos de forma constitutiva, porém o modo pelo
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qual eles atuam ainda é especulativo (Schmoll e Kubicek, 2003). Ja foi relatado que o
complexo Hap2/3/5 € capaz de regular a transcricio de genes por remodelacdo da
cromatina (Narendja et al., 1999). Zeilinger et al. (2003) investigaram as alteracdes na
estrutura da cromatina do promotor de chbh2 durante a indug¢do do gene de celulase. Os
resultados mostraram que em condi¢des de inducdo ou sob condi¢des de repressao
catabdlica, mudancas na estrutura da cromatina foram observadas. Durante repressao,
ocorre formacdo de nucleossomos préximos ao TATA “box” impedindo a interacdo dos
reguladores Ace2 e o complexo Hap2/3/5, ao passo que em condicdes de indugdo o
TATA box fica acessivel. Esses resultados, portanto, sugerem que tanto o complexo
Hap2/3/5 e o Ace2 estejam envolvidos na formac¢do de nucleossomos no promotor de
cbh2 e que eles respondem a auséncia de nucleossomos, ativando a expressdo de genes
de celulase (Zeilinger et al., 2003). Dados recentes sugerem a presenca de mais dois
componentes nesse processo, uma proteina ainda desconhecida, que ligaria o complexo
RNA-polimerase II ao compelxo Hap2/3/5 e uma proteina com dominio WD repeticdo,
que se encontra em grandes quantidades em presenca de celulose e lactose em 7. reesei,
porém ausente no mutante negativo para celulase (Schmoll et al., 2004). Os membros da
familia de proteinas formadas por dominios WD exercem uma grande variedade de
fun¢des como: transducdo de sinal, processamento e sintese de RNA, montagem da
cromatina, transporte vesicular, montagem do citoesqueleto, regulacdo do ciclo celular,
apoptose (Schmoll et al., 2005). O esquema que resume a estrutura do promotor de chh2

e seus ligantes estd mostrado na figura 7.
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HAP2/3/5

Proteinas que se ligam a CAE

Figura 7. Esquema da estrutura da regido promotora de cbh2 mostrando a localizacao
dos sitios de ligag@o para alguns fatores de transcri¢do. Os niimeros indicam as posi¢oes
ajusante ao cdédon de iniciagdo ATG; ACEI (activator of cellulase gene expression)
(AGGCAAA); ACEIl (5-GGCTAATAA); CREI (carbon catabolite repressor) (5°-
SYGGRG-3’). CCAAT (motivo de ligacdo para o complexo AnCF de A. nidulans)
CAE (cbh2-activating element).

Outro aspecto bastante interessante que regula a expressdo de genes de celulase
€ a repressao catabodlica. Na verdade a repressdo catabdlica € um importante mecanismo
de regulacdo que permite a repressdao de genes que codificam para enzimas que estao
envolvidas na utilizacdo de fontes de carbono complexas quando aguicares simples,
como a glicose, estdao disponiveis (Gancedo, 1998). Essa situacdo também se observa
com o sistema celulolitico de Trichoderma. Em presenca de altos niveis de glicose, a
soforose nao € capaz de induzir a expressdo de genes de celulase e a adi¢ao de glicose
em meios, que ja estdo em situacdo de indugdo, promove o desaparecimento de
transcritos de cbhl, cbh2, egll, egl2 e egl5 (Ilmen et al., 1997). Entretanto, esses
resultados por si s6 ndo demonstram que a glicose é um repressor direto, uma vez que
essa molécula pode impedir a entrada do indutor para dentro da célula do fungo, através

da inibicdo da dissacarideo permease (Kubicek et al., 1993).
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Evidéncias do efeito repressor direto da glicose tém sido demonstradas pelo uso
de mutantes para o respectivo gene repressor € na andlise dos promotores de celulase
(Takashima et al., 1996 e Ilmen, 1997). O gene em questdo, chamado de crel, que
codifica para um repressor catabdlico Crel ja foi clonado (Strauss et al., 1995) e
mostrou codificar para uma proteina funcional homoéloga a CreA de A. nidulans
(Dowzer e Kelly, 1991). Essa proteina possui um consenso no seu sitio de ligacdo, 5’-
SYGGRG-3’. Mutagdes nesses sitios localizados a -700, -1000 e -1500 pb amontante ao
ATG mostraram que a mutacao na posi¢ao -700 resultou em uma clara desrepressao do
gene lacZ de E. coli, usado como gene reporter (Ilmen et al., 1996). Dados mais
recentes mostraram que essa desrepressao resulta em uma diminui¢do dos niveis de
expressdo em apenas 10 vezes, quando comparada com a inducgdo, revelando que a
repressao catabdlica ndo se trata de um simples evento de antagonismo, € que esse
processo provavelmente requer a ativacdo de outros fatores (revisto por Schmoll e
Kubicek, 2003).

Um estudo mais aprofundado de como Crel se torna ativo em presenca de
glicose, durante a indug¢do do sistema celulolitico em 7. reesei, foi realizado por
Cziferszky et al. (2002). Os autores mostraram que Crel € uma fosfoproteina, que
possui um motivo de fosforilacdo Serys4;, contendo uma regido dcida como alvo de
fosforilagdo. Um componente semelhante ja foi descrito em leveduras, o repressor
catabdlico Migl, que € fosforilado por Snfl-quinase (Treitel et al., 1998). Entretanto,
dados mostraram que os mecanismos de repressdo bem como de fosforilacdo dessas
proteinas, ocorrem de maneiras diferentes nos dois organismos (Cziferszky et al., 2003).
E interessante ressaltar que a linhagem de T. reesei mais comumente utilizada como
hiperprodutor de celulases, RutC-30, que foi originalmente isolada apds uma sele¢ao
por crescimento em celobiose na presenca de 2-deoxi-glicose (Montenecourt e
Eveleigh, 1979), possui o gene crel mutado, com apenas 20% da regido codante,
formando uma proteina defeituosa, com a falta da regido C-terminal. Anélises por
Northern blot confirmaram que essa linhagem expressa algumas celulases, como cbhl
na presenca de glicose, mesmo em baixas concentragdes (Zeilinger et al., 2003).
Recentemente, Seidl et al. (2008) reportaram que o RutC-30 perdeu cerca de 85 kb de
fragmento gendmico durante o processo de metagénese o que resultou na perda de 29
genes, dentre os quais alguns relacionados ao transporte de proteinas e metabolismo

primario.
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Vias de sinalizacio

Apesar de todos estes trabalhos citados acima demonstrarem que os genes de
celulase sdo dependentes de inducdo, nem a natureza do indutor nem as vias de
sinaliza¢do sdo totalmente conhecidas (Schmoll e Kubicek, 2003). Em contraste com
tantos dados a respeito da arquitetura dos promotores de hidrolases de 7. reesei, poucos
trabalhos t€m sido observados sobre os mecanismos de transducdo de sinais neste fungo
(Mach e Zeilinger, 2002). Wang e Nuss (1995) demonstraram a evidéncia do
envolvimento de uma proteina Go na indugdo de chhl por celulose. Sestak e Farkas
(1993), descreveram que a eficicia da indugdo de celulase por soforose pode ser
dobrada pela adi¢do de dibutiril-AMP ciclico (uma forma permedvel de AMPc a
membrana) ou ainda pela adi¢cdo de inibidores de fosfodiesterase (enzima que
conhecidamente degrada AMPc). Estes dados sugerem que a sinaliza¢do dos indutores
de celulases podem envolver proteinas G e AMPc.

Numa tentativa de identificar alguns componentes na via de sinalizagdo durante a
producdo de celulase em presenca de celulose Schmoll et al. (2004), utilizando um
mutante para as regides promotoras de cbhl e cbh2, realizaram uma hibridizacdo por
subtracdo (RaSH) de bibliotecas de cDNAs, e conseguiram identificar mais de 20 genes
que sao diferencialmente expressos no mutante negativo para celulase e no tipo
selvagem. Dois destes genes parecem ser promissores, ja que sdo super regulados em
presenca de celulose. O primeiro, o gene “envoy”, codifica para uma proteina que
contem um dominio PAS (presente em proteinas de reconhecimento de luz) e
apresentou uma alta similaridade com VIVID (uma proteina relacionada a percepg¢ao de
luz) de N. crassa (Heitzen et al., 2001). Este gene faz uma ligagcdo entre a indugdo de
celulase por celulose e a sinalizagdo por luz em 7. reesei (Schmoll et al., 2005).

O segundo gene, que codifica para uma proteina de 51 kDa, foi denominado de
minute. Nenhuma similaridade com outras proteinas foi detectada nos bancos de dados
disponiveis, incluindo N. crassa, Fusarium graminearum, Aspergillus nidulans e
Aspergillus fumigatus (Schmoll et al., 2004). Uma caracteristica adicional intrigante de
minute € que contém a sucessdao (L/I)GC(S/T)VM repetida trés vezes ao longo da
proteina, respondendo assim por aproximadamente 35% do polipeptideo, e interrompido
por um espago de 11 e 13 aminoacidos. Mais adiante, exibe um dominio putativo de

CAAX para prenilacdao (Higgins e Casey 1996; Lai et al., 1990) e um local de consenso
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para fosforilagdo por proteina cinase A, o que o torna mais interessante ainda devido a
hipétese levantada de um envolvimento de AMPc na indugdo da celulase.

Além dos genes mencionados, dois recebem uma atengdo especial, csil (“cellulase
signalling 1) e oocl (‘“only expressed on cellulose”). O primeiro é fortemente expresso
em presenca de soforose no tipo selvagem, mas nao no mutante negativo para celulase
(Schmoll e Kubicek, 2003). Ja o segundo € expresso somente na presenca de celulose
como indutor e somente quando a inducgdo € realizada no escuro (Schmoll e Kubicek,
2005). Mutantes para esses genes ainda ndo foram descritos, porém, quando realizados
poderdo elucidar as vias distintas de sinalizacdo da inducdo de celulase por soforose e
celulose na presenca ou auséncia de luz.

A luz € um fator abidtico importante para a sobrevivéncia de organismos vivos. Em
fungos, a luz € conhecida por estimular fun¢cdes morfogénicas tais como fototropismo,
formacdo de hifas, formagdo de esporos, reproducdo e formagdo de conideos. A luz
também pode aumentar a formagdo de pigmentos no sentido de proteger os organismos
contra os efeitos negativos da luz ultravioleta (Friedl et al., 2007).

O mecanismo molecular de resposta a presenga de luz € melhor conhecido, dentre os
fungos, em Neurospora crassa. Neste fungo, as respostas moleculares induzidas por luz
dependem de pelo menos dois genes que regulam esse processo: white-colar-1 (WC-1) e
White-color-2 (WC-2). Estes dois genes codificam proteinas que possuem dominios
tipo dedo de zinco e um dominio PAS/LOV, que possui um papel importante como
sensor para presenga de oxigé€nio, potencial de reducao e luz (Shuster et al., 2007).

Em Trichoderma os efeitos da luz em alguns eventos metabdlicos ja foram descritos
desde a década de 70 (revisados por Betina e Farkas, 1998). Entretanto, estudos do
efeito da luz em processos envolvendo 7. reesei tiveram inicio rescentemente (Schmoll
et al., 2005). Em T. reesei, a luz € capaz de estimular tanto o crescimento do fungo
quanto a expressao de genes de celulase em presenca de celulose e esses processos sao
regulados por uma proteina recém descrita, ENVOY (Schmoll et al., 2005, Shuster et
al., 2007). Recentemente, foi demosntrado que o metabolismo de enxofre e metionina
por T. reesei € influenciado por luz e mediado por ENVOY e que a sinalizacao para esse

processo pode ocorrer através de proteina G (Gremel et al., 2008).
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Proteinas G

As proteinas ligantes de nucleotideos de guanina (Proteinas G) estdo envolvidas
em vérios processos celulares e tém um papel importante na regulacio da atividade de
um grande nimero de enzimas (Hepler e Gilman, 1992 e Neer, 1995). Uma proteina G
trimérica € composta por trés cadeias polipeptidicas diferentes denominadas de o (39-46
kDa), B (37 kDa) e y (8 kDa). Agem por intera¢do com receptores e efetores especificos
que podem controlar os niveis de mensageiros secunddarios intracelulares (Kleuss et al.,
1994). As proteinas G estdo envolvidas no controle da maior parte das vias de
sinalizacdo celular em eucariotos (Turner e Borkovich, 1993).

Os fungos podem responder a diferentes tipos de estimulos quimicos e fisicos,
tais como nutrientes, osmolaridade, pH e luz. Além do mais, podem detectar a presenca
de outros fungos por ferormdnios e fungos patogénicos respondem a sinais de seus
hospedeiros (Bolker, 1998). Esses sinais sdo detectados por receptores acoplados a
proteinas G localizados na membrana plasmatica. E conhecido que estes receptores
apresentam um dominio estrutural comum composto por sete alcas de aminoacidos
hidrofébicos que atravessam a membrana, sendo que a regido N-terminal e C-terminal
estdo localizadas fora e dentro da célula, respectivamente (Dohlman et al., 1991).

O mecanismo de ac¢do destas proteinas envolve um ciclo de ativagdo e inativacao
da atividade GTPésica. Quando GDP estd ligado a subunidade «, esta estd associada as
subunidades By e formam um heterotrimero inativo (cffy). Na presenga de um sinal
quimico ou fisico ocorre a estimulacdo de um receptor, que muda de conformacao,
fazendo com que a proteina G inativa também sofra mudanca conformacional. Esta
mudanca diminui a afinidade da proteina G por GDP, que entdo se desloca do sitio de
ligacdo de GDP/GTP da proteina G. Quando GTP estd ligado, as subunidades o e By se
dissociam e perdem a ligacdo com o receptor. O estado ativado da subunidade o
permanecerd at€é que o GTP seja hidrolisado a GDP, quando ocorre entdo, a
reassociacdo das subunidades e do receptor (Figura 8) (Bolker, 1998). A hidrdlise do
GTP a GDP e P; ocorre gragcas a uma atividade GTP4sica intrinseca da subunidade o
(Neer, 1995). Tanto a subunidade o quanto By podem, quando livres, ativar efetores,
tais como adenilato ciclase, fosfodiesterase, MAP quinase, fosfofolipases ou regular

canais i6nicos diretamente (Kleuss et al., 1994).

28



Ligante ligado ao
receptor

}
ICORCo
@B

GTP 3 l

Efetor Efetor

GTP

Figura 8. Mecanismo de acdo das proteinas G heterotrimétricas. Adaptado de Neer

(1995).

Apesar de o sistema de proteinas G ser mais conhecido em mamiferos, muitos
fungos vém respondendo questdes antes levantadas por pesquisadores que trabalham
com células de mamiferos. Isso se deve ao fato de que os fungos sdo geneticamente
mais manipuldveis € um grande numero de mutantes ja foram construidos (Bolker,
1998).

Baseado no alinhamento de suas seqiiéncias, as proteinas G de fungos podem ser
classificadas em trés grandes subgrupos: Subgrupo I-podem inibir a adenilato ciclase e
estdo relacionadas a Goi de mamiferos. Membros desse grupo possuem GOl muito
conservadas em nivel de aminodcidos. Também possuem um sitio de miristoilagio
(MGXXXS) na por¢do N-terminal e um sito para ADP-ribosilagdo (CXXX) (Bolker,
1998). Além disso, existem evidéncias genéticas de que alguns fungos, que possuem
Gou, podem diminuir os niveis intracelulares de AMPc, embora o mecanismo pelo qual
isso ocorra ainda seja desconhecido (Bolker, 1998).

O subgrupo II nao apresenta homologia com proteinas G de mamiferos e, além
disso, apenas alguns membros foram observados (Bolker, 1998). Ja o subgrupo I1I esta
relacionado a Gas de mamiferos e estimulam adenilato ciclases promovendo um

aumento dos niveis intracelulares de AMPc (Bolker, 1998).
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Até o presente momento mais de 30 diferentes genes que codificam para

subunidades o de proteinas G ja foram isolados de fungos (Tabela 2).

