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Resumo

O fungo filamentoso 7richoderma reesei é caracteristicamente reconhecido pela produgio
de celulases e hemicelulases, que lhe permitem utilizar uma ampla variedade de
polissacarideos como fonte de carbono. Neste trabalho, descrevemos a caracterizagdo de
dois genes de T. reesei, Trhxt]l e Trhxt2, que codificam proteinas com alta similaridade a
transportadores de glicose de varios microorganismos. Os dois genes foram identificados
em um banco de dados de ESTs de 7. reesei. A analise computacional de Traxt/ e Trhxt2
indica que ambos fazem parte da major facilitator superfamily (MFS), apresentando,
tipicamente, 12 segmentos transmembréanicos. A expressdo de 7rhxt]/ ocorre apenas em
baixos niveis de glicose (~ 100 umol 1), enquanto a de 7rAxz2 parece ocorrer de forma
constitutiva, independentemente da fonte de carbono. Em baixas concentragdes de
oxigénio, a expressio de Trhxt] € induzida e a de 7rhxt2, reprimida. O sistema de
transporte em 7. reesei apresenta um componente de afinidade muito alta por glicose

(Km ~ 20 pmol I'), semethante ao de outros fungos filamentosos. Dados sobre o transporte
de glicose em uma cepa mutante A7rhxt/ indicam que o gene 7rhxt/ esta envolvido com o
transporte em baixos niveis de glicose (< 100 umol I, que correspondem, provavelmente,
aos valores encontrados no solo, o habitat natural de 7. reesei. Interessantemente, a
indugo do sistema de celulases de 7. reesei por celulose esta retardada no mutante
ATrhxt1, 0 que sugere a importancia do transporte de glicose na expressdo dos genes das
celulases. Finalmente, além de descrever os primeiros genes de transportadores de glicose
em 7. reesei, esperamos que este trabalho possa contribuir para o preenchimento de uma

lacuna em relagdo ao transporte de agucares em fungos filamentosos em geral.
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Abstract

The filamentous fungus 7richoderma reesei is a natural soil inhabitant capable of
metabolizing a vast number of polysaccharide substrates. In this work, we describe two
genes of 7. reesel, named Trhxt] and Trixt2, which code for proteins with significant
similarities to glucose transporters from other fungi. These genes were jdentified in an EST
database of T’ reesei. Sequence analysis of TrHXT1 and TtHXT2 revealed 12 putative
transmembrane domains and several other characteristic motifs found in members of the
major facilitator superfamily (MFES). 7rhxt] 1s transcriptionally induced only by low levels
of glucose (= 100 umol 1'1), while Trhxr2 expression is independent of both glucose
concentration and carbon source. We also show that 7rhxt/ expression is enhanced when
cells are exposured to low oxygen levels; in contrast, 7rhxr2 expression seems to be
repressed at these copnditions. Glucose transport in 7. reesei is apparently mediated by a
multicomponent uptake system, 1n which the high-affinity component has a X, of
approximately 20 pmol ). This low K, value is similar to the values reported for glucose
uptake by other filamentous fungi. Kinetics of glucose transport in a 7. reesei ATrhxt]
strain suggests that 7rhxt/ is involved in glucose uptake in conditions of low glucose

(< 100 umol 1), which are most probably found in the soil, a low-nutrient environment.
Interestingly, induction of the 7_ reesei cellulase system by cellulose is significantly
delayed in the ATrhxt] mutant, suggesting that glucose transport may be tmportant to the
mechanisms of expression of the cellulase genes. Finally, we hope that this work may be
helpful to provide a better understanding of sugar uptake in filamentous fungi, for which

there i1s little information avaitable.



1. Imtroduc¢ao

A glicose se constitul em uma das mais importantes fontes de carbono e energia. Além de
ser responsavel pelo suprimento de ATP, a glicose ¢ utilizada na biossintese de varios
compostos celulares, entre os quais estdo glicoproteinas e moléculas de reserva de energia,
tais como glicogénio, amido ¢ triglicerideos.

O papel da glicose néo se lumita, no entanto, a sua importancia como nutriente. Este
monossacarideo, o mais abundante na natureza, exerce ainda um papel central na regulagdo
do desenvolvimento e metabolismo. O controle exercido pela glicose na expressdo génica e
na atividade protéica se da em varios niveis: na concentra¢io de moléculas de mRNA —
cujo valor depende, por sua vez, da taxa de transcrigdo e da estabilidade do mRNA -; na
taxa de tradugfo; e na taxa de degragfio de proteinas (Gancedo, 1998).

Em microorganismos, a presenga de glicose causa a repressdo de um grande
numero de genes envolvidos no metabolismo de fontes alternativas de carbono. A este
fendmeno geral da-se 0 nome de repressao por glicose.

O efeito repressor da glicose no metabolismo € bem caracterizado em bactérias
(Bruckner & Titgemeyer, 2002) e leveduras (Gancedo, 1998; Carlson, 1999). Em
Saccharomyces cerevisiae, a presenga de glicose inibe a expressdo dos genes de enzimas
envolvidas no metabohismo de fontes alternativas de carbono, na gliconeogénese e no ciclo
dos acidos tricarboxilicos.

Por outro lado, a presenga de glicose induz a express@o de outros grupos de genes
nas células de S. cerevisiae, tais como os genes de enzimas da via glicolitica, de
transportadores de glicose, de proteinas ribossomais, entre outros.

Em mamiferos, a concentragdo sangiiinea de glicose ¢ mantida relativamente
constante, em torno de 5 mmol 17, apesar de variagdes constantes no suprimento e
consumo do aglicar entre os diversos tecidos e 0rgaos. O aumento na taxa de captagio de
glicose pelos musculos e tecido adiposo, estimulado pelo horménio insulina, € um dos
principais modos de controle dos niveis de glicose no sangue. Alteragdes dos sistemas
enddcrino e neural de homeostase da glicose levam a graves doengas metabodlicas, como a
diabete melito (Olson & Pessin, 1996; Bell & Polonsky, 2001; Saltiel & Kahn, 2001).

O transporte através da membrana plasmatica € a primeira etapa no metabolismo da
glicose, e consiste ainda, em geral, na etapa limitante. Devido a natureza polar da molécula

de glicose, o seu transporte por difusdo através da bicamada lipidica tende a ser muito



reduzido. Ao invés disso, nos organismos vivos, a captagio de glicose é mediada por
proteinas especificas, localizadas na superficie celular.

Em geral, o transporte de um dado substrato qualquer, tal como glicose, através da
membrana plasmatica, € classificado em passivo ou ativo. O transporte passivo é também
denominado de difuséo facilitada ou uniporte. Neste tipo de transporte, o fluxo através da
membrana € bidirecional, de acordo com o potencial eletroquimico do substrato no interior
da celula € no meio externo. No caso de solutos eletricamente neutros, o transporte ¢
determinado unicamente pelo gradiente de concentragdo. O transporte de substratos
carregados depende, além disso, da diferenga de potencial elétrico através da membrana
plasmatica, cuja face citossélica se apresenta negativamente carregada. No fungo
filamentoso Neurospora crassa, por exemplo, em condigdes de plena aeragio, o potencial
de membrana situa-se entre 180 € 220 mV (Burgstaller, 1997).

No transporte ativo, 0 actimulo do substrato no interior da célula ocorre contra o
seu gradiente de potencial eletroquimico. Ha dois mecanismos de transporte distintos. No
primeiro, denominado de transporte ativo primario, a captagdo do substrato esta acoplada
diretamente a hidrolise de ATP, que se constitui na forga motriz do transporte. Cabe
destacar aqui a superfamilia de transportadores denominada ATP-binding cassette (ABC)
superfamily. Os membros pertencentes a esta superfamilia s3o complexos protéicos que
realizam o transporte ativo primario de uma grande variedade de substratos, incluindo ions,
carboidratos, aminoacidos e peptideos (Iliggins, 1992).

No transporte ativo secundario, a captagéo do substrato esta acoplada ao transporte
simultaneo, e termodinamicamente favoravel, de um outro soluto, normalmente Na™ ou H'.
Se ambos os solutos forem transportados no mesmo sentido, o transporte ¢ denominado de
co-transporte ou simporte; se o transporte ocorrer em sentidos contrarios, de contra-
transporte ou antiporte.

Transportadores de glicose de organismos tio diferentes quanto humanos e
leveduras fazem parte de uma grande superfamilia, denominada Major Facilitator
Superfamily (MFS) (Marger et al., 1993; Pao, et al., 1998), constituida, atualmente, por 38
familias, de acordo com Transport Protein Database, disponivel em

http://tedb.ucsd.edw/tcdb/background.php. Os membros da MFS realizam o transporte

passivo ou o transporte ativo secundario de diversos jons e metabolitos, entre os quais

enconiram-se aminoacidos, carboidratos e nucleosideos.



Estruturabmente, estes transportadores séo constituidos de uma unica cadeia
polipeptidica, contendo tipicamente 12 segmentos transmembranicos (TM1-TM12), com
uma longa ¢ hidrofilica alga citoplasmatica conectando TM6 e TM7.

Transportadores de glicose t€m sido bem descritos em uma grande variedade de
organismos, incluindo bacténas (Postma, e/ a/., 1993), leveduras (Boles & Hollenberg,
1997; Ozcan & Johnston, 1999), plantas (Williams et a/., 2000) e humanos (Olson &
Pessin, 1996).

Dados sobre o transporte de glicose, e de outros monossacarideos, em fungos
filamentosos, no entanto, sdo em geral limitados, apesar da importincia académica e
biotecnoldgica destes microorgansmos.

Neste trabalho, descrevemos a caracterizagio, ao nivel molecular, do transporte de
glicose no fungo filamentoso 7richoderma reesei, um microorganismo que tem se
destacado no estudo de diferentes fendmenos bioldgicos, e pelo seu potencial de uso
biotecnologico. Além de descrever os primeiros genes de transportadores de
monossacarideos neste microorganismo, esperamos que este trabalho possa contribuir para
o preenchimento de uma lacuna em relag@o ao transporte de agicares em fungos

filamentosos.



2.  Revisio de literatura

2.1 Transporte de glicose em eucariotos

A seguir, ¢ dada uma breve descrigdo do transporte de glicose em microorganismos
cucariotos e em células de mamiferos, particularmente em seres humanos, com &nfase nas
propriedades individuais dos transportadores de glicose identificados e caracterizados em

cada organismo.
Transporte de glicose em leveduras

Na levedura S. cerevisiae, o transporte de glicose, € de outras hexoses, tais como frutose e
manose, ocorre primariamente por difusio facilitada (Boles & Hollenberg, 1997). O
transporte de dissacarideos, como maltose e trealose, por outro lado, ocorre através do
co-transporte de protons (Serrano, 1977; Stambuk ef al., 1996; Stambuk ef al., 1998).

Ce¢lulas de S. cerevisiae sdo capazes de utilizar glicose, eficientemente, em um
amplo intervalo de concentragdes, desde valores muito baixos, inferiores a 5 mmol 1™, a
concentragdes de até 1-3 mol I"', observadas em seu habitat natural (flores ¢ frutas)
(Phaff, 1986; Postma ef al., 1989). Para lidar com vaniagdes de até trés ordens de
magnitude na concentra¢do de glicose, as células de S. cerevisiae dispdem de varios
transportadores, com diferentes afinidades pelo substrato. Apos o seqilenciamento do
genoma de S. cerevisiae (Goffeau et al., 1996), uma familia de vinte proteinas associadas
ao transporte de hexoses foi identificada: Hxt1p-Hxt17p, Gal2p, Snf3p e Rgt2p
(Kruckeberg, 1996).

O transporte de glicose em S. cerevisiae é finamente ajustado de acordo com a
concentragao extracelular do agucar. Dessa forma, as células asseguram que a utilizagdo do
substrato disponivel ocorra com maior eficiéncia. Este controle é exercido principalmente
ao nivel transcricional. Modificagdes pos-traducionais tém sido menos estudadas, mas a
glicose também parece atuar na modulag&o da afinidade e no controle da inativagio de
certos transportadores (Ozcan & Johnston, 1999).

A analise cinética do transporte de glicose em S. cerevisiae indica, em geral, um
sistema de transporte bifasico, representado por um componente de alta e outro de baixa
afinidade por glicose. Na presenga de alta concentragdo de glicose, apenas o componente

de baixa afinidade contribui significativamente para a captagio de glicose. E importante



reconhecer que cada um destes componentes corresponde, na verdade, a varios
transportadores atuando simultaneamente, com valores de V. € K, diferentes e em
sobreposi¢ao.

Em condigdes repressoras (glicose 2% m/v) — condigdes nas quais se observa o
efetto repressor da glicose no metabolismo -, os valores de £, dos componentes de alta e
baixa afinidade por glicose estdo em tomo de, respectivamente, 2,0 € 45 mmol I''; em
condigdes desrepressoras (glicose 0,05% m/v), os valores correspondentes de X, estdo
proximos de 0,7 € 25 mmol 1L (Coons ef al., 1995, Reifenberger et al., 1997).

As c¢lulas de S. cerevisiae possuem sete transportadores principais, que 30 0S
responsaveis majoritarios pela captagio de glicose. Estes transportadores e sua afinidade
relativa por glicose sdo: Hxtlp e Hxt3p, de baixa afinidade; Hxt2p e Hxt4p, de
alta/intermedidria afinidade; Hxt6p e Hxt7p, de alta afinidade; e Gal2p, o principal
transportador de galactose, mas que também ¢ capaz de transportar glicose com alta
afinidade. Cepas de leveduras nas quais os genes destes transportadores foram nocauteados
sdo incapazes de crescer na presenga de glicose como unica fonte de carbono
(Reifenberger et al., 1995; Kruckeberg er al., 1999).