Tabela 2. Genes de proteinas Ga ja clonados de fungos. Adaptado de Bolker (1998) e

Schmoll (2008).
Nome  Subgrupo Organismo N°. Funcao bioldgica
acesso
Sinalizacdo por ferormonio
Gpal I/ Saccharomyces P08539
(8Scgh) cerevisiae
Gpa2 III (Gos) Saccharomyces P10823 Sensor de nutriente, falta de
cerevisiae nitrogénio
Gpa2 III (Gas) Kluyveromyces lactis P54111 Regulacdo de AMPc
Cagl /I Candida albicans P28868 Sinalizacdo por ferormonio
Gpal II Schizosaccharomyces P27584 Sinalizacdo por ferormonio
pombe
Gpa2 III (Gas) Schizosaccharomyces Q04665 Sensor de nutriente, falta de
pombe nitrogénio
Gna-1 I (Gai) Neurospora crassa Q05425 Fertilidade
Gna-2 II Neurospora crassa Q05424 Desconhecida
FadA I (Gou) Aspergillus nidulans Q00743 Desenvolvimento assexual
Cpgl I (Gai) Cryphonectria Q00580 Viruléncia
parasitica
Cpg2 111 (Gas) Cryphonectria L32177 Desconhecida
parasitica
MagA III (Gos) Magnaporthe grisea AF011340 Viruléncia
MagB I (Gas) Magnaporthe grisea AF011341 Desenvolvimento de ascésporo
MagC I Magnaporthe grisea AF011342  Desenvolvimento de ascésporo
Ctgl I (Gas) Colletotrichum trifolii AF044894 Desconhecida
Pcgl II Pneumocystis carinii U30791 Desconhecida
f. sp. carinii
Pcgl II Pneumocystis carinii U30790 Desconhecida
f. sp. ratti
Gpal I (Gai) Ustilago maydis P87032 Desconhecida
Gpa2 II Ustilago maydis P87033 Sinalizacdo por ferormonio
Gpa3 111 (Gas) Ustilago maydis P87034 Patogenicidade e virulencia
Gpad v Ustilago maydis P87035 Desconhecida.
Fill I (Gos) Ustilago hordei U76672 Cresciemento
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Gpal III (Gas) Cryptococcus P54853 viruléncia, regula AMPc

neoformans
Gpal I (Gai) Coprinus congregatus P30675 Regulacio da sinaliza¢io por luz
Fgal I (Gai) Fusarium oxyporum AB072451 crescimentaoZ l\lllegetativo e
conidiacdo e patogenicidade
Tgal I(Gai) Trichoderma atroviride AY036905 micoparasitismo e conidiacdo
IMI 206040
Tgal 1(Goi) Trichoderma atroviride P1 ~ AY190117 Formacao de quitinase e
metabdlitos antifingicos
Tga3 III (Gas) Trichoderma atroviride P1 ~ AF452097 Micoparasitismo, crescimento
vegetativo e conidiagd@o
TgaA 1(Gai) Trichoderma virens AY186729 Antagonismo contra S. rolfsii
TgaB II Trichoderma virens AY168002 Desconhecida
Gna3 III (Gos) Trichoderma reesei ABJ55985 Regula a expressdo de celulase

mediada por luz

Muitos pesquisadores t€ém mostrado interesse em estudar os mecanismos de
sinaliza¢do celular, envolvendo proteinas G, em fungos para tentar explicar alguns
aspectos fisioldgicos destes organismos (D’souza e Heitman, 2001). Experimentos com
mutantes que perderam ou melhoraram as fungdes de Go e também de GPy tem
indicado que as proteinas G estdo envolvidas em processos tais como esporulacio,
reproducdo, patogenicidade, metabolismo secundario, viruléncia, formacao de estruturas
de infeccdo e secrecdo de enzimas extracelulares de fungos ascomicetos e
basidiomicetos (Bolker, 1998; Kronstad et al., 1998; D’Souza e Heitman, 2001;
D’Souza et al., 2001; Mukherjee et al., 2004; Zeilinger et al., 2005).

Em Trichoderma, evidéncias da participacdo de proteinas G e AMPc em
diversos processos ja foram descritas. Das cascatas de sinalizacao celulares conhecidas
que ocorrem nos eucariotos superiores € em leveduras, existem evidéncias de trés delas
em fungos do género Trichoderma: 1) a via de sinalizacdo proteina cinase/fosfolipideos;
2) calcio/calmodulina, 3) AMPc/proteina cinase (Kubicek, 1998) e Proteina G/AMPc
(Schmoll, 2008).

O efeito de AMPc, tetrafluoreto de aluminio (AlFs) e mastoporam (ativadores de
proteina G) no enovelamento de 7. harzianum sobre fibras de nylon foram descritos por
Omero et al., (1999). Os autores encontraram que estes trés compostos foram capazes de

induzir o enrolamento do fungo nas fibras de nylon, indicando que a interacdo entre um
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micoparasita e seu hospedeiro é muito mais complexa do que se imagina, envolvendo
sinalizacdo celular com participagdo de AMPc.

Firmino et al. (2002) estudaram o efeito de moléculas ativadoras e inibidoras de
sintese de AMPc na inducgdo de N-acetil-B-D-glicosaminidase do fungo T. harzianum,
quando crescido na presenca de quitina. Cafeina e IBMX (inibidores de
fosfodiesterase), e dibutiril-AMPc (anédlogo solivel de AMPc) inibiram a sintese da N-
acetil-B-D-glicosaminidase. AlF;, um ativador de subunidades Gal, diminuiu a sintese
da N-acetil-B-D-glicosaminidase. Entretanto, neste trabalho ndo foi determinada a
concentracdo intracelular de AMPc, bem como o nivel de regulagdo da sintese da N-
acetil-B-D-glicosaminidase. Evidéncias de que niveis altos de AMPc inibem a expressao
do gene nagl, que codifica para N-acetil-B-D-glicosaminidase foram recentemente
descritas (Silva et al., 2004).

Apesar de as cascatas de sinalizacdo em Trichoderma comecgaram ser elucidadas
desde 2002 (Rocha-Ramirez et al., 2002) somente recentemente um receptor ligado a
proteina G foi caracterizado (Brunner et al., 2008), Em T. atroviride e T. virens,
proteinas GOl mostraram exercer um papel importante no antagonismo de fitopatégenos
(Rocha-Ramirez et al., 2002; Mukherjee et al., 2004; Reithner et al., 2005; Zeilinger et
al., 2005). Alem disso, foi relatado que as proteinas MAP quinase afetam o processo de
micoparasitismo por 7. virens e por 1. atroviride, bem como a resisténcia sistémica de
plantas contra fitopatdgenos (Viterbo et al., 2005; Reithner et al., 2007).

As espécies de Trichoderma acima citadas sao bastante préximas, entretanto, a
andlise da sinalizacdo via proteina G revelou diferencas significantes entre essas
espécies. Enquanto que em 7. atroviride a Tgal (Gai) afeta a expressdo de algumas
quitinases e produ¢do de metabolitos antifungicos (Reithner et al., 2005) e mostrou ser
indispensadvel no controle de R. solani (Rocha-Ramirez et al., 2002) mutantes de T.
virens (AtgaA, Gai) enroloram, esporularam e controlaram R. solani da mesma forma
que o parental (Mukherjee et al., 2004).

Em T. reesei, nenhuma cascata de sinalizacao via proteina G ainda foi elucidada,
mas existem evidéncias de que o AMPc controla a expressao de celulases, porém apenas

na presenca do indutor soforose (Sestak e Farkas, 1993).
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OBJETIVOS

Objetivo geral
Avaliar a participa¢do da proteina GNA3 e do mensageiro secundario AMPc nas

vias da cascata de sinalizacdo celular envolvidas no controle da expressdo dos genes
das celobiohidrolases (cbhl e cbh2) por celulose e soforose em 7. reesei e durante o

antagonismo contra o fitopatégeno P. ultimum.

Objetivos especificos

» Clonar e caracterizar estruturalmente o gene gna3 de T. reesei

» Construgdo de um mutante de 7. reesei com GNA3 com atividade constitutiva
(gna3QL)

» Avaliar a expressdo de genes de celulase (cbhl e cbh2) em presenga e na
auséncia de luz, tanto no tipo selvagem quanto no mutante de proteina G,
gna3QL induzidos por celulose e soforose crescidos em meio liquido.

» Avaliar a participagdo de GNA3 e AMPc no antagonismo contra P. ultimum e

na producao de enzimas liticas durante o micoparasitismo.
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MATERIAL E METODOS

MATERIAL

Meios de cultura e solucoes

Meio Mex
Extrato de malte 3 % (p/v)
Agar-Agar 2 % (p/v)

Solucio para coleta de esporos

NaCl 0,80 % (p/v)
Tween 80 0,05 % (v/v)
Agua destilada q.s.p 50,00 mL

Esterilizar por filtracdo com filtro de 0,20 um e armazenar a temperatura ambiente.

Meio BDA

Infuso de batata 20 % (v/v)
Glicose 1 % (p/v)
Agar-Agar 2 % (plv)

Meio Minimo

MgS04.7H,0 0,1 % (p/v)
KH,PO4 1,0 % (p/v)
(NH4),SO4 0,6 % (p/v)
Citrato de s6dio.2H,O 0,3 % (p/v)
Glicose 1,0 % (p/v)
Solugdo elementos tracos 50X 1,0 X (v/v)
Agar-Agar 1,5 % (p/v)
Agua destilada q.s.p 100,0 mL

Meio Mandels-Andreotti (1 L)
Solugcdo Mineral 500,0 mL
(NH4)2504 2,8 g/L
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KH,PO,
MgSO4.7H20
CaCl,.2H,0

4,0 g/L
0,6 g/L
0,8 g/L

Tampao Citrato-fosfato 0,1 M pH 5,0 480,0 mL

Na,HPO,4.2H,0 02M
Acido citrico 0,2M
Solugdo elementos tracos 50X 20 mL
FeS0,.7H,O 250 mg/L
MnSO4.H,O 85 mg/L
ZnS04.7H,0 70 mg/L
CaCl,.2H,O 100 mg/L

Ajustar o pH para 2,0 com H,SOy, armazenar a temperatura ambiente.

Adicionar a essa solug¢do

Fonte de carbono
Peptona

Uréia

Solucao A
KH,PO,
Sorbitol

Agua destilada q.s.p

10,0 g/L
1,0 /L
0,3 g/L

0,1M
12M
100,0 mL

Ajustar o pH para 5,6 com KOH diluido. Autoclavar e estocar a temperatura ambiente.

Solucao B

CaCl,

TrisHCI 1M pH 7.5
Sorbitol

Agua destilada g.s.p

50 mM
10 mM
IM

100 mL

Ajustar o pH para 7,5. Autoclavar e estocar a temperatura ambiente.
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PEG

CaCl, 50 mM
TrisHCI 1M pH 7.5 10 mM
PEG 6000 25 % (vIv)
Agua destilada q.s.p 50 mL

Autoclavar e estocar a temperatura ambiente.

Meio de cobertura (Overlay-medium)

Extrato de malte 3 % (p/v)
Agarose 2 % (p/v)
Sorbitol IM
Agua destilada q.s.p 100 mL

Autoclavar e estocar a temperatura ambiente.

Meio LB

Peptona 1,0 % (p/v)
Extrato de levedura 0,5 % (p/v)
NaCl 1,0 % (p/v)
Agua destilada g.s.p 100,0 mL

Ajustar o pH para 7,2 com NaOH 5M.

Meio LBAamp

Peptona 1,0 % (p/v)
Extrato de levedura 0,5 % (p/v)
NaCl 1,0 % (p/v)
Agar-Agar 1,5 % (p/v)
Agua destilada g.s.p 100,0 mL

Ajustar o pH para 7,2 com NaOH 5 M. Autoclavar por 20 min. Apds resfriamento
(65°C) adicionar 0,1 mL de ampicilina (100mg/ml em etanol) 1000 X.

Solucao de X-gal

X-Gal 20 mg
N,N-Dimetilformamida 1 mL
Estocar a -20 °C
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Solucao de IPTG
IPTG em agua ultra-pura 100 mM

Esterilizar por filtragdo (filtro de 0,20 um), estocar a -20 °C.

Tampao de equilibracao QBT

MOPS pH 7,0 50 mM
NaCl 750 mM
Isopropanol 15 % (v/v)
Tampao de lavagem QC

MOPS pH 7,0 50 mM
NaCl 1M
Isopropanol 15 % (vIv)
Tampao de eluicio QF

Tris-HCI pH 8,5 50 mM
NaCl 1,25 M
Isopropanol 15 % (v/v)
Solucao P1

Tris-HCl pH 8,0 50 mM
EDTA pH 8,0 10 mM
RNase A 100 ug/mL

Armazenar a 4°C uma vez adicionada a RNase.

Solucao P2

NaOH 200 mM
SDS 1 % (p/v)
Solucao P3

Acetato de potdssio 3M

Armazenar a 4°C



Tampao de extracio de DNA

NaCl 14M
Tris-HCI pH 7,5 0,1 M
EDTA 5 mM
Agua destilada 100,0 mL

Autoclavar e armazenar a temperatura ambiente.

Tampao de amostra DNA 5X

Azul de bromofenol 250 mg
Glicerol 60 mL
Tris-HCI 150mM pH 7,6 33 mL
Agua destilada 7 mL
Fenol saturado pH 8,0

Fenol cristalino 1.0V
8-Hidroxiquinolona 0,1 % (p/v)
B-Mercaptoetanol 0,2 % (vIv)
Tampao Tris-HCl 100 mM 1.0V
NaCl 100,0 mM

Homogeneizar repetidas vezes e deixar as fases se separarem. Repetir a operagdo ate

que a fase aquosa atinja pH 8,0. Estocar a 4 °C em frasco ambar.

Clorofil

Cloroférmio 49V
Alcool isoamilico 1V

TAE 50X
Tris-HCI 2420 ¢
EDTA 0,5 M pH 8,0 100,0 mL
Acido acético glacial 57,1 mL
Agua destilada 1000,0 mL
Tampao TE
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Tris-HCI 10 mM pH 8,0
EDTA I mM pH 8,0

Reagente de Chirgwin

Dissolva 250 g de Tiocianato de guanidina em 293 mL de 4gua destilada e
adicione 17,6 mL de citrato de sédio 0,75 M pH 7,0 e 26,4 mL lauril sarcozinato de
sédio a 10 % (m/v). Dissolva em agitador magnético a 65 °C. A solucdo pode ser

estocada a temperatura ambiente, mas € fotossensivel. Estocar a -20 °C.

Fenol saturado pH 4,0

Fenol cristalino 1.0V
8-Hidroxiquinolona 0,1 % (p/v)
B-Mercaptoetanol 0,2 % (vIv)
Tampao Acetato 100 mM 1,0V
NaCl 100,0 mM

Homogeneizar repetidas vezes e deixar as fases se separarem. Repetir a operacdo ate

que a fase aquosa atinja pH 4,0. Estocar a 4 °C em frasco ambar.

MOPS 10X

MOPS (acio 4-morfolinopropano sulfonico) 41,85 ¢
Acetato de sédio trihidratado 6,80 g
EDTA 1,86 g
Agua DEPC autoclavada 1000,00 mL

Ajuste o pH para 7,0 com NaOH 10 M e armazene a 4 °C em frasco ambar.

Tampao de desnaturacio para cada 1ul. de RNA

Formamida 2,5 uL
Formaldeido 1,0 uL
MOPS 10X 0,5 uL
Solu¢do de Brometo de etidio livre de RNAse (400ug/ml) 0,5 uL.
RNA dye

Azul de bromofenol 0,25 % (p/v)
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Xileno cianol

SSC 20X

NaCl

Citrato de sddio

Agua destilada q.s.p

Ajuste o pH para 7,0 com HCl

Solucao de Denhardts
Ficol 400

Polivinil pirrolidona
Albumina bovina Fracdo V
Agua destilada

Estocar a -20 °C

0,25 % (p/v)

3.0M
0,3M
2000,0 mL

50X
10g
10g
10g
1000 mL.

Solu¢ao de Pré-hibridacao - Southern Blots 50,0 mL

SSC 20X
Solu¢do de Denhardts 50X
SDS 10%

15,0 mL
5,0 mL
2,5 mL

DNA esperma de salmao ssDNA (10 mg/mL) 0,5 mL

Agua destilada

25,0 mL

Solucio de Pré-hibridacao - Northern Blots 50,0 mL

SSC 20X
Solu¢do de Denhardts 50X
SDS 10%

15,0 mL
5,0 mL
2,5mL

DNA esperma de salmao ssDNA (10mg/mL) 0,5 mL

Formamida

Reagente de Bradford

Coomassie Brilliant Blue G-250

Etanol

Acido fosforico

25,0 mL

0,01 % (p/v)
4,70 % (vIV)
8,50 % (V/v)
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Dissolver 100 mg de Coomassie Brilliant Blue G-250 em 50 mL de etanol 95%. A essa
solucdo adicionar 100 mL de 4cido fosférico 85 %. Ajustar o volume para 1000 mL

com 4gua deionizada. Armazenar a 4 °C em frasco ambar.

Reativo de acido 3,5-dinitrossalicilico.

Solugao I: a 300 mL de solucdo a 4,5 % de NaOH, adicionar 880 mL de solucdo a
1,0% de acido dinitrossalicilico e 255 g de tartarato duplo de sédio e potdssio.
Solucao II: Adicionar a 10 g de fenol cristalino, 22 mL de NaOH a 10 % . Completar
o volume para 100 mL.

Misturar muito bem a solugdo I e a solugdo II. Conservar em frascos bem fechados,

armazenar a 4 °C. Esse reagente pode ser usado durante 1 ano pelo menos.

Oligonucleotideos sintéticos especificos e sondas

Tabela 3. Seqiiéncia dos oligonucleotideos utilizados nas reacdes de PCR.

Oligo

Nucleotideo

Seqiiéncia (5°23’)

Utilizacao/TM

gna3aaSF

gna3aaSR

gna3aa3F

gna3aa3R

gna3aa3NF

gna3aaSNR

gna3orfF

gna3orfR

CBHIF

GTTTGGCCCGGATTGAAG

CCACTTCTTCCGCTCACTCCGTAGCC

GGCTACGGAGTGAGCGGAAGAAGTG

ATATAGCTCCACGGCCAATTC

AATCTAGATTGAAGCGATCCCAGGATC

ATGAATTCCACGGCCAATTCTTTG

GAATGCACTCCAATTGCTCAC

CACAGGTGCTCGTGAA CGTAC

TCGGCCTGCACTCTCCAATC

Clonagem do gene
gna3 e construgao do
vetor pBgna3QL/ 58 °C
Clonagem do gene
gna3 e constru¢do do
vetor pBgna3QL/ 58 °C
Clonagem do gene
gna3 e construgao do
vetor pBgna3QL/ 58 °C
Clonagem do gene
gna3 e constru¢do do
vetor pBgna3QL/ 58 °C
Clonagem do gene
gna3 e construgao do
vetor pBgna3QL/ 58 °C
Clonagem do gene
gna3 e constru¢do do
vetor pBgna3QL/ 58 °C
Reagdes de PCR para
confirmacao da
mutagdo gna3QL/58 °C
Reacdes de PCR para
confirmacao da
mutacao gna3QL/58 °C
Reagdoes de PCR para
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CBHIR

CBH2F

CBH2R

trblr1F

trblrIR

trblr2F

trblr2R

envlneulF

envlneulR

TGGAGTCCAGCCACAGCATG

ATTCTCACCACGCTGGCTAC

CGGCGTAGTTGATGCACTC

TGTGCCTTTGTCGTTTGTG

GACCGATATGACGTGGACC

GCATGAGGAAGAAGGACG

GGAACTGTACCGCAGTCAG

ATGCCGGCGTTGACATTAACCC

ACGCATCTATTGGATATCTCCC

obtencdlo da  sonda
cbhl/ 57 °C
Reacdes de PCR para
obtencdo da sonda
cbhl/ 57 °C
Reagdes de PCR para
obtencdlo da  sonda
cbh2/ 57 °C
Reacdes de PCR para
obtencdo da sonda
cbh2/ 57 °C
Reagdes de PCR para
obtencdlo da  sonda
blr1/55 °C
Reacdes de PCR para
obtencdo da sonda
blr1/55 °C
Reagdes de PCR para
obtencdo da  sonda
blr2/55 °C
Reacdes de PCR para
obtencdo da sonda
blr2/55 °C
Reagdes de PCR para
obtencdo da  sonda
env1/55 °C
Reagdes de PCR para
obtencdlo da  sonda
env1/55 °C
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METODOS

Origem e manutencio do fungo
O fungo T. reesei, linhagem mutante, auxotréfico para uridina, TU-6 (=

ATCCMY A-256) foi obtido da cole¢ao do Laboratério de Biotecnologia molecular da
Research Area Gene Technology and Applied Biochemistry, Institute for Chemical
Engineering, Vienna University of Technology, Austria. Os fungos foram mantidos em
meio MEX ou meio minimo com repiques periédicos. Para o TU-6, o meio foi

suplementado com 10 mM de uridina Sigma® em todos os experimentos.

Bactéria hospedeira para propagacao de vetor

A linhagem de E. coli IM109 (Yanish-Perron et al., 1985), mantida em meio
LB/glicerol a -80 °C foi utilizada para propagacao de vetores e manipulacdo de DNA.

Condicoes de cultura
Para os experimentos de inducdo, as linhagens de 7. reesei foram crescidos em

Erlenmeyer de 1 L contendo 200 mL de meio Mandels-Andreotti contendo 1 % de
glicose, glicerol, celulose ou soforose, dependendo do experimento, a 200 rpm, em
agitador orbital, e 28°C por 24 horas, no caso de inducdo por glicose e glicerol, 96 horas
com celulose e 6 horas para soforose, onde o micélio foi previamente crescido em
glicerol por 24 horas. Apds a inducdo, os micélios foram coletados por filtragdo e
congelados e estocados a -80°C e usados no isolamento de AMPc intracelular e RNA. O
sobrenadante de cultura foi utilizado como fonte de celulase. Os experimentos de
inducdo por celulose e soforose foram realizados tanto na presenca quanto na auséncia
de luz.

Para a produgdo das enzimas liticas, uma suspensdo de esporos (10 esporos/mL)
foi inoculada em meio Mandels-Andreotti suplementado com 1 % de glicose como
fonte de carbono. As culturas foram crescidas como anteriormente por 24 horas. Apds
esse tempo, os micélios foram coletados por filtracio e lavados com 500 mL de solu¢do
salina 0,9 % estéril. 250 mg de micélio foram transferidos para meio minimo (solu¢do
mineral) contendo 5 g/LL de parede celular de P. ultimum como fonte de carbono. As
culturas foram crescidas como anteriormente por 72 horas. Os micélios foram entao

coletados por filtracdo e congelados e estocados a -80°C e usados no isolamento de
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AMPc intracelular. O sobrenadante de cultura foi dialisado contra dgua a 4°C,
congelado e utilizado como fonte de enzimas liticas.

Para as extragdes de DNA os fungos foram crescidos em meio Mex por 24 horas
a 28°C a 200 rpm. Para a propagacdo dos vetores construidos, a linhagem de E. coli

JM109 foi inoculada em meio LBAamp e incubada a 37°C a 200 rpm por 16 horas.

Purificacao da parede celular de P. ultimum
Cerca de 10 a 20 discos de dgar (BDA) contendo micélio de P. ultimum foram

inoculados separadamente em frascos de 1 L contendo 500 mL de meio BDA liquido.
Estes frascos foram incubados a temperatura de 28°C sob agitacao constante de 180 rpm
em agitador rotatorio por 7 dias. Apds este tempo, o micélio foi coletado por filtragcdo e
utilizado na purificacdo de parede celular.

O micélio de P. ultimum foi primeiramente macerado com nitrogénio até a
obtenc@o de um pé fino e branco. Apds maceracdo, o micélio foi tratado com uréia (8 M
p/v). Em seguida os extratos de parede celular foram centrifugados por 15 minutos sob
rotacdo de 12.000 g, o sobrenadante das preparacdes foi descartado, e os precipitados
lavados com édgua destilada. Os precipitados obtidos apés as lavagens anteriores foram
homogeneizados com uma solucao de hidroxido de amonio (1 M v/v), centrifugados por
30 min a 12.000 g, e os precipitados lavados com d4gua destilada como descrito
anteriormente. Os precipitados da ultima lavagem foram ressuspensos em 4cido férmico
0,5 M e novamente centrifugados e lavados com dgua destilada como citado
anteriormente. Na ultima lavagem o pH foi ajustado para pH 6,0 e os precipitados

obtidos foram liofilizados e utilizados como fonte indutora (Mitchell e Taylor,1968).

Preparacao de DNA plasmidial
Pequena escala (Miniprep)

As preparacOes foram feitas utilizando o kit QIagen® Plasmid Purification.
Células de E. coli transformadas com o plasmideo de interesse, crescidos em 4 mL de
meio LBamp durante 16 horas a 37 °C e 200 rpm, foram coletadas por centrifugacio a
6.000 g por 3 min. O sedimento foi ressuspenso em 300 pL de solu¢do P1. Foram
adicionados 300 pL de solucdo P2 e as amostras foram homogeneizadas por inversao
dos tubos por vdrias vezes. As amostras foram incubadas em gelo por 10 min e apds,

300 pL de solugdo P3 foram adicionada e as amostras homogeneizadas novamente.
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Ap6és, as amostras foram centrifugadas por 20 min a 12.000 g. O sobrenadante foi
transferido para outro tubo contendo 900 pL de isopropanol. Os tubos foram incubados
a -20°C de 30-60 min. Apds esse periodo, os tubos foram centrifugados por 30 min a
12.000 g a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado com etanol 70 %.
Ap6s a retirada do etanol, as amostras foram secas ao ar e ressuspendidas em 30 pL de

dgua ultra-pura.

Média escala (Midprep)
As preparacdes foram feitas utilizando o kit Qlagen® Plasmid Midi. O

procedimento foi 0 mesmo descrito acima, porém com algumas modifica¢des: o volume
utilizado de meio LBamp foi de 50 mL. O sobrenadante obtido apds a etapa de
centrifugacdo, apds a adicdo de solucdo P3, foi passado em coluna Qiagen-Tip 100
previamente equilibrada com 4 mL de tampao QBT. A coluna foi lavada duas vezes
com 10 mL de tampao QC e o DNA foi entdo eluido com 5 mL de tampao QF. O
material eluido foi precipitado com 3,5 mL de isopropanol a temperatura ambiente.
Apo6s centrifugagdo a 15000 x g por 30 min a 4°C o DNA foi lavado com 2 mL de

etanol 70 %, seco a temperatura ambiente e ressuspenso em 100 puLL de 4gua ultra-pura.

Digestao do DNA com enzimas de restri¢cao
Sistemas de digestdo simples e/ou dupla foram utilizados para avaliar o tamanho

dos insertos nos plasmideos ou para experimentos de Southern blot. Para tanto foram
utilizados a reacdo padrao: 5 uLL de DNA (200 ng/uL) ( cromossomal ou plasmideo), 2
uL de tampao apropriado, 1 uL de enzima (10 U/uL) e 12 pL de 4gua ultra-pura. Os
sistemas de digestdo foram incubados a 37 °C por 2 horas. Para experimentos de
Southern blot, 10 uL. de DNA e 2 pL de enzima foram utilizados e o tempo de reacdo
foi de 12 horas.

Analise de DNA em gel de agarose
Os géis foram preparados com agarose tipo Il em TAE 1 X com brometo de

etidio (0,5 pg/mL) a 1 %. Apds a montagem em moldes e pentes apropriados, verteu-se
a agarose fundida em microondas e esperou-se pela solidificacdo. As amostras de DNA

a serem analisadas foram preparadas em tampao de amostra 1 X. A corrida
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eletroforética foi feita em TAE 1 X até a completa separagdo dos corantes e resolucao
das bandas visualizadas em U.V. a uma voltagem constante de 80-90 V. Apds a corrida

os géis foram fotodocumentados.

Ligacao de fragmentos de DNA
As reagoes de ligacdo de fragmentos de DNA foram realizadas utilizando o kit

de ligacio TAKARA®. A relacdo de DNA e vetor foram de 1:1 (v/v). A esse sistema foi
adicionado 1 volume de mistura de ligacdo. O sistema de ligacdo foi incubado a 16°C
por 30 min. Essa mistura foi utilizada diretamente na transformacao de células de E. coli

competentes.

Preparo de células de E. coli competentes para transformacao
Colonias isoladas de E. coli foram crescidas em 5 mL de meio LB a 37°C e 200

rpm por aproximadamente 16 h. 500 pL desta suspensdo foram inoculadas em 250 mL
de meio LB e incubado a 16°C sob agitagao 200 rpm até atingir uma D.O de 0,5 a 600
nm. A cultura foi entdo resfriada em banho de gelo e as células coletadas por
centrifugacdo a 6.000 g por 5 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as células
ressuspensas em 30 mL de CaCl, 100 mM e incubadas em gelo por 30 min. A seguir
centrifugou-se novamente nas mesmas condi¢des e as cé€lulas entdo foram ressuspensas
em 10 mL de solu¢do de CaCl, 100 mM e DMSO 1 %. A suspensdo de células foi
dividida em aliquotas de 100 pL, imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e

armazenadas a -80°C.

Transformacao de células de E. coli
Células competentes de E. coli foram incubadas em gelo até seu

descongelamento. Imediatamente apds o descongelamento o plasmideo (no maximo 2
pL) ou o sistema de ligacdo (no méximo 20 pL) foi adicionado e a suspensdo incubada
por 40 min em gelo. Apos esse periodo, as células foram submetidas a um choque
térmico a 42°C por exatamente 2 min e posteriormente, os tubos foram transferidos
novamente para o gelo e incubados por mais 5 min. Foram adicionados a esse sistema
200 puL de meio LB e incubado a 37°C por 30 minutos para a recuperacdo das células.

Todo o sistema foi semeado em placas contendo meio LBAamp. Estas placas foram
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entdo incubadas a 37°C por 16 a 18 h. Quando necessario, o sistema de selecio X-
Gal/IPTG foi utilizado para selecdo de clones possivelmente positivos para
transformac¢do com o vetor pBluescript SK+ (Stratagene, La Jolla, CA, USA) de acordo

com as informagdes fornecidas pelo fabricante.

Amplificacao do DNA por PCR
Os sistemas de amplificacdo de DNA foram preparados em um volume final de

50 puL. A quantidade de DNA molde inicial foi de 2,5 ng. Os oligonucleotideos
especificos foram utilizados na concentracao de 0,1 nM. O sistema foi composto por 2,5
mM de dNTPs, 2,5 mM de MgCl,, 2 U de Tag DNA polimerase ou Pfu DNA
polimerase, no caso da construciao do vetor pBgna3QL, ambas da Fermentas® e tampao
da respectiva DNA polimerase na concentra¢do final de 1 X. A reagdo foi realizada em
termociclador e os ciclos foram padronizados para todas as reacOes, exceto para a
temperatura de anelamento que foi diferente para cada par de oligo utilizado. A
desnaturacdo inicial foi realizada a 95°C por 3 min, seguidos de 30 ciclos de 94°C por 1
min; temperatura de anelamento para cada oligo (ver tabela 3) por 1 min e 72°C por 1,5
min e uma extensdo final de 72°C por 10 min e 4°C por tempo indeterminado. Apds a

amplificacdo, 10 pL do sistema de reacdo foram analisados em gel de agarose.

Clonagem do gene gna3 de T. reesei e construcao do vetor pBgna3QL
A pesquisa com 7. reesei entrou na era gendmica em 2005 (http://genome.jgi-

psf.org/Trire2/Trire2.home.html). Baseado nessas informacdes e no gene de proteina

Gos de T. reesei (n.°acesso DQ993172) depositado no GenBank, oligonucleotideos
especificos foram desenhados tanto para a clonagem quanto para a geracdo de uma
versao de GNA3 que ndo possui atividade GTPésica, por PCR. O processo ocorreu em
trés reacdes separadas.

No primeiro passo, duas reacOes paralelas foram preparadas. Os oligos
gna3aaSF-GTTTGGCCCGGATTGAAG (304) e gna3aaSR-
CCACTTCTTCCGCTCACTCCGTAGCC (2223) foram utilizados para amplificagdao
da regido 5’ e os oligos gna3aa3F-GGCTACGGAGTGAGCGGAAGAAGTG (2197) e
gna3aa3R—-ATATAGCTCCACGGCCAATTC (3591) para amplificacdo da regido 3’.
As bases marcadas em cinza representam o ponto de mutacdo e os nimeros entre

paréntesis o local onde o oligo se anela. Apds a andlise por eletroforese em gel de
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agarose, os fragmentos esperados foram purificados, usando-se o kit QIAquick PCR
purification (Qlagen®). Depois os dois fragmentos foram misturados e utilizados como
molde para uma terceira reagdo para a obten¢do do fragmento mutado de ~3,2-kb
(gna3QL). Os seguintes oligos gna3aaSNF-
AATCTAGATTGAAGCGATCCCAGGATC (316) e gna3aa3NR-
ATGAATTCCACGGCCAATTCTTTG (3582) e, contendo os sitios de restricao

(sublinhados) EcoRI e Xbal, respectivamente, foram utilizados. A figura 9 esquematiza

0 processo.
1_304 1354 2197 2223 2775 3591 4001
_gna3 ORF |
gna3aa5F gna3aa5R J
gna3aa3F gna3aa3R
x >
|
8 g
TTG
> ac Q
gna3aa5NF gna3aa3NR
TAG
ATC 2L

Figura 9. Representagdo esquemdtica da estratégia para obten¢do do fragmento gna3QL.
A primeira barra em preto representa o gene gna3 com 1000 pb da regido 5'e 3'e a
ORF. As duas barras sobrepostas em preto representam os fragmentos obtidos da
primeira etapa da PCR mutagénica j& com as mutacdes inseridas, representado em
cinza. A barra em preto com uma marca em cinza representa o fragmento mutado QL

onde Q (glutamina) e L (Leucina).

Apds a digestdo com as respectivas enzimas de restricdo, o fragmento foi
clonado em EcoRI -Xbal no vetor pBluescript SK+ (Stratagene, La Jolla, CA, USA) e o
fragmento correspondente a gna3QL, submetido a seqiienciamento para a confirmagao

da inser¢do da mutacgao desejada.
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Sequenciamento do fragmento gna3QL
Para o sequenciamento do fragmento gna3QL, um clone positivo foi selecionado

e seu plasmideo isolado. Apds a confirmacgdo da presenca do inserto, através de digestao
com enzimas de restricdo, o plasmideo foi encaminhado para seqiienciamento
automadtico pela empresa VBC-Biotech Services GmbH (Viena, Austria). As seqii€éncias
obtidas foram analisadas nos programas Blast (Altschul et al., 1990) e CLUSTAL V
(Higgins e Sharp, 1988).