Ao invés de estarem envolvidos no transporte de glicose, Snf3p e Rgt2p parecem
atuar como sensores de glicose, sinalizando, respectivamente, condigdes de baixa e alta
concentra¢ao do agucar. Diversas evidéncias experimentais apoiam esta suposi¢do (Ozcan
& Johnston, 1999). Entre elas, podemos destacar: 1) Snf3p € necessario para a expressio,
induzida por baixos niveis de glicose, de HX72 ¢ HXT4, enquanto Rgt2p € necessario para
a expressdo, induzida por alta concentracdo de glicose, de XTI, i1) ambos sdo incapazes
de complementar cepas mutantes de S. cerevisiae deficientes no transporte de glicose; iii) a
existéncia de mutagdes dominantes em SNF3 e RGT2 que causam a expressao constitutiva
de HXT1-HXT4, mesmo na auséncia de glicose.

Snf3p e Rgt2p sdo muito mais similares entre si (60% de identidade) do que com os
demais membros da familia ZX7 (1dentidade em torno de 30%). Em particular, estes
transportadores possuem longas e atipicas caudas C-terminais, supostamente envolvidas na
transdugdo de sinal. A similaridade entre as caudas C-terminais de Snf3p e Rgt2p se
restringe a um elemento de 25 residuos de aminoacidos, que ocorre duas vezes em Snf3p e
apenas uma em Rgt2p (Ozcan ¢/ al., 1996a).

Em Wieczorke et al. (1999), a capacidade de transporte dos demais membros da

familia HX7 foi avaliada em uma cepa de S. cerevisiae na qual todos os vinte genes desta



familia foram deletados. A excecdo de Hxt12p, que se supde que seja codificado por um
pseudogene, todos os demais sdo capazes de captar pelo menos uma dentre as quatro
hexoses: glicose, frutose, manose ou galactose.

Em outras espécies de leveduras, o estudo do transporte de glicose, sobretudo ao
nivel molecular, € relativamente recente. Apesar disso, varios transportadores de glicose,
similares aos de S. cerevisiae, foram descritos em Klwyveromyces lactis, Candida albicans,
Schizosaccharomyces pombe e Pichia stipitis.

Em K. /actis, a anélise do transporte em fung¢éio da concentra¢do de glicose revelou
a presenga de dois componentes: um de alta afinidade (K, de =~ 1 mmol 1) e outro de
baixa afinidade por glicose (X, de 20-50 mmol I'"). Ao contrario de S. cerevisize, um
numero menor de transportadores parece estar relacionado 4 capta¢ao de glicose em K.
lactis. Foram 1dentificadas duas proteinas transportadoras: Raglp, de baixa afinidade e
mnduzido por ghicose (Wesolowski-Louvel er al., 1992) e Hgtlp, de alta afinidade e
expresso de forma relativamente constitutiva (Billard ef o/, 1996).

Uma proteina de membrana, Ragdp, similar a Snf3p e Rgt2p (52-53 % de
identidade) fo1 identificada em K. lactis. Rag4p apresenta, assim como os sensores de
glicose de S. cerevisiae, uma longa cauda C-terminal, com urm elemento de 25 residuos de
aminoacidos semelhante ao encontrado duas vezes em Snf3p e uma vez Rgt2p. Além da
similaridade, evidéncias experimentals sugerem que Ragédp seja um sensor de glicose em
K. lactis, desempenhando um papel semelhante ao de Snf3p e Rgt2p em S. cerevisiae
(Svatopluk ef a/., 2001).

Em S. pombe, a captagio de glicose foi descrita por meio de um sistema dependente
de energia, acoplado ao co-transporte de prétons (Lichtenberg-Fraté ef al., 1997). Uma
familia de seis membros de transportadores de hexoses foi identificada: Ght1p-Ght6p.
Dentre estes, Ghtlp, Ght2p, Ght5p e Ght6p foram caracterizados como transportadores de
ghicose pela sua capacidade de complementar mutantes de S. cerevisiae deficientes no
transporte de glicose. A fungio de GHT3 e GHT4 fot estudada através do nocaute destes
genes, o que revelou que GH73 codifica um transportador especifico de gluconato. A
fun¢do de GHT+4 permanece desconhecida (Lichtenberg-Fraté et al., 1997;

Heiland ez al., 2000).
Na levedura patogéruca C. albicans, um transportador de alta afinidade por glicose

fo1 caracterizado por complementagio heterdloga em S. cerevisiae. O gene CaHGT!



codifica um transportador de glicose tipico de membros da MFS, com um valor de X, em
torno de 1 mmol 1™, (Varma et al., 2000).

Na levedura P. stipitis, foi demonstrado que o transporte de glicose é bifasico, com
wm componente de alta afinidade (K~ 90 umol ™) ¢ outro de baixa afinjdade por glicose
(K = 1,9 mmol ). Trés transportadores de ghcose foram identificados em P. stipitis,
Sutlp-Sut3p, que parecem ser 0s principais responsaveis pelo transporte de baixa afinidade
por glicose {Weierstall ef a/.; 1999).

E importante notar que o transporte em P. stipiftis ocorre com umna afinidade muito
maior por glicose que em S. cerevisiae. Enquanto nas células de S. cerevisiae, o transporte
de alta afinidade apresenta valores de K, em torno de 1 mmol I, em P. stipitis 0 K, ¢ da
ordem de 90 umol I'". Os valores de K, em S. cerevisiae sio tipicos de leveduras nas quais
o transporte de glicose ocorre por difusfio facilitada. Espécies de levedura adaptadas a
ambientes pobres em nutrientes, como o solo e lagos, possuem normalmente urn sistema de
transporte ativo, acoplado & captagdo de prétons, com valores de K, muito menores. E o
caso de P. stipitis e C. utilis (Phaff, 1986; Postma et al., 1989).

Em relagdo a carboidratos, o termo pobre em nutrientes refere-se, normalmente, a
concentragdes de glicose inferiores a 200 pumol I (Burgstaller, 1997). A faixa de
concentragdes de glicose associada aos termos alta e baixa afinidade, portanto, dependem,

de certa forma, do microorganismo a que se referem.
Transporte de glicose em mamiferos

O transporte de glicose em mamiferos ¢ realizado por uma familia de transportadores
pertencentes a MFS, contendo 12 segmentos transmembranicos. Os membros da familia
GLUT (glucose transporters) operam por difusdo facilitada ¢ s&o responsaveis pelo
suprimento continuo de glicose as diversas partes do corpo, além de serem cruciais na
manutengdo da homeostase sangilinea de glicose (Olson & Pessin, 1996).

Dentre 0s varios membros da familia GLUT, ou isoformas, como sdo
tradicionalmente chamados, GLUT1-4 e GLUT7 sio responsaveis pelo transporte de
glicose, enquanto GLUTS se constitui em um transportador de frutose. GLUT6 ¢

codificado por um pseudogene, contendo multiplas inser¢des e codons de terminagio.



Outros transportadores da familia GLUT foram recentemente identificados. Uma
descrigdo destes novos membros € de sua caracterizagio funcional, quando disponivel, é
dada por Joost & Thorens (2001).

No intestino e nos tabulos renais, a captagfo de glicose ocorre contra um elevado
gradiente de concentra¢io, através do co-transporte ativo de fons Na*, por transportadores
(sodium-glucose transporters, SGLTs) presentes na membrana apical das células epiteliais.
Estes transportadores sdo distintos dos membros da familia GLUT, ¢ sua expressio
tecidual é altamente especifica.

As diferentes 1soformas da familia GLUT, por outro lado, estdo presentes em todos
os tipos celulares de mamiferos, em graus variados de sobreposigdo. Apesar disso, no
entanto, é possivel delinear um quadro geral de expresséo, localizagZo e fungdo de cada
transportador.

GLUT1 ¢é expresso de forma generalizada, mas esta principalmente localizado nos
fibroblastos, entrocitos e no endotélio da barreira hematoencefalica. Além disso, GLUTI1 é
esta presente em altos niveis no tecido fetal.

GLUTS3 ¢ o principal transportador nos neurdnios e é responsavel, juntamente com
GLUT]I, pelo suprimento de glicose no tecido nervoso.

GLUT?2 é encontrado na membrana basolateral de células epiteliais do intestino
delgado, tabulo renal, células pancreaticas € figado. A glicose captada pelos
transportadores SGLTs, na membrana apical do intestino e tibulos renais, ¢ encaminhada &
corrente sangiiinea por GLUT?2.

GLUTH4, por sua vez, é encontrado principalmente nos musculos e no tecido
adiposo, nos quais € responsavel pelo transporte regulado por insulina. Na auséncia do
estimulo hormonal, a maior parte de GLUT4 esta retida em vesiculas intracelulares. Sob a
ac3o da insulina, estas vesiculas sdo rapidamente deslocadas para a superficie celular,
ocasionando um aumento agudo e intenso no transporte de glicose.

GLUT7 esta associado ao reticulo endoplasmatico (RE) de hepatocitos. A glicose
produzida no limen do RE pela a¢Zo da glicose-6-fosfatase € levada ao citoplasma por
GLUT?7, e dai encaminhada ao meio extracelular por GLUT2.

A caracterizago cinética da familia GLUT tem sido feita por diferentes métodos
experimentais e em diferentes tipos celulares (Carruthers A., 1990), o gue dificulta uma
comparag¢do adequada entre os diferentes transportadores. Isto pode ser contornado,

entretanto, pela andlise da expressiio de cada transportador, isoladamente, em odcitos de



Xenopus laevis (Olson & Pessin, 1996). Através destes estudos, € possivel vernficar que
GLUT3 e 4 sHo os transportadores que possuem maior afinidade por glicose, enquanto
GLUT2 ¢ o que apresenta a menor afinidade.

A maior afinidade de GLUT3 por glicose € particularmente importante no caso do
cérebro, que depende quase que exclusivamente de glicose como fonte de energia.

Nos hepatécitos, por outro lado, ¢ importante que o fluxo bidirecional de glicose
n3o seja uma etapa limitante, mas que ocorra liviemente de acordo com a concentragao
sangtiinea de glicose. Isto é obtido pela utiliza¢io de um transportador (GLUT2) com um
valor relativamente alto de £,,. No estado pos-prandial (apés uma refeigdo), a enirada de
glicose nos hepatécitos permite o seu metabolismo através da via glicolitica e/ou a sintese
de glicogénio. No estado de jejum, por outro {ado, a diminuig3o da atividade da glicocinase
presente no figado ¢ a ativagdo da gliconeogénese conduzem a urm aumento na

concentragio intracelular de glicose, que resulta no seu efluxo para a corrente sanguinea.
Transporte de glicose em fungos filamentosos

Os fungos filamentosos sdo organismos heterotréficos com a capacidade de utilizar uma
ampla variedade de fontes de carbono e nitrogénio. Muitas espécies sio saprofitas, capazes
de se desenvolver em matéria orgdnica em decomposi¢ao, enquanto outras se envolvem,
preferencial ou obrigatoriamente, em associa¢des parasiticas ou simbiéticas com plantas e
animais.

Além do solo, os principais habitats de fungos filamentosos s@o plantas, vivas ou
mortas, ¢ fontes de 4gua doce ou salgada. Conforme discutido anteriormente, devido a
relativa escassez de nutrientes no solo, leveduras e fungos filamentosos adaptados a este
ambiente utilizam um sistema de transporte ativo, do tipo simporte ou antiporte, COmo uma
estratégia comum para a captagao de nutrientes (Burgstaller, 1997).

Em N. crassa e Aspergillus midulans, o transporte de glicose foi caracterizado do
ponto de vista cinético na década de 1970. Ao nivel molecular, entretanto, dados sobre
transportadores de glicose sdo ainda limitados.

De acordo com Scarborough (1970 a, b), a captag@o de glicose em N. crassa, em
condi¢des repressoras, ¢ mediada por um componente de baixa afinidade

K, ~ 8 mmol '), operando por difusdo facilitada. Em condigdes desrepressoras, por outro
p

lado, observa-se a presenga de um sistema ativo, de alta afinidade (K, = 10 pmol ™.
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Em Schneider & Wiley (1971), o transporte ¢ descrito mais detalhadamente. Neste
caso, o autor descreve dois sistemas de transporte, denominados de [ e IL O sistema I,
expresso de forma constitutiva, corresponde ao transporte de baixa afinidade, com valor de
K, igual a 23 mmoi 1", em condigdes repressoras. Em condigdes desrepressoras, o valor de
Ko, 1gual a 29 mmol 1", n#o & significativamente diferente. O sistema 1, relacionado ao
transporte de alta afinidade, é reprimido por glicose e apresenta valores de &, em torno de
40 pumol I',

Embora os resultados possam n3o parecer muito consistentes entre os dois autores,
observamos que, nos dois casos, o transporte de glicose em N. crassa € mediado por um
componente de alta afinidade, com K, abaixo de 50 umol 1", dependente de energia; e por
um componente de baixa afinidade, atuando por difuséo facilitada, com uma afinidade
muito menor pelo substrato.

Recentemente, a analise de um mutante de N. crassa com o processo de
esporulagio alterado permitiu a clonagem do gene rco3, codificador de uma proteina
similar aos transportadores de hexoses de S. cerevisiae. Nestes mutantes, a esporulagio
ocorre de forma prematura, tanto em culturas liquidas quanto em meio solido
(Madi ef al., 1997).

A indugéio do processo de esporulagio em mutantes Arco3 poderia estar associada a
um decréscimo na captago de glicose, resultante do nocaute do gene. Outras observagdes,
no entanto, parecem sugerir que a proteina RCO3 seja um sensor de glicose, similar aos
sensores Snf3p e Rgt2p, de S. cerevisiae, e Ragdp, de K. lactis.

Em primeiro lugar, a express3o de rco3 € muito pequena, assim como 0COITe com
SNF3 e RGT2. Em segundo, a delego de rco3 afeta o transporte tanto em alta quanto em
baixa concentracio de glicose, sugerindo um papel regulador de RCO3 na captagdo de
glicose em N. crassa. Além disso, nos mutantes Arco3 ocorre um alivio parcial da
repressio por glicose.