Transformacao de 7. reesei
Para a transformacdo de 7. reesei, usou-se a técnica de protoplasto descrita por

Gruber et al. (1990). Para a preparacdo dos protoplastos adicionou-se 0,075 g de
enzima de lise (Trichoderma harzianum, Sigma L-1412) a 15 mL da solu¢ao A. A
solucdo foi filtrada em filtro estéril de 0,20 um em tubo tipo falcon estéril de 50 mL.
Cerca de 2-3 mL desta solu¢do foi colocada uma placa de petri (50 mm) onde foi
adicionado um disco de celofane contendo o Trichoderma previamente germinado.
Alternou-se a solucdo com os discos até a obtencao de 5 discos. O sistema foi incubado
por 90 min a 30°C com agitagdo periddica. Apds esse tempo, com a ajuda de uma
espatula, os discos de celofane foram retirados, deixando-se os micélios dentro da placa.
A suspensdo de micélio foi pipetada repetidamente para se obter fragmentos pequenos
de micélio. ApOs esse processo, a solu¢do de micélio foi filtrada em funil estéril
contendo 14 de vidro e o filtrado coletado em um falcon estéril de 50 mL. O tubo foi
entdo centrifugado por 10 min a 1.000 g a 4°C. cuidadosamente o sobrenadante foi
decantado e o sedimento ressuspendido em 4 mL de solucio B. Novamente entdo, o
tubo foi centrifugado nas mesmas condi¢des, o sobrenadante decantado e os
protoplastos entdo ressuspendidos em 600 uL de solucdo B.

Os protoplastos de T. reesei TU-6 foram co-transformados com 10 pg do vetor
pBgna3QL e com 2 pg do fragmento de 2,7 kb correspondente ao gene pyr4 excisado
com Sall do vetor pFG1 (Gruber et al., 1990), que confere ao fungo prototrofia a
uridina. Para tanto, 200 uL de protoplasto foram combinados com 10 uL da mistura de
DNA e 50 uL de PEG em um falcon de 15 mL previamente resfriado em gelo. Mais 2
mL de PEG foram adicionados cuidadosamente e a mistura foi incubada por 5 min a 20
°C. Ap6s esse tempo, 4 mL da solu¢do B foi adicionado e misturado cuidadosamente. 1

mL dessa solu¢do foi combinada com 4 mL de meio de cobertura previamente
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temperado a 48 °C. A solucdo resultante foi colocada sob uma placa de petri contendo
meio minimo acrescido de sorbitol 1 M. Apds 3-4 dias de incubagdo a 30 °C os
transformantes foram isolados e transferidos para placa de petri de 30 mm contendo o
mesmo meio acima descrito. Apds a esporulacdo, os esporos foram isolados em meio
Mex contendo Triton X-100 0,1 %. Esse processo foi repetido por trés vezes até a

obtencdo de transformantes mitoticamente estiveis.

Extracao do DNA total de T. reesei
Apb6s o crescimento do fungo em meio Mex, o micélio foi macerado em

nitrogénio liquido e imediatamente transferido para um tubo de polipropileno
(eppendorf) contendo 800 pL de tampao de extracdo, 10 uL. de RNAse H (10 mg/mL) e
16 pL de B-Mercaptoetanol. A suspensdo foi agitada em agitador tipo vortex até a
completa homogenizacido. Imediatamente, os tubos foram incubados a 65 °C por 20
minutos sob agitagdo. Apds esse tempo, as amostras foram transferidas para o gelo e a
extracdo se seguiu adicionando-se 400 pL de fenol saturado (pH 8,0) e 400 uL de
clorofil. As amostras foram agitadas em vortex e centrifugadas por 10 minutos a 12.000
g a 4°C. Os sobrenadantes foram entdo transferidos para tubos previamente preparados
contendo 800 pL de clorofil, agitados e centrifugados como antes. Apds, o sobrenadante
foi transferido para outros tubos contendo 800 pL de isopropanol. As amostras foram
agitadas gentilmente por inversdo e incubadas em gelo por 5 min e entdo centrifugadas
por 30 min a 12.000 g a 4°C. Apds esse tempo, o isopropanol foi descartado e o DNA
foi lavado com 300 pL de etanol 70%. Apds a remocgao do etanol, as amostras foram
secadas a temperatura ambiente e ressuspendidas em 100 pL de ultra-pura autoclavada.
Para a retirada de moléculas de RNA remanescentes, as amostras foram tratadas
com 10 pL de RNAse A (10 mg/mL). A reacdo foi realizada a 37 °C por duas horas.

Ap0s esse periodo, as amostras foram estocadas a -20 °C.

Southern blot

Ap6s a transformagdo com o vetor pBgna3QL e o gene pyr4, o DNA dos
transformantes foi isolado e digerido com EcoRI/Xbal e em outro sistema de digestao
com Hindlll. Os produtos da digestdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 0,8 % até a separagdo completa dos fragmentos desejados. O gel entdo foi

submetido a transferéncia por capilaridade usando uma solu¢do de NaOH 0,4 N. Os
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fragmentos foram entdo transferidos para uma membrana de ndilon Hybond N (GE
Health Care®) por 16 horas. Apds a transferéncia, a membrana foi fixada por 30 min a

80°C e submetida a hibridacao.

Marcacao e purificacio de sonda radioativa
As sondas obtidas por de PCR, foram previamente purificadas pelo QIAquick

PCR purification kit, QIagen® e ressuspendidas em 30 pL de dgua ultra-pura. Em um
tubo colocou-se 11 pl. de DNA (100 ng/uL) a ser marcado, 2 pLL de tampao de random
primer e 2 ul. de Random primer (hexamerprimer, 0,05pug/uL), Fermentas®. O tubo foi
incubado a 100°C por 3 min para proceder a desnaturagdo. Apds, transferiu-se o tubo
para o gelo e incubou-se por 15 min. A essa solucdo adiciounou-se 2 UL de
nucleotideos, 2 mM (ATG), 2 uL **P dCTP (3.000 Ci/mmol, GE Health Care®) para
Northern e 1 pL para Southern e 0,5ul de Klenow (10 U/uL, Fermentas®). O sistema foi
incubado por 30-60 minutos a 38 °C em bloco aquecedor. Apds esse tempo, adicionou-
se 80 uL TE (pH 7,5-8,5) e inativou-se o sistema aquecendo-o a 75 °C por 10 min. A
sonda foi entdo purificada através de coluna cromatografica (seringa de 1 mL contendo
resina Sephadex G50). A porcentagem de incorporacdo do nucleotideo radioativo foi
determinada medindo-se a radiacdo antes e depois da purificagdo em cintilador. Para a

utilizacdo, a sonda foi fervida por 5 min antes de ser adicionada a solu¢ao de hibridagao.

Pré-Hibridacao e Hibridacao
Ap6s a transferéncia dos dcidos nucléicos para a membrana, a mesma foi pré-

hibridada por 30 minutos a 42°C (Northerns) ou a 64°C (Southerns) em garrafas de
vidro apropriadas no forno de hibridiza¢do. Apds, a sonda foi adicionada e a hibridagcao
foi realizada por 16 horas nas mesmas condi¢cdes citadas anteriormente. Apds esse
processo, a sonda foi descartada em recipiente apropriado ou estocada a 4°C por uma
semana. A membrana foi entdo rinsada com uma solucao 2 X SSC contendo 0,1 % de
SDS. Depois a membrana foi lavada com a mesma solugdo por 15 minutos a 42°C
(Northern) ou 64°C (Southern). Lavagens posteriores foram realizadas variando-se a
estringéncia conforme desejado. Apds as lavagens, a membrana foi envolta por pelicula
pléstica e exposta a filme auto-radiogrifico por tempo determinado de acordo com o

experimento a -80°C.
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Revelacao dos filmes auto-radiograficos
A revelagdo dos filmes auto-radiograficos foi realizada em camara escura por

imersdo do filme em solucdo reveladora GBX (Kodak®) por 30-60 segundos,
interrupcdo em dgua por 30 segundos, seguidos de fixacdo por de imersdo em solucao
fixadora GBX (Kodak®) por 3 min, imersdo em solucdo para retirada de background

GBX (Kodak®) por 1 min e finalmente lavagem com dgua e secos ao ar.

Caracterizacao dos transformantes positivos
Os transformantes positivos, confirmados por Northern blot, foram submetidos a

caracterizacdo quanto ao crescimento vegetativo e observacdo da formacao de esporos e
comparados com a linhagem parental TU-6. Os fungos foram inoculados em meio MEX
em placas de petri (90 mm) e incubados a 28 °C na presenca e auséncia de luz por 7
dias. Apds esse periodo observou-se a presenga ou ndo de esporos. Para a avaliacdo do
crescimento vegetativo os fungos foram inoculados em meio MEX em tubos de 20 x 2
cm e incubados a 28 °C na presenca e auséncia de luz por 12 dias. O crescimento foi

monitorado diariamente pela medida da distancia percorrida.

Extracao do RNA total de 7. reesei
Todos os procedimentos envolvendo RNA foram realizados em condigdes livres

de RNAses. Apds os experimentos de inducdo, os micélios foram coletados e
congelados imediatamente em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C. Apds, os
micélios foram macerados em almofariz em presenca de nitrogénio liquido até a
obtencdo de um po fino e branco. O material foi transferido para tubos de polipropileno
previamente preparados contendo 700 pL de solu¢do de Chirgwin previamente
descongelada e 6 uL de B-Mercaptoetanol. Os tubos foram agitados vigorosamente em
agitador tipo vortex até a total dissolucio do material triturado. Apds esse
procedimento, 70 uL de acetato de s6dio 2 M pH 4, 700 uL de fenol equilibrado pH 4,0
e 200 puL de clorofil foram adicionados seguidos de agitacdo vigorosa apds a adi¢do de
cada reagente. As amostras foram entdo incubadas em gelo por 15 min. Apds esse
tempo, as amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 10 min a 4°C. 900 pL do
sobrenadante foi entdo transferido para tubos previamente preparados contendo 900 uL
de isopropanol. Os tubos foram incubados a -20 °C por 1 h para a precipitacio do RNA
total. Apds esse periodo, os tubos foram centrifugados a 12 000 g por 30 min a 4°C. O

sobrenadante foi entdo descartado e o sedimento lavado com 300 pL de etanol 70 %
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para a remogao dos sais. Cuidadosamente, o etanol foi removido e as amostras secas ao
ar por aproximadamente 5 min. Finalmente o sedimento foi ressuspendido em 100 pL.
de 4dgua ultra-pura livre de RNAses. As amostras foram entdo utilizadas, apds

quantificacdo, em experimentos de Northern blot ou estocadas a -80 °C.

Quantificacao de acidos nucléicos
Para estimar a concentracgdio de DNA as amostras foram lidas em

espectrofotometro a 260 nm. Assumiu-se que uma unidade de absorvancia
correspondesse a 50 ug/mL de DNA fita dupla e 40 pg/mL de DNA fita simples.

Para a determinagdo da concentracdo de RNA adicionou-se 3 uL. de amostra a
900 pL de 4gua-DEPC em um tubo de 1,5 mL e agitou-se. A amostra foi entdo
transferida para uma cubeta de quartzo e se determinou as leituras a 260 e depois a

280nm. Os resultados foram calculados seguindo a equagao:

pg de RNA/uL de amostra=® Cgrna=(0.0625 x E260 - 0.0355 x E280) x volume
total/volume da amostra

A razdo entre a leitura a 260 nm e 280 nm forneceu uma estimativa do grau de
pureza da preparagado, sendo utilizadas neste trabalho amostras que apresentaram razao
igual ou superior a 1,8.

Alternativamente, concentragdes de DNA e RNA foram estimadas em gel de
agarose 1% com brometo de etideo a 0,5 pg/mL, por comparacdo visual com amostras

padrao de concentragdes conhecidas.

Northern blot
Apés o isolamento e quantificagdo, 20 pg de RNA total, com um volume

maximo de 6 pL, foram misturados com 27 pLL de tampao de desnaturacdo para RNA.
As amostras foram incubadas por 30 min a 65 °C e colocadas imediatamente no gelo.
Ap0s a adicdo de 3 pL. de RNA dye, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel
de agarose 1,2 % em condicdes desnaturantes (18 % de formaldeido). O tampao de
corrida utilizado foi MOPS na concentragao 1 X. A corrida foi realizada com voltagem
constante de 80 V. Para a transferéncia das amostras de RNA foram utilizadas
membranas de ndilon Hybond N (GE Health Care®), pelo método descrito por

Sambrook et al. (1989). A membrana e dois pedacos de papel Whatman n° 3 (3mm)
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foram cortados do mesmo tamanho do gel. Todos os componentes da transferéncia
foram equilibrados em SSCI10 X por 10 min. A transferéncia foi realizada por um
periodo de 20 h. Apoés esse periodo os RNAs foram fixados a membrana, incubando-se

amesma a 80 °C por 30 min e entdo utilizada no processo de hibridagao.

Extracao e dosagem de AMPc
Ap6s o crescimento do fungo em meio Mandels-Andreoti ou MEX, o micélio foi

coletado e imediatamente congelado em nitrogénio liquido. Para dosagem de AMPc, o
micélio foi macerado até a obtencdo de um p6 branco e fino. As amostras entdo foram
transferidas para tubos de polipropileno e imediatamente pesados. A seguir, a estes
tubos, foram adicionados 10 volumes de HClI 0,1 M. Os tubos foram entdo
centrifugados a 600 g a 4°C por 10 min. O sobrenadante foi usado diretamente para as
dosagens de AMPc utilizando o kit “direct cAMP enzyme immunoassay” Sigma®,
conforme instrucdes do fabricante. A concentracio de AMPc foi expressa por
concentracdo total de proteinas obtidas do mesmo extrato utilizado para as dosagens de

AMPc.

Determinacao da atividade enzimatica e dosagens de proteinas
A atividade de celulase (FPase) utilizando papel de filtro como substrato foi

medida como descrito por Mandels, Andreotti ¢ Roche (1976). Uma tirade 1 x 6 cm de
papel de filtro Whatman n°1 (50 mg) foi adicionada em um tubo de ensaio em seguida
foram adicionados 500 puL de tampao citrato-fosfato 100 mM pH 5,0 e 500 uL de
solucdo enzimdtica. A mistura foi incubada a 50 °C por 60 minutos. Apds esse tempo, a
concentracdo de acucar redutor formada foi medida pelo método de ADNS segundo
Miller (1959) por espectrofotometria a 550 nm. Uma unidade de atividade enzimética
(U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para formar 1 mM de agucar
redutor por hora de reacdo.

A atividade de B-1,3-glicanase foi determinada pela mistura de 50 pL da
amostra com 100 pL de tampao acetato de sddio (50 mM pH 5,0) contendo 0,25 % (p/v)
de laminarina (Sigma). A mistura foi incubada a 40° C por 30 minutos. A concentragdo
de acucar redutor foi determinada por espectrofotometria a 550nm pelo método de
ADNS (Miller, 1959), utilizando-se glicose como padrao. Uma unidade de atividade

enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para formar 1
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pmoL de agucar redutor por minuto de reacao.

A atividade de N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAGase) foi determinada pela
mistura de 50 uL da amostra, 100 uL de substrato (PNP-NAG 5 mM) e 350 puL de
tampao acetato de sédio (50 mM pH 5,0) e incubadas a 37 °C por 15 minutos. A reagao
foi interrompida com a adi¢do de 1 mL de carbonato de sédio 0,5 M. A concentracdo de
p-nitrofenol (pNP) liberada foi determinada por espectrofotometria a 405 nm. Uma
unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima
necessdria para liberar 1 pmoL de pNP por minuto de reagao.

A atividade de endoquitinase foi determinada pela reacdo com quitina coloidal
(0,5 %) em tampao acetato de sédio (50 mM pH 5,5). Aliquotas de 500 uL. de amostra
foram incubadas com 500 uL de quitina coloidal sob agitacdo por 12 horas a 37 °C. A
concentracdo de agucar redutor foi determinada por espectrofotometria a 550 nm pelo
método de DNS (Miller, 1959), utilizando N-acetil-B-D-glicosamina como padrao. Uma
unidade de atividade enzimdtica (U) foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para formar 1 umoL de acticar redutor em uma hora de reacao.

Para dosar a atividade de fosfatases dcidas, a mistura de reacdo consistiu de
350 pL de tampao citrato fosfato (100 mM pH 4,8), 100 uL. de p-nitrofenil fosfato e 50
puL de solugdo enzimdtica. A mistura foi incubada a 37° C por 15 minutos. A reagdo foi
interrompida com a adicdo de 1 mL de hidréxido de sédio 100 mM. A absorbancia
determinada a 405 nm. Uma unidade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de
enzima necessdria para liberar 1 pmoL de pNP por minuto de reagao.

A atividade proteolitica foi determinada incubando-se 0,2 mL da amostra com
0,5 mL de solu¢do de azocaseina 0,4% em tampao citrato-fosfato (100 mM pH 5,0) em
tubos tipo Eppendorff de 2,0 mL. A mistura foi incubada por 15 minutos a 37 ° C. Apés
esse tempo a reacdo foi parada com a adic@o de 0,7 mL de solu¢cdo de TCA 20 % (m/v).
Os tubos foram centrifugados a 12000 g por 15 minutos e 1 mL do sobrenadante
transferido para tubos de ensaio contendo 0,2 mL de NaOH 3 M e a absorbancia
determinada a 440 nm. Uma unidade (U) de protease foi definida o correspondente de 1
unidade de absorbancia por minuto de reagao.

A atividade de lipase foi determinada utilizando o método espectrofotométrico
com o p-nitrofenil-palmitato (p-NPP, Sigma-Aldrich Co., Wisconsin, US). 100 pL de
enzima foram misturados com 100 uL de p-NPP 7 mM e 700 puL de tampao Tris-HCI
100 mM pH 8,0. A mistura foi incubada a 37 °C por 15 minutos. A reacdo foi
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interrompida pela adicdo de 100 puL de carbonato de s6dio 0,5M. A quantidade de pNP
liberado foi medida a 405 nm. Uma unidade de atividade enzimadtica foi definida como a
quantidade de enzima necessdria para liberar 1 wumoL de pNP por minuto de reagao.

A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método descrito por
Bradford (1976) utilizando-se albumina bovina (Sigma) como padrdo. A reacdo foi
conduzida pela adicao de 100 puL. de amostra e 1 mL do reagente de Bradford. A mistura
foi incubada a temperatura ambiente por 15 minutos. Apds esse tempo, a leitura das

amostras foi feita em espectrofotometro a 595 nm.

Avaliacio da atividade antagonista de 7. reesei sobre P. ultimum
A atividade de antagonismo de T. reesei sobre P. ultimum foi estudada através

de confronto direto em placa em condi¢des de normais de iluminacdo. Para isso discos
de 5 mm das culturas foram tomados da margem de crescimento ativo do antagonista
(T. reesei) e do fitopatégeno (P. ultimum), crescidos em meio BDA e transferidos para
placa contendo meio BDA a uma distancia de 4 cm um do outro. Apds 24 horas do
inicio da interac@o a avaliacdo foi realizada pela visualizacdo da zona de interacdo com

auxilio de microscopia eletronica de varredura (MEV).

Microscopia eletronica de varredura (MEV).
Discos de cultura de 5 mm foram retirados das dreas de interac¢do e fixados em

solugd@o a base de glutaraldeido 2 % e paraformaldeido 2 %, em tampao cacodilato 50
mM pH 7,2 por 12 horas a 4 °C. Apo6s a fixagdo o material sofreu quatro lavagens em
tampao cacodilato 50 mM pH 7,2 e foi pds-fixado em solucdo de tetréxido de dsmio e
tampao cacodilato em uma proporc¢do 1:1 (v/v) por 1 hora no escuro. Posteriormente, o
material sofreu uma série de quatro lavagens com tampao cacodilato 50 mM pH 7,2 e,
em seguida foi desidratado em série aquosa de acetona a concentragdo de 30, 50, 70, 85,
95 e 100 %. O material permaneceu por 15 minutos em cada uma das concentragdes,
sendo que para a concentracao final de 100 % o material recebeu duas lavagens de 10
minutos cada. Logo apds a desidratagdo, foi feita a secagem ao ponto critico, utilizando-
se 0 equipamento de secagem ao ponto critico Balzers CPD 030 (Bal-Tec, Fuerstentum,
Liechtenstein). Em seguida o material foi vaporizado com ouro, durante 150 segundos,
usando-se o “Sputter Coater” Balzers SCD 50 (Bal-Tec, Fuerstentum, Liechtenstein),

completando-se assim o preparo do material para observacio ao MEV. As
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eletromicrografias foram realizadas com auxilio do microscépio Jeol, modelo JSM 840-

AE (Jeol Ltda, T6kio, Japao).
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RESULTADOS

Clonagem e caracterizacao do gene gna3 de T. reesei
Com base na seqiiéncia do gene tga3 de T. atroviride (Zeilinger et al. 2005), um

ortélogo foi identificado no banco de dados da seqiiéncia gendmica de T. reesei

(http://genome.]jgi-psf.org/Trire2/Trire2.home.html) e essa seqiiéncia foi utilizada para o

desenho de oligonucleotideos especificos para a amplificacao e clonagem do gene. Apds
0 sequenciamento, o gene correspondente consiste em uma seqiiéncia aberta de leitura
(ORF) predita de 1423 pb interrompida por 5 introns (taxado de cinza) e codifica para
uma proteina de 356 aminodcidos (Figura 10). A seqiiéncia de aminodcidos apresentou
97% de identidade com Tmk3 de H. atroviridis (T. atroviride), 91% com GP-3 alpha (n°
acesso GenBank EAA76506.1) de Gibberella zeae (Fusarium graminearum), 88% com
MagA (n° acesso GenBank AAB65425.1) de Magnaporthe grisea, 86 % com GNA-3
(n°® acesso GenBank AAG21364) de N. crassa, e 77% com GanB (n° acesso GenBank
AAF12813) de Emericella nidulans (Aspergillus nidulans), as quais sd@o consistentes
com as fun¢des de GNA3 e com as respectivas distancias filogenéticas desses fungos.

A andlise da regido promotora correspondente a 1 kb amontante do cédon de
iniciacdo revelou a presenga de um complementar para CCAAT-box na posi¢do -120
(em negrito), 8 sitios de ligacdo complementar para Crel(5 SYGGRG 3’) (em negrito,
itélico e sublinhado) e a seqiliéncia complementar 5
CTGTGCTGTGCTGTGCTGTGCTGTGC 3’ na posicao -774 (sublinhado), contendo 5
motivos sobrepostos de ligagdo EUMI1, 5 CTGTGC 3, descritos recentemente por
(Schmoll et al. 2005) em genes que sdo regulados por luz e um unico sitio de ligacdo

complementar EUM 1na posicdo -924 (tachado de preto) (Figura 10).
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tgctgctgctgctceccttgtaatagtattacgattctacaagtaatcatccagctgcaactggecttccagge
acctcgcgcacgccgcacttgttggtacctgtcctgcaacaagaaaagcctcgcggcacggggca
gcgctcactttggcacgectcgacacttcecgtecagectggtgegecacggccaaagcectcacagetectecee
cggcacctccacagcacagcacagcacagcacagcacagcaacgagtccaaacctectcgacaggcgaggce
tgcttcecgegegecgagtcettgggaccgtcacegtcaccgtecttttectgtcgeeceggeceeggagatcet
gacgcctttcatcattgccagcccgeccggacttgtgecttttecgecggegtcatectttegtecteccatectt
ctttttgccttctccatctcecttcectctctceccattctectcececgtecctecccacctaatactactecttcatettt
ctcctcecceccatctaagetcacctcetegaaaaacccececegecgacctgetgecagetggttectgegact
gcttgctgcagcttctactgecgtgttgcgacctactgctaccecgttcecctgegettacctacctecttattac
ttgacccttcceccacgacatttgecgeceteecgecgecgecattttetgecgaacteteegetaagetgcaac
ccccagctcaggcgactcgatecaatacccatcccgacttttegtegteeccetttecgaccagcagecaagect
cagatcccaaacggacaacagacgacaagagccgctaaagcatcgceccgeccgegtecgecgtacatcategt
cctcgagtgcgcecggecgtatgecgtgtgtaattggectgcatggcaaacccaccttttggatccaaatcgette
gtctaccgattcgtcaagtcctcaaggaacgtcgtcactctcecgtcaggaatcgaagecgtgectgaagactceyg
cccaccATGGGCGGCTGCATGAGCTCCAACAATGACGAGGTAGAGCAGAAAAAGAGGAGTCAGGCCATCGA

M G G C M S s N N DE V E Q K K R S QQ A I D

CAAGGAGCTCGACGAGGACTCGAAACGACTACGGAAAGAATGCAAGATTCTATTGCTAGgtacgettecccece
K B L b E D S K R L R K E C K I L L L

ccctceccececgtgaatgcactccaattgctcaccgtectgettecttctagGCTCCGGAGAGAGCGGCAAGTC
GS G E S G K S

GACGATTGTCAAGCAGATGAAGATTATCCACCTAAAGGGATACTCAGAAGAGGAGCTGTACAACTACCGGC
T 1T v K ¢ M K I I H L K G Y S E E E L Y N Y R

CGACTGTCTTCAAGAACCTGGTCGAGTGTGCCAAAGCCGTCATCACCGCCATGCAGCAGTTTGACATCGAG
P T Vv F K N L VECA K AV I T A M Q Q F D I E

CTCGAGAAGGAGGAGAACAGAGCATACGCCGACTTICTTGATAGACTACCAGCCGGAATCCGGGCCGCAAGC
L E K E E N RAY A D F L I DY Q P E S G P Q A

TCGCATCGACCCCAAGGTGGGCCTTGCCGTGCAGGCCATATGGAGCGACCCGGCCAAGGACCAGCTGATGG
R I D P KV G L A V Q A I W S D P A K D Q L M

AGCACCAGACGGAGTTCTACCTCATGGATTCTGCCGAGTAgtaagtcgccacgacgcattgcccceccecggt
EH 0 T E F ¥ L M D S A E Y

562 tgatgctccagctctgaccatacccgcctctgtagCTTTTTCCAGGAAGCAATGCGCATCGTCGCGCCCAA

157

633
169

704
192

F F Q E A M R I V A P N

CTACTTGCCCAATGAGATGGACGTGCTGCGTGCCCGAACAAAAACCACCGGCATCTACGAAACGCGTTTCC
Yy L. P N E M D V L R A R T K T T G I Y E T R F

AGATGGGCCAGCTGAGCATCCAgtacgttcacgagcacctgtggattttagttccctgaagecttatccecg
oM G Q L s I H

775 gcctcegtttcgaaacgttttgaccaacggctgctgacctgtcccectctagCATGTTCGACGTCGGCGGG

200

846
206

917
230

M F D V G G

CAACGGAGTGAGCGGAAGAAGTGGATACACTGCTTTGAAAACGTCACATCCATCATCTTCTGTIGTTGCCCT
R s E R K K w I H C F E N V T s I I F C V A L

CAGCGAGTACGACCAGGTTICTCCTGGAGGAGAGCAGTCAGgtaagcctgggccgagtecccgecgegtttgecg
S E Y D Q v L L E E S S 0

988 gcgctgtatgctgactcgaccaacgcaghAATCGCATGATGGAGAGCTTATTGCTCTTTGACTCCGTGGTCA

243

1059
257

1130
281

1201
305

N R M M E S L L L F D S V V

ACTCACGCTGGTTTATGCGGACAAGCATCATCCTGTTCCTCAACAAGGTGGACATATTCAAGCAGAAGCTC
N S R W F M R T s I I L F L N K V D I F K Q K L

GGTCGTTCACCGTTATCCAACTACTTTCCCGACTACACCGGCGGCACCGATGTCAACAAGGCTGCCAAATA
G R s p L s N Y F P D Y T G G T D V N K A A K Y

TCTGCTATGGCGGTTCAACCAGGTCAACCGAGCACATCTCAACCTATACCCACAgtgagtgacgatatgaa
L L W R F N Q V N R A H L N L Y P H
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1272 cgcattcaaagctgcccttgagcacttgactaacctgactgtccgtcatagCCTCACACAAGCCACCGACA
323 L T Q A T D

1343 CATCGAATATCCGGCTCGICTTTGCGGCAGTCAAGGAGACTATCCTCAACAACGCGCTCAAGGATTCGGGC
329 T s N I R L V F A A V K E T I L N N A L K D S G

1414 ATCCTICTAAgtctattctgtttgacttctctactgtccagatcaaccatcgatctatcctcttcecgeccaaag
253 I L ~*

1485 agggcgcagggatatcgcgcggattccactacagctatccgttggeccgataatgatttageccaacgecgte
1556 gagattcccggtccgacggtgcatgggecttcctggecattctctcaaaccatcacgttcectttecccatecgge
1627 gatgcgacggagcccccttttgggcgacgatcatggaccaaggcacctgcaacactcaacgcecctecgatcetyg

1698 ttactttttctttctactattgtttcagcaaggcgcggtcactcattcgctcagacgatatcttcatttcce
1769 ttgctcgtctttgtttccgccaccccggattgtttggttggecgatcacggtacagattccgecgeggegact

Figura 10. Seqiiéncia de nucleotideos e aminodcidos deduzidos do gene gna3. A
seqiiencia em negrito representa CCAAT-box; As seqii€éncias taxadas em cinza
representam os 5 introns presentes no gene gan3; as seqiiéncias em negrito, itdlico e
sublinhadas representam os sitios de ligacdo para Crel; a seqiiéncia sublinhado
representa 5 motivos sobrepostos de ligacdo para EUMI; a seqiiéncia tachada de preto

representa o motivo de ligag¢do isolado de EUMI.

Construcao do vetor pBgna3QL
Para avaliar o envolvimento de Gna3 na indugdo de genes de celulase em T.

reesei, um mutante carregando uma versao de gna3 com atividade GTPasica intrinseca
extinta, foi construido. Para tanto o aminodcido glutamina (Q) localizado na posi¢ao
206 da proteina, foi substituido por leucina (L), por PCR mutagé€nica. Mutacdes
semelhantes em fungos tanto em Gos quanto em Goi, ja foram realizados por outros
autores (Regenfelder et al. 1997; Segers and Nuss 2003). Todos esses trabalhos tém
mostrado que a troca desses aminoacidos leva ou a uma diminuicao ou aboli¢do total da
atividade GTP4sica intrinseca de Ga, permitindo uma acao constitutiva da mesma. A
figura 11 mostra a andlise eletroforética dos produtos de PCR (painel A) de PCR
mutagénica (painel B) obtidos com os oligos especificos durante a construcao do vetor

pBgna3QL tendo como molde DNA total de T. reesei.
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Figura 11. Anadlise eletroforética em gel de agarose 1 % com brometo de etideo (0,5
pg/mL) dos produtos de PCR (A) e PCR mutagénica (B). As setas indicam o fragmento
de ~ 3,2 kb correspondente ao gene gna3. MM- marcador molecular Gene Ruler™ 1kb

DNA ladder Fermentas.

O fragmento de ~ 3,2 kb correspondente ao gna3QL foi retirado do gel, purificado,
digerido com EcoRl/Xbal e clonado em pBluescript SK+ (Stratagene, La Jolla, CA,
USA) nos mesmos sitios. Apds a transformacao de E. coli , 10 coldnias positivas para o
sistema de selecio X-Gal/IPTG foram escolhidas e seus plasmideos isolados. Os
plasmideos foram digeridos com BamHI e EcoR1/Xbal para a confirmacio da inser¢ao

do fragmento e os resultados dos dois sistemas de digestdo estdo apresentados na figura
12.
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Figura 12. Andlise eletroforética em gel de agarose 1 % com brometo de etideo (0,5
pg/mL) dos produtos da digestdo com enzimas de restricdo BamHI e EcoRl/Xbal. Os
nimeros ao lado das figuras referem-se ao marcador de massa molecular Gene Ruler™

1kb DNA ladder Fermentas.

Para a digestdo com BamHI os fragmentos esperados foram de 5286 e 930 pb,
uma vez que o inserto apresenta um unico sitio de restricdo, sendo o outro sito
localizado no vertor. Ja para o sistema EcoRl/Xbal, os fragmentos esperados foram de
3284 e 2932 pb referente ao inserto e ao vetor respectivamente. Como se pode observar
na figura 12, o clone 6 apresentou os fragmentos esperados em ambos os sistemas de
digestao e foi entdo escolhido para sequenciamento.