Interessantemente, o transportador/sensor RCO3 apresenta uma longa cauda C-
terminal, assim como Snf3 e Rgt2, mas sem a presenga do elemento conservado de 25
residuos de aminoacidos, que aparece em Snf3p, Rgt2p e Ragdp.

Em A. nidulans, a captagdo de glicose ocorre por um sistema de transporte ativo ¢
constitutivo, cuja atividade independe da fonte de carbono. Estudos de competigao

mostram que a captagio de glicose e frutose ocorre por 2 sistemas de transporte distintos,
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com valores de K, em torno de, respectivamente, 60 e 200 umol 1!
(Mark & Romano, 1971).

No fungo 7. harzianum, que tem sido muito investigado pelo seu potencial de uso
como agente de controle biologico, foi descrita a caracterizagdo de um transportador de
alta afinidade por glicose, denominado de GTT1 (Delgado-Jarana et al., submetido).

A analise funcional de g/ foi feita através da sobreexpressio do gene em células
de T, harzianum. Os autores observaram um aumento de, aproximadamente, 2,5 vezes na
captagio de glicose em uma cepa contendo o gene gi// sob o controte de um promotor
constitutivo. A expressio de g#// ¢ induzida em baixos niveis de glicose, € parece ocorrer
de forma constitutiva na presenga de glicerol. Em alta concentragéo de glicose, a expressiao
do gene € reprimida.

A analise cinética da captacdo de glicose em 7. harzianom revelou a presenga de
um transporte de alta afinidade por glicose, com valor de X, em torno de 12 umol 1",
semelhante aos valores observados em N. crassa € 4. nidulans.

No fungo micorriza Amanita muscaria — micorrizas sao associagdes simbidticas
estabelecidas entre determinados fungos de solo e raizes de plantas -, fo1 descrita a
caracterizagiio de um transportador de monossacarideos, AmMST]1, visando 4 melhor
compreensio, ao nivel molecular, do suprimento de carboidratos derivados da planta para o
fungo (Nehls et al., 1998).

A caracteriza¢io funcional do gene Ammst! foi feita através da complementagio de
mutantes de S. pombe (Mildbradt & Hofer, 1994), deficientes no transporte de glicose

A analise da expressdo de Ammst] em diferentes concentragdes de glicose indica
que o gene € expresso de forma relativamente constitutiva em baixos niveis de glicose, ¢ ¢
induzido por concentragdes acima de 5 mmo! 1.

No fungo fitopatogénico Uromyces fabae, um parasita biotréfico obrigatério, um
transportador de glicose, HXT1, foi recentemente identificado (Voegele et al., 2001). Este
gene foi clonado em um trabalho de pesquisa por genes preferencialmente expressos em
estruturas denominadas haustoria, que se originam da hifa do parasita € penetram as
células do hospedeiro para a captag@o de nutrientes.

A caracteriza¢io funcional do gene foi feita por complementagio de mutantes de
S. cerevisine (Reifenberger ef al., 1995). A analise do transporte neste sistemna heterologo
forneceu um valor de K, de 360 umol i"!. Dados de northern blot e imunofluorescéncia

indicam que o transportador & expresso exclusivamente em haustoria, o que fornece



evidéncias concretas de que estas estruturas estio envolvidas com a captagdo de agucares
nestas espécics de fungos parasitas.

Em A. parasiticus, foi feita a identificagdo de um suposto transportador de glicose,
JixtA (Yu et al., 2000), com base na analise da seqiiéncia nucleotidica do gene. Nenhum

estudo funcional foi realizado, no entanto.

2.2 Estimulo do transporte de glicose por hipoxia

A excegio dos organismos estritamente anaerobicos, todos os demais organismos
dependem de oxigénio molecular. Mecanismos adequados para detectar a disponibilidade
de oxigénio ¢ capacitar as células a sobreviver a baixas concentra¢6es (hipoxia) ou &
auséncia de oxigénio (anoxia) foram desenvolvidos nos mais diversos organismos, de
bactérias a humanos.

A adaptagdio a hipoxia envolve tanto alteragdes imediatas no metabolismo, através
do controle da atividade enzimatica, quanto alteragdes no perfil de expressio genica
(Bunn & Poyton, 1996). Ao nivel molecular, o estudo da adaptagdo das células a hipoxia e
do oxigénio como um importante regulador da expressdo génica iniciou-se com o estudo
do controle da eritropoiese — produgdo de eritrécitos — pelo hormonio eritropoetina (EPO)
(Jelkmann, 1992). A produgdo de eritropoetina ¢ estimulada por hipoxia, em c€lulas
especificas do figado e rins.

Culturas de células humanas de hepatomas, Hep3B e HepG2, forneceram um
sistema adequado ao estudo dos mecanismos moleculares de regulagio do gene de
eritropoctina (Goldberg et al., 1988). Neste sistema, uma seqiiéncia reguladora responsavel
pelo controle da expressio por oxigénio foi localizada a 3” do gene de EPO, e recebeu a
denominagio de erythropoiein 3 ‘enhancer (Beck et al., 1991; Semenza ef al., 1991).

Posteriormente, o fator de transcri¢io nuclear HIF-1 (hypoxia inducible factor-1)
foi identificado pelas suas propriedades de ligagdo ao enhancer de EPO, através do
reconhecimento da seqiiéncia 5’-TACGTGCT-3’ (Semenza & Wang, 1992;

Wang, et al., 1995).

Além do gene de EPO, varios outros genes induzidos por hipoxia, denominados de

genes hipoxicos, foram identificados em cétulas de mamiferos. Alguns destes genes sao

expressos em tecidos especificos, enquanto outros fazem parte de processos celulares
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basicos. Entre estes se destacam 0s genes de transportadores de glicose e de enzimas da via
glicolitica (Semenza et al., 1994; Ebert ef al., 1995, Behrooz & Ismail-Beigi, 1999).

Interessantemente, foi demonstrado que o enhancer de EPO € capaz de conferr a
genes reporteres um padrio de expressio semelhante ao de eritropoetina, em tecidos (pele,
pulmdes, ovario) que n3o expressam o hormdnio (Maxwell e a/., 1993). Estas ¢ outras
evidéncias experimentais sugeriram a existéncia de um mecanismo de regulagdo comum
por oxigénio, semethante em diferentes tipos de células (Semenza ef al., 1994;

Forsythe e/ al., 1996).

Em células de mamiferos, durante periodos de hipoxia, a expressdo de genes de
enzimas da via glicolftica ¢ estimulada, enquanto a expresso de enzimas do ciclo dos
4acidos tricarboxilicos é reprimida, visando 4 manutengéo da produgdo de ATP através do
metabolismo anaerébico (Webster, 1987). O suprimento de energia através da via
glicolitica, com a redugdo de piruvato a lactato, depende de uma maior demanda de
glicose.