A figura 13 mostra o alinhamento das seqiiéncias de aminodcidos deduzidos a
partir da seqiiéncia de nucleotideos obtidos apdés o sequenciamento do fragmento
gna3QL do clone 6 e da seqiiéncia Gna3 disponivel no banco de dados do genoma de 7.

reesei.
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Gna3 1 MGGCMSSNNDEVEQKKRSQAIDKELDEDSKRLRKECKILLLGSGESGKSTIVKQMKIIHL 60
MGGCMSSNNDEVEQKKRSQAIDKELDEDSKRLRKECKILLLGSGESGKSTIVKQMKITIHL
Gna3QL 1 MGGCMSSNNDEVEQKKRSQAIDKELDEDSKRLRKECKILLLGSGESGKSTIVKQMKIIHL 60

Gna3 61 KGYSEEELYNYRPTVFKNLVECAKAVITAMQQFDIELEKEENRAYADFLIDYQPESGPQA 120
KGYSEEELYNYRPTVFKNLVECAKAVITAMOQQFDIELEKEENRAYADFLIDYQPESGPQA
Gna3QL 61 KGYSEEELYNYRPTVFKNLVECAKAVITAMQQFDIELEKEENRAYADFLIDYQPESGPQA 120

Gna3 121 RIDPKVGLAVQAIWSDPAKDQLMEHQTEFYLMDSAEYFFQEAMRIVAPNYLPNEMDVLRA 180
IDPKVGLAVQAIWSDPAKDQLMEHQTEFYLMDSAEYFFQEAMRIVAPNYLPNEMDVLRA
Gna3QL 121 HIDPKVGLAVQAIWSDPAKDQLMEHQTEFYLMDSAEYFFQEAMRIVAPNYLPNEMDVLRA 180

Gna3 181 RTKTTGIYETRFQOMGQLSIHMFDVGGQRSERKKWIHCFENVTSIIFCVALSEYDQVLLEE 240
RTKTTGIYETRFOMGQLSIHMFDVGG RSERKKWIHCFENVTSIIFCVALSEYDQVLLEE
Gna3QL 181 RTIKTTGIYETRFQMGQLSIHMFDVGGLRSERKKWIHCFENVTSIIFCVALSEYDQVLLEE 240

Gna3 241 SSQONRMMESLLLEDSVVNSRWEMRTSIILFLNKVDIFKQKLGRSPLSNYFPDYTGGTDVN 300
SSONRMMESLLLFDSVVNSRWEMRTSIILFLNKVDIFKQKLGRSPLSNYFPDYTGGTDVN

Gna3QL 241 SSQNRMMESLLLFDSVVNSRWEMRTSIILFLNKVDIFKQKLGRSPLSNYFPDYTGGTDVN 300

Gna3 301 KAAKYLLWRENQVNRAHLNLYPHLTQATDTSNIRLVFAAVKETILNNALKDSGIL* 356

KAAKYLLWRENQVNRAHLNLYPHLTQATDTSNIRLVFAAVKETILNNALKDSGIL*
Gna3QL 301 KAAKYLLWRFNQVNRAHLNLYPHLTQATDTSNIRLVFAAVKETILNNALKDSGIL* 356

Figura 13. Alinhamento da seqiiéncia deduzida de aminoécidos do fragmento gna3QL

com a seqiiéncia Gna3 de T. reesei (http://genome.jgi-psf.org/Trire2/Trire2.home.html).

As letras marcadas em cinza mostram o ponto de mutac¢do desejado. O alinhamento foi

realizado no programa BLAST (Altschul et al., 1990).

O alinhamento mostrou que a mutagcdo desejada foi obtida com sucesso. Apesar
de o processo de amplificacdo, durante a construcdo do vetor, ter sido feito com Pfu
DNA polimerase, a qual possui uma maior fidelidade durante a sintese de uma nova
molécula de DNA, ocorreu também uma mutagdo na posicdo 121. Assim, durante a
PCR um ou mais nucleotideos podem ter sido inseridos de forma errada, codificando
para um aminodcido diferente, histidina (H) no lugar de serina (R). Entretanto, ndo
existem dados na literatura que demonstrem que mutacdes que ndo sejam nas posicoes
206, 204 e 181, alterem a funcdo das proteinas Gass (Coleman et al., 1994; Segers e
Nuss 2003).

Anélise por Southern blot dos transformantes de 7. reesei com o vetor pBgna3QL
No total 568 transformantes foram detectados, destes 145 foram plaqueados em

meio MEX e apds 3 etapas de purificacdo de cultura monospdrica, 49 transformantes

foram estdveis e selecionados para andlise por Southern blot. Dentre estes 20
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esporularam normalmente, 20 ndo esporularam e 9 esporularam de forma tardia. Estes
dados sdo importantes, pois diversos trabalhos relatam a influencia de proteina Go no
processo de esporulacdo em fungos (Zeilinger et al., 2005). A figura 14 mostra o mapa
de restricao do gene gna3 e do vetor pBgna3QL. Apds a extracdo de DNA gendmico
dos transformantes, o mesmo foi submetido a dois sistemas de digestao. O primeiro com
as enzimas EcoRI/Xbal para verificar a integracdo do cassete de transformagdo e o
segundo sistema com a enzima Hindlll para a verificacdo do ndimero de copias dessa

integracdo no genoma de 7. reesei.

Locus no tipo selvagem
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Figura 14. Mapa de restricao do gene gna3 e do vetor pBgna3QL mostrando o tamanho
esperado dos fragmentos apds a digestdo com as enzimas EcoRI/Xbal e Hindlll. Os

quadrados em cinza no l6cus do tipo selvagem representam os 6 éxons do gene gna3.

Apés a digestdo com as enzimas citadas, o produto destas digestdes foram
separados por eletroforese em gel de agarose 1 % e posteriormente transferidos para
membrana de ndilon e entdo hibridados com a sonda gna3QL de ~3,2 kb excisada do
vetor pBgna3QL. Os resultados do experimento de Southern blot estio mostrados na
figura 15. Como se pode observar na figura 15A, o fragmento esperado de ~3,2 kb,
referente a digestao com EcoRI/Xbal, foi observado em trés transformantes, S1A, S1B e
N14A, onde os dois primeiros apresentaram esporulacdo tardia e o ultimo ndo

esporulou. Entretanto, quando analisado a freqiiéncia de integracdo do cassete no
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genoma do fungo, apenas os transformantes S1B e N14A foram positivos (figura 15B).
Ao que parece o cassete de transformacdo se integrou com apenas uma copia no genoma
do fungo visto que além dos fragmentos referentes ao gene gna3, de ~3,7 e ~3 kb,
apenas o fragmento de 1,6 kb foi identificado nos transformantes positivos com digestao

com Hindlll.
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Figura 15. Andlise por Southern blot do perfil de hibridacdo do DNA total dos
transformantes de 7. reesei digerido com EcoRI/Xbal (Painel A) e Hindlll (painel B) e
hibridados com a sonda gna3QL. A nomenclatura dos transformantes seguiu o seguinte
padrao: a primeira letra refere-se ao comportamento observado no processo de
esporulacdo (S= esporulou, ou esporulou tardiamente) e (N= nio esporulou); o nimero
que se segue representa o nimero da placa a qual o transformante foi isolado; e a letra
representa a ordem em que o transformante foi retirado da placa. As setas mostram os

fragmentos esperados gerados apds a digestdo. kb refere-se ao marcador de massa

molecular Gene Ruler™ 1kb DNA ladder Fermentas.
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Caracterizacao dos transformantes e dosagem de AMPc
Os dois mutantes positivos foram submetidos a caracterizacdo quanto ao

crescimento em placa e em tubos (“race tubes”) (Merrow et al., 2001). Nenhuma
diferenca entre os dois mutantes foi observada nesses experimentos, portanto a partir de
agora serdo apresentados resultados referente a um mutante denominado de gna3QL. A

figura 16 mostra os resultados destes experimentos.
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Figura 16. Crescimento em placa (painel A) e em tubo (painel B) do mutante gna3QL e
na linhagem parental TU-6. Os fungos foram inoculados em meio MEX e incubados a
28°C por 7 dias (A) e 12 dias (B), na presenca (25 pmol fétons. m? s; 1800 lux) e na

auséncia de luz. Os graficos representam a media de dois experimentos independentes.

O mutante gna3QL apresentou considerdvel diminui¢@o na esporulacdo em meio
MEX quando comparado com seu parental TU-6 em presenca de luz e ndo esporulou na
auséncia de luz (Figura 16A). Em relacdo ao crescimento vegetativo, o mutante gna3QL
e o TU-6 ndo apresentaram diferencas significativas no crescimento, em auséncia de luz
apo6s 12 dias de incubacdo. Entretanto, na presencga de luz, o mutante gna3QL cresceu a

uma taxa didria de 20 % a mais do que a linhagem parental TU-6 (Figura 16B). Estes
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dados sugerem que o gene gna3 em 7. reesei esteja envolvido nos processos de
crescimento e esporulacio e que estes sdo diretamente influenciados por luz.

Para confirmar se o mutante gna3QL tinha a atividade de adenilato ciclase
constitutivamente ativada e conseqiientemente os niveis intracelulares de AMPc
aumentado, o conteido deste segundo mensageiro foi quantificado e comparado com o
parental TU-6. Os fungos foram crescidos em meio MEX por 4 dias a 28 °C em
presenca constante de luz. O micélio foi coletado e macerado em nitrogénio liquido e
submetido a extracdo do AMPc. A concentracdo de AMPc foi expressa por proteina

total quantificada no mesmo material (Figura 17).
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Figura 17. Concentragdo de AMPc na linhagem TU-6 e no mutante gna3QL. Os
resultados foram expressos como media de trés experimentos independentes com desvio

padrao.

Os resultados mostram que o mutante gna3QL possui um conteddo intracelular
de AMPc de aproximadamente 6 vezes maior do que a linhagem parental TU-6, ou seja,

103,9+2,42 ¢ 18,2 £ 4,1 (pmol AMPc/ mg proteina) respectivamente.

Avaliacdo da expressao dos genes de celulase chhl e cbh2 por Northern blot e

avaliacao da atividade enzimatica

Para verificar a influéncia da mutacdo Q206L no controle da expressdo dos
genes de celulase cbhl e cbh2, andlises por Nothern blot foram realizadas para a

deteccao do actimulo de transcritos dos referidos genes. Os fungos foram inoculados em
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meio Mendels-Andreotti, suplementados com 1% de celulose. Apds 48, 72 e 96 horas
de crescimento, os micélios foram coletados € o RNA total isolado. Apds a separagcdo
do RNA por eletroforese em gel de agarose em condi¢cdes desnaturantes, oS mesmos
foram transferidos para membrana de ndilon e hibridizados com as sondas chhl e cbh2

obtidas por PCR. Os resultados estao apresentados na figura 18.
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Figura 18. Andlise da expressdo dos genes de celulase, cbhl e cbh2, por Northern blot
(painel A) apds inducdo por celulose e quantificacdo por densitometria dos filmes
radiograficos, gene cbhl (painel B) e cbh2 (painel C). 20 ng de RNA total foram
utilizados por linha. LL, presenca constante de luz (25 pmol fétons. m™. s™; 1800 lux);
DD, auséncia de luz. Tempos de incubagdo: 2, 48 horas; 3, 72 horas e 4, 96 horas. Para

as quantificacdes a expressdo foi normalizada pelo 18S e expressos em porcentagem.
N14A=gna3QL

A figura 18A mostra que os genes cbhl e cbh2 tiveram sua expressdo aumentada
no mutante gna3QL em relacdo a linhagem parental TU-6, porém esse aumento s6 foi
observado em presenca constante de luz. Alguns pontos foram submetidos a
quantificacdo por densitometria e as andlises mostram que essa expressao chegou a mais

de 5 vezes tanto para o gene cbhl (figura 18B) quanto para cbh2 (figura 18C). Em
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contraste, nenhuma diferenga significativa foi observada na expressao dos genes cbhl e
cbh?2 no escuro entre TU-6 e gna3QL.

Para confirmar se o efeito deste aumento nos niveis de transcritos de cbhl e
cbh?2 reflete também em um aumento da atividade celulolitica total, os sobrenadantes
oriundos da mesma indug¢do foram submetidos a avaliagdao de atividade enzimadtica de
celulase total pelo método da fita de celulose (FPAse). Os resultados sdo mostrados

abaixo na figura 19.
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Figura 19. Atividade de celulase total (FPAse) produzida pelo mutante gna3QL e pela
linhagem parental TU-6 induzidos por celulose em presencga constante de luz (25 pmol
fotons. m™>. s 1800 lux) (A) e no escuro (B). Os fungos foram inoculados em meio
Mendels-Andreotti, suplementados com 1 % de celulose. Apos 48, 72 e 96 horas de

incubacdo, o sobrenadante foi recolhido e usando como fonte de celulase.
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Os gréficos revelam que o mutante gna3QL apresentou uma maior atividade de
celulase total do que a linhagem parental TU-6 em presenca de luz (figura 19A). Apds
96 horas de cultivo os valores de atividade do mutante gna3QL chegaram a ser
aproximadamente 3 vezes maiores do que da linhagem TU-6, ou seja, 0,78 = 0,1 e 0,24
+ 0,01 U/mL respectivamente. Os dados da figura 19B confirmam que a producdo de
celulase € influenciada por luz (Schmoll et al., 2005), pois uma menor atividade de
celulase foi detectada tanto no mutante gna3QL quanto no seu parental TU-6 quando
comparado com os experimentos realizados em presenga de luz. Os valores encontrados
para a atividade de celulase apds 96 horas de inducdo no mutante gna3QL e no TU-6
ndo tiveram diferengas significativas sendo de 0,21 = 0,03 e 0,16 = 0,01 (U/mL)
respectivamente. Os resultados demonstram que a via de sinalizag¢do para a expressao de
celulase, em presenca de celulose, por 7. reesei pode ocorrer por gna3 e este processo €
influenciado por luz.

Outro indutor bastante interessante em termos de fisiologia do 7. reesei, é a
soforose. Acredita-se que a formacao de celulase induzida por esse dissacarideo ocorra
por uma sinalizacao diferente daquela induzida por celulose (Fowler e Brown, 1992).
Sendo assim a expressao dos genes cbhl e cbh2 também foi avaliada nesta fonte de
carbono. Os fungos foram crescidos primeiramente em meio Mendels-Andreotti
suplementados com 1% de glicerol por 24 horas. Apds esse periodo os micélios foram
coletados, lavados com solu¢do NaCl 0,9% e transferidos para 0 mesmo meio s6 que
suplementados com 2 mM de soforose. Apds 0, 2, 4 e 6 horas de incubagdo, tanto no
claro quanto no escuro, os micélios foram coletados e o RNA total isolado. Apds a
separacdo dos RNAs em gel de agarose 1 % desnaturante, os mesmos foram
transferidos para membrana de ndilon e hibridados com as sondas cbhl e cbh2 como

anteriormente. Os resultados seguem na figura 20.
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Figura 20. Andlise da expressdo dos genes de celulase, cbhl e cbh2, por Northern blot
ap6s inducdo por soforose. 20 pg de RNA total foram utilizados por linha. A barra
acima da figura representa a condi¢do do experimento: [ presencga constante de luz (25

pmol fétons. m>. s'l; 1800 lux); M auséncia de luz.

A andlise da figura 20 sugere que realmente a sinalizacdo da formagdo de
celulase por T. reesei quando induzido por soforose ou celulose possam ocorrer por vias
distintas, uma vez que se observa um comportamento diferente no acimulo de
transcritos de cbhl e cbh2 quando comparado com a figura 18. Diferente das indugdes
com celulose, tanto o gna3QL e TU-6 apresentaram um maior acimulo dos transcritos
cbhl e cbh2 no escuro. Além disso, o mutante gna3QL ndo apresentou um aumento na
expressao de cbhl e cbh2 em relacao a linhagem TU-6 tanto no claro quanto no escuro.
O que parece ter acontecido foi um retardamento de 2 horas para a transcri¢do desses
genes no mutante gna3QL.

Foi avaliado também, o envolvimento de gna3 na indugdo direta da expressao de
celulase independente de indutor. A questdo € se gna3 estiver ligado diretamente com
um receptor que sinaliza para a presenca de celulose ou outro indutor, o mutante
gna3QL teria uma expressdo constitutiva de celulase. Para confirmar essa hipétese os
fungos TU-6 e o mutante gna3QL foram cultivados em presenca de glicerol e glicose
(fontes de carbono ndo indutoras de celulase) por 24 horas no escuro e depois

transferidos para o claro e apds 15, 30 e 60 min os micélios foram coletados e 0 RNA
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total isolado. Os resultados da anélise da expressdo dos genes de celulase cbhl e cbh2

estdo apresentados abaixo na figura 21.
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Figura 21. Andlise da expressdo dos genes de celulase, cbhl e cbh2, por Northern blot
em meio contendo glicerol e glicose. 20 ug de RNA total foram utilizados por linha. A
barra acima da figura representa a condi¢do do experimento: [ presenca constante de
luz (25 pmol fétons. m>. s'l; 1800 lux); M auséncia de luz. Os niimeros acima da figura

representam o tempo de incubag¢do em minutos. DD, pré-incubagao por 24h no escuro.

Nenhum RNAm de cbhl ou cbh2 foi detectado em TU-6 ou em gna3QL tanto
em presenca de glicerol ou glicose no claro ou no escuto (figura 21). Os resultados
sugerem que a ativacdo constitutiva de GNA3 ndo leva nem a uma desrepressdo
catabdlica nem a uma expressdo constitutiva de celulases. Assim, mesmo que GNA3
participe do processo de inducdo da expressdao de celulase, este € dependente de um

indutor.