Por sua vez, o transporte de glicose na maior das células € um dos fatores imitantes
na utiliza¢do do agucar. Portanto, a eficiéncia da ativagdo da via glicolitica como forma de
geracio de energia depende de um estimulo simultineo do transporte de glicose. A
ativagio do transporte de glicose em células de mamiferos por hipoxia € um fendmeno bem
caracterizado (Jsmail-Beigi, 1993) e se d4, principalmente, pela indugZo do transportador
de glicose GLUT1. O estimulo de GLUT 1 se d4 por meio de modificagdes pos-
traducionais - deslocamento de GLUT]1 localizado em vesiculas intracelulares para a
superficie celular e ativagio de moléculas ja localizadas na membrana plasmatica — ¢ pelo
aumento na expressio de seu gene (Behrooz & Ismail-Beigi, 1999).

Inibidores da fosforilagdo oxidativa, tais como azida, cianeto ¢ rotenona, ndo
estimulam a produgdo de EPO, o que sugere que o sistema responde primariamente a
conceniragio de oxigénio, e nfo a conseqiiéncias secundérias da inibigdo da respiragéo
(Necas & Neuwirt, 1972; Tan & Ratcliffe, 1991). A captagéo de glicose por GLUT1, no
entanto, é estimulada por inibidores da cadeia respiratéria (Shetty e/ al, 1993), o que
sugeriu, inicialmente, que 0s mecanismos de indugdo de GLUT1 e de EPO fossem
fundamentalmente diferentes, estando o estimulo da atividade de GLUT1 determinado pelo
comprometimento da atividade mitocondrial.

Ebert et al. (1995) demonstraram, em células humanas de hepatomas, que, na

verdade, a regulagio de GLUT]1 ¢é similar a de EPO. A analise da regifo promotora de
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GLUTI mostrou que dois elementos de controle distintos operam na regulagio do
transportador: um elemento sensivel aos inibidores da atividade mitocondrial, cuja
mutagdo suprime a resposta a azida, mas n3o a hipoxia; ¢ um elemento semelhante ao sitio
de HIF-1, responsavel pelo controle do oxigénio.

Em S cerevisiae, estudos globais do perfil de expressio génica revelaram que, no
rearranjo metabdlico provocado pela falta de oxigénio, os genes envolvidos com o
metabolismo de reserva de carbotdratos e a via glicolitica s3o induzidos, enquanto genes
dos complexos respiratorios 111, IV e V e do ciclo dos acidos tricarboxilicos encontram-se
reprimidos (Kwast et al. 2002).

O principal, e mais bem caracterizado, regulador da expressdo dos genes
controlados por oxigénio em S. cerevisiae é o repressor Rox1p (Lowry & Zitomer, 1988;
Balasubramanian et al., 1993), responsével pela repressdo, em condi¢fes normais de
oxigénio, de grande parte dos genes hipdxicos.

Recentemente, fo1 demonstrado que o gene OLE/, codificador da proteina A-9
acido graxo dessaturase, envolvida na biossintese de acidos graxos insaturados, ¢ CYC7, da
proteina iso-2-citocromo ¢, de S. cerevisiae, sdo regulados de forma semelhante aos genes
induzidos por hipoxia em células de mamiferos (Kwast er al., 1999).

A expressdo regulada por oxigénio de OLEJ foi posteriormente investigada por
Vasconcelles ef ¢/. (2001). Um elemento de controle em c¢is responsavel pela indugdo do
gene por hipoxia, denominado de LORE (low oxygen response element) foi identificado
por meio de genes reporteres e experimentos de gel de retardamento. A seqiiéncia de
LLORE ¢ 5’-ACTCAACAA-3’. Esta sequiéncia foi vasculhada no genoma de S. cerevisiae
por métodos computacionais, tendo sido identificada nos promotores de outros genes
regulados por oxigénio.

LORE e o sitio de HIF-1 em células de mamiferos, discutido anteriormente,
parecem estar relacionados funcionalmente, apesar da falta de similaridade entre suas
seqiiéncias. Homologos de HIF-1 ndo foram identificados em S. cerevisiae, apesar de
terem sido 1dentificados em outros organismos, tais como rato, camundongo € Drosophila
melanogaster (Vasconcelles et al., 2001).

A regulacdo dos membros da familia HXT de S. cerevisiae tem sido intensamente
investigada em relagfo a natureza ¢ a dispontbilidade da fonte de carbono no meio. A
influéncia do oxigénio na expressdo destes genes tem recebido, de certa forma, menos

atencao.
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Em Diderich er al. (1999), no entanto, o transporte de glicose e a expressio dos
genes HXT de S. cerevisiae foram estudados em diferentes condigdes de cultivo, na
presenga € na auséncia de oxigénio. Neste frabalho, nfio se observaram altera¢des
significativas no padrio de expresséio dos principais transportadores de glicose durante o
crescimento da levedura em condigBes anaerdbicas.

Do mesmo modo, trabalhos de andlise do perfil global de expressdo génica em S.
cerevisiae (Ter Linde ef al., 1999; Kwast er a/., 2002) nio mencionam 0s membros da
familia AXT entre os grupos de genes que se encontram induzidos ou reprimidos na
auséncia de oxigénio.

A regulagdo do transporte de glicose em S. cerevisiae, portanto, parece ser diferente
do que se observa em c€lulas de mamiferos, pelo menos ao nivel transcricional. Em relagio
a 1550, € iImportante notar que, ao contrario de células de mamiferos, a levedura S.
cerevisiae ¢ um microorganismo anaerobico facultativo, capaz de se desenvolver na

auséncia de oxigéno.,

2.3 O fungo filamentoso 7. reesei

O genero Trichoderma compreende fungos sapréfitos que habitam o solo de maneira
generalizada. As espécies de fungo pertencentes a este género sio tradicionalmente
reconhecidas pela produgéo de uma série de enzimas hidroliticas, que incluem celulases,
hemicelulases e quitinases (Eveleigh & Klein, 1998).

Diversas espécies deste género, com destaque a 7. reesei, t€m sido utilizadas na
producdo comercial de varias enzimas, em especial celulases e hemicelulases, cuja
aplicagéio tem sido aproveitada nas industrias t€xtil € de alimentos. Outras espécies, tais
como 7. harzianum, tém sido muito investigadas pelo seu potencial de uso como agentes
de controle bioldgico, conforme dito anteriormente.

Além de sua importdncia econdmica, o género 7richoderma tem sido utilizado no

estudo de diferentes fendmenos bioldgicos.

T. reesei

O fungo 7. reesei é denivado de uma unica cepa selvagem conhecida, QM6a (Lieckfeldt es

al., 1998). O fungo se reproduz de forma assexuada pela producfo de conidios, de cor
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verde e elipsoides (3,5-4,5 x 2,3-3,0um). As hifas sdo septadas ¢ polinucleadas, com
didgmetro de 5 a 10 um. Em cultura, formam-se coldnias brancas ou amarclas, de répido
crescimento - 5,5-7 em de didmetro, a partir do ponto de indculo dos conidios, apds 4 dias,
2 20° C, em extrato de malte 2 % (m/v) (Gams & Bisset, 1998).