Analise da expressao de gna3 e outros genes reguladores de luz (blrl, bir2 e envl)
por Northern blot

Foi constatado que gna3 influencia a expressdo de genes de celulase, porém
somente em presenca de luz. Nesse sentido foi analisado se a luz também regula a
expressdo do gene gna3. Para tanto, RNA total proveniente da mesma indugcdo com
celulose foi submetido a hibridagao com a sonda pBgna3QL EcoRI/Xbal. Outros genes

conhecidos por sofrerem regulacao por luz também foram utilizados neste experimento
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com duas finalidades: primeiro como controle do processo, ou seja, se 0s experimentos
sofreram influéncia pela presenca de luz ou ndo, uma vez que esses genes sO se
expressam em presenca de luz (Schmoll et al., 2005); e segundo se a ativagdo
constitutiva de Gas influencia na expressdo desses genes. Neste ultimo caso, se
positivo, a proteina Gos seria uma ligagdo entre a sinalizacdo por luz e sinalizacdo para
inducdo por celulose. As sondas para blrl, blr2 e envl foram obtidas por PCR. Os

resultados desta andlise estdo mostrados na figura 22.
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Figura 22. Andlise da expressdao dos genes gna3 (painel A) e birl, blr2 e envl(painel

B), por Northern blot apds indugdo por celulose. Os micélios foram crescidos em meio
Mandels-Andreotti suplementados com 1% de celulose microcristalina em presenca
constante de luz (25 umol fétons. m™. s™'; 1800 lux) LL ou em auséncia de luz DD por

48,72 e 96 horas. 20 pug de RNA total foram utilizados por linha.

Os dados demonstram que o gene gna3 sofre regulacdo pela luz, uma vez que
um acumulo de transcrito s6 foi observado em presenca de luz, tanto em gna3QL
quanto em TU-6 (figura 22A). Cabe ressaltar que a intensa quantidade de transcrito de

gna3 no mutante gna3QL pode ser resultado da cépia adicional do gene gerado durante
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a transformacdo e ndo devido um aumento real gerada pela mutagdo Q206L
propriamente dita.

Uma vez constatado que a expressao de celulase aumenta no mutante gna3QL
na presencga de luz foi investigado se a transcri¢do de outros genes regulados por luz,
blrl, blr2 e envl poderia sofrer influéncia devido a mutacdo em gna3. Os resultados da
figura 23B mostraram que os genes blrl, blr2 e envl sdo transcritos somente em
presenca de luz apds o crescimento do fungo em celulose microcristalina € que essa
transcricao especifica em presenca de luz nao foi influenciada pela mutacao Q206L no
gene gna3. Estes resultados sugerem que gna3 pode sinalizar para a transcricdo de
genes de celulase, porém atua ao um nivel diferente a via de sinalizagdo para sensor de

luz.

Analise da capacidade antagonista de TU-6 e gna3QL contra P. ultimum
O envolvimento de Gna3 no antagonismo de 7. reesei contra P. ultimum apds

trés dias de crescimento em placa foi testado e os resultados mostrados na figura 23.
Como se pode observar tanto a linhagem parental TU-6 quanto o mutante gna3QL
foram capazes de inibir o crescimento de P. ultimum no confronto direto em placa. O
mutante gna3QL cresceu mais rapido e esporulou menos do que a linhagem parental
TU-6 nos primeiros 3 dias. Entretanto, ambos gna3QL e TU-6 cresceram menos e
demoraram mais tempo para tomar toda a placa, quando comparados com 7. harzianum
ALLA4?2 conhecido por sua atividade antagonista contra outros fitopatogenos.

A andlise por MEV mostrou importantes mudancas na estrutura da parede
celular e no crescimento de P. ultimum na zona de interagdo com 7. reesei 24 horas apds
o contato (Figura 23). Na zona de confronto ndo foi observado enrolamento do
Trichoderma sobre o P. ultimum, evento tipico do processo de antagonismo. Porém, a
possibilidade de que esse enrolamento tenha acontecido antes de 24 apds o contato, ndo
pode ser descartada. A figura 23 mostra que a linhagem parental TU-6 néo foi capaz de
formar orificios na parede do fitopatdgeno, mas esta se mostrou com aparéncia
enfraquecida apds 3 dias de interag¢do. Por outro lado, o mutante gna3QL produziu uma
grande quantidade de orificios na parede de P. ultimum, mais do que o T. harzianum

ALLA42.
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Figura 23. Fotografias do confronto direto em placa e microscopia eletronica de
varredura entre 7. reesei (TU-6), T. reesei (gna3QL) and T. harzianum (ALLA42) e P.
ultimum, ap6s 3 dias de inoculagdo. T= Trichoderma; P = P. ultimum; Bar = 10 um. As
setas grandes indicam o contato entre T e P. As setas pequenas mostram os orificios
causados pela interacdo entre T e P. As andlises por MEV foram feitas com aumento de

1.800 X.

Analise do conteudo intracelular de AMPc
Com o intuito de verificar se a ativacdo constitutiva de GNA3 realmente

promove um aumento nos niveis intracelulares de AMPc, o conteido de AMPc foi
determinado apds 72 horas de incubacdo do Trichoderma com parede celular de P.

ultimum em meio liquido. Os resultados estdo apresentados na figura 24. O mutante
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gna3QL apresentou uma alta concentragdo intracelular de AMPc (294 + 12,7 pmol.mg™’
proteina) quando comparado com o parental TU-6 (102,23 + 6,4 pmol.mg" proteina)

enquanto que o 7. harzianum ALLA2 apresentou 259,96 + 10,6 pmol.mg™ proteina.
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Figura 24. Conteudo intracelular de AMPc de T. reesei (TU-6), T. reesei (gna3QL) e T.
harzianum (ALL42) ap6s 72 horas de incubacdo com parede celular de P. ultimum
como fonte de carbono em meio liquido. Os resultados foram expressos como média de

trés experimentos independentes com desvio padrao.

Avaliacao da atividade das enzimas liticas induzidas por parede celular de P.
ultimum

Fatores como crescimento, enrolamento e produgdo de apressorios por si s6 nao
garantem um sucesso no controle bioldgico por Trichoderma sp. (Almeida et al., 2007).
Espécies de Trichoderma precisam, além dos fatores citados, produzir enzimas liticas
que degradem a parede celular do fitopatégeno (Viterbo et al., 2002). A produgdo de
enzimas liticas por T. reesei (TU-6 and gna3QL) and T. harzianum (ALL42) induzidas
por parede celular de P. ultimum foi testada. Os fungos foram previamente crescidos em
meio Mandels-Andreotti contendo glicose como fonte de carbono e posteriormente
transferidos para o mesmo meio contendo parede celular de P. ultimum como fonte de
carbono. Ap6ds 72 horas de incubagdo a quantidade de proteinas secretadas e a atividade

das enzimas liticas foram determinadas.
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A figura 25 mostra a quantidade de proteina produzida por TU-6, gna3QL e
ALL42. O ALLA42 produziu uma maior quantidade de proteina (107,56 ug.mL") em
relacdo a TU-6 (83,6 pg.mL’l) e gna3QL (79,14 pg.mL’l). No caso de TU-6 e gna3QL,
os resultados sugerem que a mutacdo gerada na proteina GNA3 ndo afetou a taxa de
producdo de proteinas totais no 7. reesei, porém nao exclui a possibilidade de alteracao

no perfil das proteinas totais produzidas.
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Figura 25. Contetddo de proteinas totais produzidas por 7. reesei (TU-6 e gna3QL) e T.
harzianum (ALLA42) apds 72 horas de indugdo por parede celular de P. ultimum em
meio liquido. Os resultados foram expressos como média de trés repeticdes com desvio

padrao menores do que 5%.

A figura 26 mostra a atividade de celulase dos isolados de Trichoderma
estudados. TU-6 foi o melhor produtor de celulase (10,3 U. mL") seguido do gna3QL
(6,64 U. mL™") e ALL42 (3,76 U. mL"). Apesar de o Pythium spp. apresentar uma
grande quantidade de celulose em sua parede celular, cerca de 18% do total de
polissacarideo (Blaschek et al., 1992), o TU-6 ndo apresentou uma melhor agdo
antagonista, indicando que a celulase pode nao ser importante no micoparasitismo.
Outro fato € que esse experimento foi realizado em condi¢des normais de laboratério,
ou seja, na presenca e auséncia de luz (dia/noite), podendo explicar a razao de gna3QL

nio ter apresentado uma maior atividade de celulase. Além disso, como mostrado
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anteriormente, a fonte de carbono utilizada para indugdo de celulase pode interferir na

expressao dos genes de celulase.
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Figura 26. Atividade de celulase (FPase) produzida por T. reesei (TU-6 e gna3QL) e T.
harzianum (ALLA42) apds 72 horas de indugdo por parede celular de P. ultimum em
meio liquido. Os resultados foram expressos como média de trés repeticdes com desvio

padrao menor do que 5%.

Considerando que a parede celular dos fitopatégenos em geral € formada em sua
maior parte por glicana e quitina, a atividade de B-1,3-glicanases, endoquitinase e
NAGase também foram determinadas.

O mutante gna3QL mostrou um padrdo semelhante na produgdao de
endoquitinase e NAGase (Figura 27 e 28), aproximadamente 2 vezes mais do que o
parental TU-6. A producdo de endoquitinases pelo ALL42 (0,71 U. mL™) foi maior do
que em TU-6 (0,19 U. mL'l) e gna3QL (0,36 U. mL'l). O mesmo padrao também foi
observado para NAGase, ou seja, ALL42 (12,91 U. mL™), TU-6 (0.63 U. mL") e
gna3QL (2,62 U. mL™"). Um dado interessante é que mesmo em pequena concentracio
na parede celular de P. ultimum, menos de 1% do total de polissacarideos (Bartnicki-
Garcia, 1968), a quitina é capaz de induzir uma alta atividade enzimaética em T.

harzianum, o que demonstra uma possivel especializacdo deste fungo na producio de

quitinases.
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Figura 27. Atividade de endoquitinase produzida por 7. reesei (TU-6 e gna3QL) e T.
harzianum (ALL42) apds 72 horas de indug@o por parede celular de P. ultimum em
meio liquido. Os resultados foram expressos como média de trés repeti¢des com desvio

padrao menor do que 5%.
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Figura 28. Atividade de NAGase produzida por 7. reesei (TU-6 e gna3QL) e T.
harzianum (ALLA42) apds 72 horas de indugdo por parede celular de P. ultimum em
meio liquido. Os resultados foram expressos como média de trés repeticdes com desvio

padrao menor do que 5%.
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A atividade de B-1,3-glicanase tem sido reportada como sendo importante no
micoparasitismo (Almeida et al., 2003; Marcello et al., 2008). A figura 29 mostra que o
mutante gna3QL produz uma grande quantidade de B-1,3-glicanase, 5 U.mL’, quando
comparado com o parental TU-6 (2 U.mL™). Por outro lado, o controle usado ALLA42
apresentou uma alta producio de B-1,3-glicanase (12,81 U.mL™) . O fato de P. ultimum
ter uma grande quantidade de glucana na composicdo de sua parede celular pode
explicar em parte a melhor habilidade de gna3QL em antagonizar P. ultimum frente ao

seu parental TU-6.

12 -

10 -

B-1,3-glucanase (U/mL)
(o]

6 -
4 -
2 -
0 -
TU-6 gna3qQL ALL42
isolados

Figura 29. Atividade de B-1,3-glicanase produzida por T. reesei (TU-6 e gna3QL) e T.
harzianum (ALLA42) apds 72 horas de indugdo por parede celular de P. ultimum em
meio liquido. Os resultados foram expressos como média de trés repeticdes com desvio

padrao menor do que 5%.

A atividade de protease também foi avaliada e os resultados estdo apresentados
na figura 30. Os resultados mostram que nido houve diferenca significativa entre as
atividades de protease apresentadas por gna3QL e TU-6, 0,51 U.mL" e 0,62 U.mL™
respectivamente. Por outro lado, o ALL42 mostrou uma alta atividade proteolitica (1,86
U.mL™") quando comparado com as linhagens de 7. reesei estudadas. Esses resultados
sugerem que a protease pode estar envolvida no micoparasitismo, porém nao ¢é

determinante para um bom antagonismo, uma vez que TU-6 e gna3QL apresentaram
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atividades parecidas, porém antagonismos diferentes. De qualquer forma, a regulacao da
producdo de serina-protease na presencga de parede celular de P. ultimum parece ndo ser

dependente de GNA3 e/ou AMPc.
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Figura 30. Atividade de protease produzida por T. reesei (TU-6 e gna3QL) e T.
harzianum (ALLA42) apdés 72 horas de indugdo por parede celular de P. ultimum em
meio liquido. Os resultados foram expressos como média de trés repeticdes com desvio

padrao menor do que 5%.

Dados de literatura tém mostrado que além de glucana, quitina e celulose, a
parede de Pythium spp. apresenta outros compostos importantes como lipideos e fosfato
(Bartnicki-Garcia, 1968; Ruiz-Herrera, 1992). Diante disso, a atividade de lipase e
fosfatase 4cida também foram avaliadas.

A figura 31 mostra que o mutante gna3QL apresentou uma maior atividade de
lipase do que o parental TU-6, 2,94 e 1,37 U.mL’! respectivamente enquanto que o
ALLA42 apresentou uma atividade de lipase de 4 U.mL". A funcdo dos lipideos na
parede celular de fungos ainda é pouco estudada. Nossos resultados mostram indicios de
que a producdo dessa enzima por Trichoderma pode ser influenciada pela acdo de

GNA3 e/ou AMPc.
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Figura 31. Atividade de lipase produzida por 7. reesei (TU-6 e gna3QL) e T. harzianum
(ALLA42) ap6s 72 horas de indugdo por parede celular de P. ultimum em meio liquido.
Os resultados foram expressos como média de trés repeticoes com desvio padrao menor

do que 5%.

Outro componente da parede celular de fungos que vem sendo estudado € o
fosfato. Ele pode ser encontrado de 0,1 a 2% do peso seco da parede (Ruiz-Herrera,
1992). A figura 32 mostra a atividade de fosfatase dcida das linhagens estudadas. Como
se pode observar, o mutante gna3QL possui uma alta atividade desta enzima, 11,81
U.mL", sugerindo uma relacio positiva entre formacdo de fosfatase dcida e ativacdo
constitutiva de GNA3 e/ou aumento de AMPc. O parental TU-6 apresentou uma
atividade de fosfatase acida maior do que ALLA42, 4,88 e 1,81 U.mL™! respectivamente.
O papel das fosfatases no micoparasitismo ainda ndo é bem esclarecido, mas parece

estar relacionado com competicao por nutrientes (Altomare et al., 1999).
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Figura 32. Atividade de fosfatase dcida produzida por 7. reesei (TU-6 e gna3QL) e T.
harzianum (ALLA42) apds 72 horas de indugdo por parede celular de P. ultimum em
meio liquido. Os resultados foram expressos como média de trés repeti¢des com desvio

padrao menor do que 5%.
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DISCUSSAO

Neste trabalho foi reportada a clonagem e caracterizacdo de um ortélogo gna3
de T. reesei. A estrutura da proteina e as conseqii€éncias na mutagdo constitutiva, como
inibicdo da fotoconidiacdo e elevado contetido intracelular de AMPc, estdo de acordo
com estudos prévios incluindo outras espécies de Trichoderma , indicando que gna3 é
um homologo funcional do subgrupo III das proteinas G-alfa de fungos. Foi apresentado
também nesse estudo um novo dado de que a expressdao do gene gna3 foi fortemente
estimulada pela luz, sugerindo que a principal funcdo de Gna3 pode ocorrer sob
influencia de luz (Figura 22). Essa estimulag@o da expressdo dependente de luz pode ser
correlacionada com a presenca de motivos EUMI encontrados na regido 5’ amontante
do cédon de iniciagdo (Figura 10). Esse motivo ja foi encontrado em regides promotoras
de genes de celulase, (cbhl e cbh2) e em reguladores de luz azul, blrl e blr2 em T.
reesei bem como em genes que regulam luz e fonte de carbono, envl e no seu homélogo
vvd em N. crassa (Schmoll et al. 2005). Até o presente momento, a funcao fisioldgica
da estimulacdo da transcricdo de gna3 por luz ainda ndo é clara, mas pode estar
relacionado com a fotoinducdo da conidia¢do, uma vez que em auséncia de luz, tanto a
expressao de gna3 quanto da esporulacdo foram comprometidos (Figuras 22 e 16).