A carjotipagem na linhagem selvagem QM®6a ¢ em cepas hiperceluloliticas, tais
como a cepa QM 2414 ( Montenecourt & Eveleigh, 1979), revelou a presenga de 7
cromossomos, através da eletroforese de campo pulsado. As 7 bandas t€m de 2,8 a 6,9 Mb.
Estima-se que todo o genoma de T. reesei tenha de 31 a 39 Mb (Mantyla ef al., 1992;
Herrera-Estrella ez af., 1993).
eculares, Kuhls e¢ al. (1996} estabeleceram que o fungo 7.
reesei corresponde d forma anamorfica do fungo ascomiceto Hypocrea jecorina. (O estagio
de vida sexuada dos fungos é denominado de teleomérfico, ¢ o de vida assexuada, de
anamorfico.)
A <lassificacio taxondmica de 7. reesei, de acordo com o National Center for
Biotechnology Information (NCBI) Taxonomy daiabase
(http ./ vovwsw. nebi.nlm. nih. gov/Taxonomy/tax. hitml), €:

Nuamero de Identificagdo (Taxonomy ID munber): 51453,

Reino: Fungi;
Filo: Ascomycota;

Ordem: Hypocreales;

Género: Hypocrea;

Espécie: Hypocrea jecorina (Irichoderma reeser).

O fungo 7. reesei tem sc¢ destacado, particularmente, em estudos sobre a
degradagio da celulose - um polimero linear, ndo ramificado, constituido de unidades de
slicose unidas por ligagGes B-1, 4 -, e outros polissacarideos.

O sistema de celulases de 7. reesei (Montenecourt, 1983) &, provavelmente, um dos
mais extensivamente estudados em seus diversos aspectos, fais como o mecanismo de agido
das cclulascs (rwin ef al., 1993; Henrissat, 1994) ¢ a regulagdo da cxpressio de scus goncs
(El-Gogary et al., 1989; Abrahao-Neto et al., 1995; Henrique-Silva et al., 1996;

Carle-Urioste ef al., 1997).
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Ha 3 classes principais de celulases no sistema celulolitico de 7. reeser:
cndoglucanases (EGs), responséaveis pela clivagem de ligagdes glicosidicas internas;
celobiohidrolases (CBHs), com a fungdo de liberar residuos de celobiose, um dimero de
glicose em ligacdo B-1,4, das extremidades das cadeias de celulose ; ¢ B-glicosidases, que
atuvam na etapa final de hidrolise, produzindo glicose a partir de celobiose ¢ outros
oligossacaridcos (para wina rovisao, consulic Biguin, 1990).

O sistema de celulases de T. reesei € induzido, ao nivel transcricional, em pelo
menos 1000 vezes por celulose (Carle-Urioste ef af., 1997). A expressio do sistema ¢ feita
de forma coordenada, ou seja, o nivel relativo das diferentes celulases mantém-se constante

cm difcrentes con tetal., 1996).
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Os mecanismos de regulacio dos genes das celulases de 7. reeses tém sido
ntensamente investigados. No atual modelo, o sistema de celulases & expresso
continuamente, ¢ esta expressdo basal do sistema € necessaria para a formago de um
tormnb Mandcls, 1979).

O dissacarideo soforose, constituido de dois residuos de glicose em ligagio -1, 2, €
um dos mais potentes indutores das celulases de T. reesei (Sternberg ¢ Mandels, 1979) ¢
acredita-se que seja o indutor natural do sistema. A soforose seria produzida a partir de
celobiose pela atividade de transglicosilagdo de f-glicosidases. Esta hipdtese € sustentada
pela demonstracio de que soforose e outros dissacarideos sdo produzidos pelo sistema de
celulases de 7. reesei in vitro, a partir de celulose ¢ celobiose (Vaheri ef af. 1979).

Intimeros trabalhos realizados em 7. reesei tém abordado diversos outros aspectos
selulares, aldm da degradagdo de celulose. Destacamos trabalhos recentes sobre og
mecanismos de repressdo por glicose (Cziferszky ef af, 2002) € o padrdo de expressio dos
genes envolvidos no metabolismo da glicose (Chambergo et al., 2002).

Estes trabalhos tém fornecido informag6es importantes sobre as similaridades

:' P YA Tal =3 "ll.ﬂ TN OO O O b o " o iF .{‘\Mn{‘i ey l+‘: -711" 1"‘ Pa) Ty ;A 1 o
if!]f\.dvu\raa detais PIroCessaGs entre NUCIrOGIganisimos MuliCoarcs © unicelulares.
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3. Obijetivos

A fim de permitir o estudo mais ampto de 7. reesei, nas areas de biologia molecular e
celular, um banco de dados de ETSs foi desenvolvido por nosso laboratorio, ¢ encontra-se

disponivel no enderego http://trichoderma.iq.usp.br.

Neste banco, foram identificados dois genes de provavets transportadores de
glicose, denominados de 7rhxt! e Trhxt2 (de Trichoderma reesei hexose transporter). Os
objetivos do presente trabalho consistem, primariamente, no estudo do transporte de
glicose em 7. reesei e na caracterizagao, estrutural e funcional, dos genes 7rhxt] e Trhxt2

Trés aspectos gerais serdo abordados no estudo da fungdo destes genes:

1. adeterminacio e analise computacional da estrutura primaria de cada
gene, em um estudo comparativo com transportadores de glicose de outros organismos;
i, o estudo de sua expressdo em diferentes concentragdes de glicose, em
diferentes fontes de carbono e em fungo da disponibilidade de oxigénio;
iii. e a determinagio de seus parAmetros cinéticos, em cepas mutantes nas

quais os genes foram nocauteados.

Em ultima anlise, nosso objetivo consiste em determinar a fungio de cada gene,
considerando-se e relacionando suas propriedades as condigdes do habitat natural de

7. reesei.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Microorganismos

A cepa QM 9414 de 7. reesei, obtida da American Type Culture Collection
(ATCC, 26921), foi utilizada em todo o trabalho.

As cepas de S. cerevisiae e de S. pombe utilizadas nos experimentos de expressio
heteréloga estdo relacionadas na Tabela 1.
Células de Escherichia coli XL1-Blue MRF’ (Stratagene) ¢ DHSaF’ (Invitrogen)

foram utilizadas rotineiramente na propaga¢io de plasmideos.

Tabela 1 Cepas de leveduras utilizadas neste trabalho

Levedura Cepa Gendtipo Referéncia
S. cerevisine  KY73 MATa hxt]A::HIS3Ahxtd hxe5::LEU?2 Kruckeberg ef al. (1999)
Fret2 A HIS3 hxt3A:LEU2:  hxt6
hx17::H183 gol2A::DR® ura3-52 his3-11,15
ley2-3,112 MAL2 SUC2 GAL MIEL
S. pombe YGS-5 h™ leni-32 ghtl ght5 ght6 Mildbradt & Hofer (1994)
® Direct Repear

Tabela 2 Cepas da bactéria £. coli utilizadas neste trabalho

Cepa Genétipo

XL1-Blue MRF' F’::Tnl0 proAd*B" laclq A(lacZ)M15/vecAl endAl gyrA96 (Nal') thi
hsdR17(rymy") supE44 reldl lac

DHSoF” F’lendA ] hsdR17(rym.") supE44 thi-1 recAl gyrA(NaS) relAl AflacIZYA-

argF) U169 deoR (#80dlacA(lacZ)M15)

4.2 Condigdes de crescimento

A preparacgio e manutencdo de culturas de 7. reesei foram feitas conforme descrito
anteriormente (El-Gogary et «/., 1989). Em meio solido, o fungo foi mantido em placas de
potato dextose agar (PDA) (DIFCO), a 28°C. Culturas liquidas foram realizadas pelo
inocuto de esporos de 7. reesei em meio minimo ou em meio rico, a 28°C, sob agitagio
constante de 200 rpm.