Um dos objetivos desse trabalho foi avaliar o envolvimento de Gna3 de 7. reesei na via
de transducgdo de sinal durante a produgdo de celulase induzida por celulose e soforose.
Wang e Nuss (1995) reportaram a evidéncia do envolvimento de outra proteina G
(CPG-1) na biosintese de celulase em Cryphonectria parasitica. ~ Se o sinal for
realmente recebido por um receptor ligado a proteina G, a ativagdo constitutiva de Gna3
deveria permitir uma expressdao dos genes de celulase independente do indutor. Esse
parece nao ser o caso neste estudo, uma vez que os resultados mostraram que os genes
de celulase cbhl e cbh2 ndo foram expressos no mutante gna3QL em presenca de
glicerol e a repressdo catabolica, tipica para esses genes, foi mantida (Figura 21). Esse
resultado também esta consistente com o fato de que a adicdo de AMPc ao meio de
cultura, na auséncia de um indutor, ndo leva a formacdo de celulase (Sestak e Farkas
1993). Por outro lado, o mesmo trabalho relata que essa mesma adi¢do aumenta a
indu¢do, em duas vezes, fato esse observado em no presente estudo (Figura 18). Esses
resultados significariam teoricamente que ndo existe um receptor extracelular ligado a
proteina G que sinalize para a formacgao de celulase a partir de celulose. Entretanto, esta

conclusdo deve ser tratada com cautela uma vez que a ativagao constitutiva, ao contrario
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da dele¢do de gna3, ainda permite a atuagao das subunidades beta e gama da proteina G,
Ja que a cdpia de gna3 do tipo selvagem ainda estd presente no genoma do mutante.
Muitos trabalhos tém demonstrado que essas subunidades podem interagir com
diferentes efetores apds a ativacdo da proteina G (Gautam et al. 1998; Cabrera-Vera et
al. 2003). Nosso estudo, por outro lado, ndo exclui a existéncia de um receptor ligado a
proteina G o qual poderia ativar a inducdo de celulase via as subunidades beta e gama
da proteina G.

Apesar de o fato de ndo se detectar uma transcri¢ao independente do indutor no
mutante gna3QL, a ativacdo constitutiva de GNA3 claramente aumentou tanto a
expressao quanto a atividade de celulase na presenga de celulose sob luz constante ao
passo que nao alterou a transcri¢ao no escuro (Figuras 18 e 19). Por outro lado, quando
se utilizou soforose como indutor, os resultados foram diferentes, houve um aumento da
transcricao no escuro e um retardo na expressao tanto no escuro quanto no claro (Figura
20). Esses resultados reforcam a idéia de que as indugdes por soforose e celulose
possuem circuitos diferentes de sinalizacdo que até podem se interconectar, mas a um
nivel diferente da sinalizac@o por proteina G (Schmoll e Kubicek, 2003). A ativacdo da
expressdo de celulase em 7. reesei é ativada por luz (Schmoll et al., 2005). Esse fato
poderia ser interpretado simplesmente em termos de que existe um envolvimento da
Gna3 na sinalizagdo por luz em T. reesei. Entretanto, o mutante gna3QL ndo afetou a
expressdo de genes luz-dependente como blrl e blr2 e envl (Figura 22), o que indica
que o efeito luz-dependente de GNA3 na inducdo de celulase nao é realizado por esse
circuito de regulagcdo. Além do mais, existem dados que demonstram que o ortélogo de
gna3 em N. crassa ndo esta envolvido na sinalizacao por luz (Ballario e Macino, 1997).

Outra explicagdo para o efeito indireto da luz na transcricao de genes de celulase
pode estar relacionados aos achados de Gresik et al. (1991) que relatam que a
iluminacdo promove uma despolarizacio da membrana plasmatica de 7. viride e um
concomitante enfluxo de ions potédssio, resultando em uma acidificacdo do meio
intracelular causado pelo influxo compensado de fons hidrogénio. A acidificag¢ao
intracelular é conhecida em S. cerevisiae por promover a ativacdo de adenilato ciclase
dependente de proteina G por um ortélogo de Gna3 (Gpa2, Thevelein e Winde, 1999).
Além do mais, Silva et al. (2004) demonstraram que a adicdo do proton6foro
dinitrofenol, aumenta os niveis intracelulares de AMPc em 7. harzianum ao passo que
inibem a degradacdo do mesmo pela inativacdo da fosfodiesterase (Brandao et al.,

1998). De acordo com isso, tem sido reportado que a ilumina¢do pode causar um
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aumento transitério nos niveis intracelulares de AMPc e a fosforilacdo de varias
proteinas intracelulares dependentes de proteina quinase A (Gresik et al., 1989). Assim,
a luz promove um aumento no AMPc intracelular o qual conhecidamente aumenta a
taxa de formacao de celulase (Sestak e Farkas, 1993). Parece plausivel que este seja o
mecanismo de estimulacdo da expressao de genes de celulase pela luz, como ja descrito
por Schmoll et al. (2005). Uma vez que a adi¢ao de AMPc exdgeno estimula a formagao
de celulase, um aumento intracelular de AMPc causado pela ativac@o constitutiva de
GNA3 poderia ter o mesmo efeito, o qual estd em concordiancia com o aumento da
transcricao de genes de celulase observados no mutante gna3QL em presenga de
celulose e luz (Figura 18).

Outro objetivo deste trabalho foi avaliar a participacio de GNA3 e AMPc no
antagonismo de P. ultimum e na producao de enzimas liticas durante o micoparasitismo
pelo T. reesei. Espécies de Trichoderma vem sendo amplamente utilizadas na
agricultura como agentes de controle biolégico contra uma série de fungos
fitopatégenos (Benitez et al., 2004). Entretanto, o estudo de 7. reesei, um fungo
tipicamente utilizado em industria, como agente de controle biolégico contra P. ultimum
comecgou recentemente (Seidl et al., 2006). Apesar de existir um consenso de como o
Trichoderma atua durante o processo de micoparasitismo, as bases moleculares e
bioquimicas deste processo ainda ndo estdo elucidadas (Woo et al., 2006). Muitos
trabalhos sugerem a participagdo de componentes de cascatas de sinalizag¢do celular tais
como, proteinas G, AMPc e MAP quinase, no controle do micoparasitismo (Reithner et
al., 2007).

O primeiro passo para o micoparasitismo € o reconhecimento do fitopatégeno
pelo Trichoderma. Existem evidéncias de moléculas presentes na parede do fungo que
estimulam esse reconhecimento e que podem estar relacionadas com AMPc (Omero et
al., 1999). Zeillinger et al. (2005) reportaram que TGA3, uma proteina similar a GNA3,
possui um papel importante na transducdo de sinal durante o reconhecimento do
hospedeiro, uma vez que mutantes Atga3 foram incapazes de parasitar R. solani, B.
cinerea e S. scelrotium. Esses achados sdo interessantes uma vez que como esperado
para gna3QL, nds obtivemos resultados opostos na taxa de crescimento e mudancas
morfoldgicas na estrutura do hospedeiro durante o antagonismo (Figura 23). Além do
reconhecimento, existem evidéncias de que mudancas nos padrdes de enrolamento e
producdo de enzimas hidroliticas sio mediadas por proteinas G e ndo sé pelo um

simples aumento de AMPc (Rocha-Ramirez et al, 2002; Zeillinger et al., 2005).
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Alguns autores tem sugerido a participacdo de AMPc no controle de uma série
de fungdes durante o antagonismo de fitopatégenos por Trichoderma sp. (Omero et al.,
1999; Rocha-Ramirez et al., 2002; Zeilinger et al., 2005; Reithner et al., 2005).
Entretanto, alguns dados de literatura demonstram que nao existe um padrdo na
producdo e degradacdo de AMPc durante o micoparasitismo por espécies de
Trichoderma. Isso se deve ao fato de que em resposta ao um estimulo do meio, como
presenca de elicitores, produzidos pelo hospedeiro, pH e luz, mudancas bioquimicas no
Trichoderma ocorrem e um rdpido aumento e diminuicdo nos niveis de AMPc é
observado (Kolarova et al., 1992). Desta forma, para se avaliar a participacdo de AMPc
em alguns processos como micoparasitismo € mais seguro usar mutantes como gna3QL
do que mutantes delecdo para proteina G ou ainda moduladores de producao de AMPc,
uma vez que esses mutantes produzem uma quantidade constante de AMPc. Mesmo
assim, algumas conclusdes devem ser avaliadas com cautela uma vez que AMPc estd
envolvido em outras cascatas de sinalizacdo celular que ndo via proteina G e efeitos
indiretos dessas moléculas sdo comumente observados.

Apesar de o crescimento e enrolamento serem importantes para o
micoparasitismo, por si s ndo garantem sucesso no controle bioldgico (Alemida et al.,
2007). Trichoderma sp. também precisam produzir diversas enzimas que consigam
degradar a parede celular do patégeno (Viterbo et al., 2002). A producdo de enzimas
hidroliticas tem sido freqlientemente enfatizada como um dos maiores fatores que
contribuem para uma boa atividade de controle bioldgico por parte do Trichoderma sp.
(Kubicek et al., 2001). Entretanto, alguns autores sugerem que um sinergismo entre a
producdo de enzimas hidroliticas e antibidticos possa ser a explicacdo para um sucesso
no controle biolégico (Schirmbdock et al., 1994).

A maioria das enzimas hidroliticas produzidas por Trichoderma sp. sdo indutivas
(Ulhoa e Peberdy, 1993; Kubicek et al., 2001) e portanto moléculas que compdem a
parede celular dos fitopatégenos possuem papel importante na secre¢do de enzimas por
parte do Trichoderma. Entretanto, nossos resultados mostraram que esse fato nao pode
ser tomado como regra. 1. reesei produz uma considerdvel quantidade de celulase,
entretanto, esse nao parece ser o ponto utilizado durante o micoparasitismo contra P.
ultimum. Este fato também foi evidenciado em outros estudos. Roberts e Lumdsen
(1990) nao detectaram atividade de celulase durante o crescimento de Gliocadium
virens (=T. virens) em meio suplementado com parede celular de P. ultimum. Além

disso, Seidl et al. (2006) demonstraram que o antagonismo de P. ultimum por T. reesei
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parece nao necessitar de celulase, uma vez que o mutante 9978 (negativo para a
producdo de celulases) conseguiu tanto antagonizar o fungo quanto fornecer protecdo a
planta tal quanto o tipo selvagem. Por fim, a producio de celulase induzida por parede
celular de P. ultimum nao se comportou da mesma forma quando induzida por celulose
na presenca de luz, confirmando a relagdo luz/GNA3/celulase.

Outras enzimas bastante estudadas e correlacionadas ao processo de
micoparasitismo também foram alvo de nosso estudo. A regulacdo da formacdo de
endoquitinase e NAGase tem sido estudada em vdrios niveis (Silva et al., 2004;
Zeillinger et al., 2005; Reithner et al., 2007). Ao que parece tanto proteina G da classe
IIT quanto da classe I regulam a expressdo de quitinases (Rocha-Ramirez et al., 2002;
Zeillinger et al., 2005; Reithner et al., 2007). Nossos dados sugerem que GNA3 e AMPc
participam da formacdo de endoquitinase e NAGase durante o micoparasitismo de 7.
reesei contra P. ultimum. Entretanto, alguns dados de literatura sdo discrepantes a
respeito da natureza da regulacdo e especialmente do papel de AMPc nesse processo.
Esse fato sugere que Trichoderma sp. possuem uma variedade de estratégias
moleculares que podem ser usadas em diferentes combinacdes que dependem do meio e
das condicdes de cultura (Schirmbdock et al., 1994).

A atividade de B-1,3-glicanase tem sido reportada como sendo importante no
processo de micoparasitismo (Almeida et al., 2003; Marcello et al., 2008). Até o
presente momento, nenhum trabalho correlacionando a expressdo desta enzima, proteina
G e AMPc por Trichoderma foi publicado. Entretanto, Viterbo et al. (2002) relatou o
envolvimento de glicanases no antagonismo de Phytium por Trichoderma. Essas
observacoes, juntamente com o fato de que celulase ndo € essencial para o antagonismo
de P. ultimum por T. reesei, poderiam explicar a superior habilidade micoparasitica do
mutante gna3QL quando comparado com seu parental TU-6 (Figuras 23 e 29). Esses
achados dao suporte a idéia de que as B-1,3-glicanases possuem um papel importante no
micoparasitismo contra P. ultimum e agora nds temos evidéncias de que a regulacdo da
formacdo dessa enzima em 7. reesei pode ser associada com proteina G e/ou AMPc.

O papel das proteases tem sido amplamente estudado nos processos metabdlicos
de fungos do género Trichoderma (Viterbo et al., 2002). Apesar de alguns estudos
sugerirem o envolvimento de proteases no controle bioldgico por Trichoderma
(Schirmboéck et al., 1994; Flores et al., 1997, De Marco and Felix, 2002), nem a
atividade dessas enzimas nem a regulacdo das mesmas foram correlacionadas com

niveis intracelulares de AMPc (Virtebo et al., 2002; Rocha-Ramirez et al., 2002). Esses
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dados dao suporte aos nossos resultados, uma vez que a atividade constitutiva de GNA3
com um aumento dos niveis de AMPc ndo levaram um aumento na formacdo de
proteases por 7. reesei durante o antagonismo de P. ultimum (Figura 30).

Outras enzimas, menos estudadas, como lipase e fosfatase dcida tiveram sua
atividade avaliada durante esse estudo. A parede de diversos fungos descritos na
literatura como sendo fitopatdgenos possuem lipideos e fosfato em sua composicao
(Bartnicki-Garcia, 1968; Ruiz-Herrera, 1992). Nossos resultados mostraram que a
producdo de lipase foi alterada no mutante gna3QL em presenca de parede celular de P.
ultimum (Figura 31). O papel dos lipideos na parede celular ainda nao estd elucidado.
Alguns trabalhos sugerem que os lipideos contribuem para a rigidez da parede de alguns
fungos ou podem conferir propriedades hidrofébicas a certas estruturas celulares como
esporangioforos e esporos (Bartnicki-Garcia, 1968). De qualquer forma, apresentamos
aqui indicios de que a regulacdo da formagdo desta enzima pode estar relacionada com
GNA3.

O fosfato tem sido identificado em quase todas as paredes celulares de fungos
analisados variando de 0,1 a 2% do peso seco da parede (Ruiz-Herrera, 1992). O papel
da fosfatase 4cida no micoparasitismo tem sido sugerido por alguns autores. O fosfato
pode ser solubilizado e estocado na biomassa de Trichoderma para ser liberado em uma
forma fécil quando preciso. De forma interessante, fungos como Pythium e Rhizoctonia
sdo incapazes de solubilizarem fosfatos (Altomare et al., 1999), sugerindo um
sinergismo entre EDPCs e competicdo por nutrientes entre Trichoderma e fito
patégenos durante a protecao da planta.

O fato de o mutante gna3QL ter apresentado uma melhor atividade
micoparasitica frente ao seu parental TU-6 e que a presenca de parede celular de P.
ultimum sinalizar para a produ¢do de EDPCs, aliado ao fato de que algumas dessas
enzimas poderem ser reguladas por GNA3, sugerem que a cascata de sinalizacdo do
antagonismo pode ser regulada por um mecanismo comum. Estudos mais aprofundados,
utilizando outros mutantes para genes da via proteina G/AMPc/Proteina cinase, poderao
fornecer ferramentas importantes para o entendimento do processo de micoparasitismo

contra P. ultimum por T. reessei.
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CONCLUSOES

A mutacdo Q206L na proteina GNA3 de 7. reesei afeta o processo de
esporulagdo e crescimento do fungo e esse processo € dependente de luz.

A expressdo do gene gna3 de 7. reesei € fortemente influenciada pela presenca
de luz

A expressdo de genes de celulase cbhl e cbh2 sdo influenciadas por GNA3,
porém somente em presenca de luz quando induzidos por celulose.

A expressao de genes de celulase cbhl e cbh2 induzida por soforose ndo é
influenciada por GNA3 em presenca de luz, mas sim no escuro, sugerindo vias
de sinalizacdo diferentes.

A proteina GNA3 parece estar envolvida no processo de antagonismo de P.
ultimum por T. reesei.

A mutagdo Q206L na proteina GNA3 de T. reesei promoveu um aumento nos
niveis intracelulares de AMPc e na producdao de EDPCs como endoquitinase, N-
acetil-B-D-glicosaminidase (NAGase), -1,3-glicanase, lipase e fosfatase acida.
A mutacdo Q206L na proteina GNA3 de T. reesei parece ndo influenciar na
formacdo de celulase e protease durante o antagonismo de P. ultimum por T.

reesei.
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PERSPECTVAS

¢ Promover a clonagem de outros genes de proteina G, subunidade Gai, Adenilato
ciclase e Proteina cinase A, bem como a obten¢do de mutantes para esses genes.

® Promover a delecdo do gene gna3 e analisar suas conseqiiéncias nos processos
de producido de celulase e no micoparasitismo contra P. ultimum.

e Analisar a capacidade de T. reesei e seus respectivos mutantes, no antagonismo
de outros fungos fitopatogenos.

e Estudar pelo uso de mutantes, o processo de sinaliza¢do da luz na produgdo de
celulase por T. reesei.

e Analisar o transcriptoma de diferentes mutantes para proteina G durante o

processo de producdo de celulase em presenca de celulose.
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