Esporos de 7. reesei foram recolhidos em NaCl 0,9 % (m/v), a partir de placas de
PDA de 7 a 10 dias de cultivo.

A composi¢do do meio minimo, em g 1!, & (NH),S04 2,1; MgSO4e7 Hy0 0.3;
CaClye2 H,0 0,3; FeSOse7 HyO 5 x 107 MnSO4H20 1,6 x 107, CoClye6H,02 x 1075 ¢
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ZnSO4»7 H,0 1,4 x 107 O cloreto de calcio e os metais de transi¢io foram adictonados
apos a autoclavagem do meio, a partir de solugdes concentradas estéreis.

O meio rico corresponde ao meio minimo suplementado com uréia 0,3 g1
proteose peptona 2 g 1" e tween (80) 2 ml 1.

A preparagdo e manutengiio de culturas de levedura foram realizadas segundo
Sambrook ez al. (1989) e/ou Ausubel ef al. (1992).

Culturas de S. cerevisiae foram realizadas em meto minimo, yeast nitrogen base
(YNB) 0,7 % (m/v) (Amresco), ou em meio rico, constituido de extrato de levedura 1 %
(m/v) (Amresco) € peptona 2 % (m/v) (Sigma), com uma fonte de carbono apropriada.

Em meio minimo, as culturas foram suplementadas com os aminoacidos
apropriados, de acordo com as exigénctas nutricionais de cada cepa.

Na preparagio de meto sdlido, acrescentou-se agar 2 % (m/v) (Calbiochem).

As culturas de S. pombe foram realizadas no meio minimo de Edinburgh (EMM)

(Moreno et al., 1991), ou em meio tico, conforme descrito para S. cerevisiae.
4.3 Cultura continua de T. reesei

Culturas continuas de 7. reesei foram realizadas no Departamento de Engenharia Quimica
da Escola Politécnica da USP-SP, em um trabatho de colaboragdo com os professores
Andreas K. Gombert ¢ Aldo Tonso.

Os experimentos foram realizados em um reator New Brunswick — Bioflo,
equipado com dois eletrodos de O, e acoplado a wn analisador de gases (CO; e Oy). As
culturas foram realizadas em um volume de 2 1, a 28°C, sob agitag¢io constante de 900 rpm,
a uma taxa de diluigdo de 0,1 h™. O pH foi mantido entre 6,1 ¢ 6.4, através da adi¢éo
automatica de NaOH 1 mol I'",

O meio de cultura utilizado foi 0 mesmo descrito anteriormente, suplementado com
extrato de levedura 0,1 % (m/v). A glicose for utilizada como substrato limitante, e sua
concenira¢do no meio de abastecimento foi de 100 mmol I'!. As culturas foram
monitoradas continuamente, através de aliquotas retiradas para a determinagéio da
concentragdo de glicose, peso seco e preparagdo de amostras de RNA.

Uma vez estabelecido o estado estacionario do cultivo continuo, o efeito do
oxigénio na expressdo génica de 7. reesei fol investigado através da redugéo gradual da

concentragio de oxigénio, em intervalos de 1 h. Ou seja, apds cada redugdo na



concentragdo de oxigénio, o fungo foi deixado na nova condi¢do por 1 h; uma amostra foi,

entdo, recolluda para analise, e a concentragdo de oxigénio reduzida novamente.
4.4 Técnicas Gerais de Biologia Molecular

Os procedimentos de manipulagio de acidos nucléicos foram efetuados, em geral, segundo
Sambrook e? al. (1989) e/ou Ausubel et al. (1992), ou de acordo com os protocolos
fomecidos pelos fabricantes dos produtos utilizados.

Oligonucleotideos foram adquiridos das empresas Operon ¢ Invitrogen.

Os radionuclideos, [y->*P] ATP, [a-32P] dATP ¢ D-[U-MC] glicose foram
adquiridos das empresas Amersham Biosciences e REM Indistna ¢ Comércio.

A preparagio de amostras de DNA gendmico de 7. reesei foi feita pela maceragdo
do micélio do fungo, em nitrogénio liquido, seguida de extragGes com
tenol:cloroformio:alcool isoamilico (25:24:1) (Amresco), de acordo com El-Gogary et al,,
(1989).

A preparagdo de RNA foi feita com TRIzol ® Reagent (Invitrogen), segundo as

instrucdes do fabricante.

4.5 Plasmideos
Gene Trhxtl

Fragmentos de DNA gendmico contendo toda a seqiiéncta codificadora do gene Trixt]
foram isolados na triagem de uma biblioteca gendmica de 7. reesei, construida no fago
Lambda Dash™ 11 (Matheuccl, 1993). Um dos fagos obtidos na triagem desta biblioteca,
denominado de fago AHXT1a, fot utilizado na identificaciio e clonagem de 2 fragmentos
BamH]I, de 2,2 e 4 kb, que originaram, respectivamente. os plasmideos pTH2 e pTH4 (veja
a Fig. 6, pag. 37). Os fragmentos foram clonados no vetor pBluescript KS(-) (Stratagene).
O plasmideo pYH41 fo1 utilizado no teste de complementagéo de S. cerevisiae. Na
constru¢do de pYH41, toda a sequéncia codificadora de 7rhaxt! for amplificada, por PCR, a
partir do plasmideo p27, isolado de uma biblioteca de cDNA (veja a Fig. 6, pag. 37). Sitios
de restrigdo adequados foram inseridos nos primers para a clonagem do produto de PCR no

vetor pJN40 - trata~se de um vetor de express@io em S. cerevisiae, de multiplas copias,
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contendo um promotor mnduzivel por cobre e tendo uracila como sua marca de sele¢do
(Gietz & Sugino, 1988).

O gene HXT2, de §. cerevisiae, utilizado como controle positivo no teste de
complementagao, foi clonado no mesmo vetor (pJN40). A seqiiéncia codificadora de HX72
foi obtida, por PCR, do DNA genomico de S. cerevisiae.

O teste de complementagio de S. pombe foi realizado com o plasmideo
pPREP-TrHXT]. A consfrugdo deste plasmideo fol andloga a de pYH41. Neste caso, o
gene Trhxt] e o gene GHTI, de S. pombe, utilizado como controle positivo, foram
clonados no vetor pPREP1 — um vetor de expressdo em S. pombe, de miltiplas copias,
contendo um promotor reprimido por tiamina e tendo leucina como sua marca de sele¢do
(Maundrell, 1993). A seqiiéncia codificadora de GHT'! foi amplificada, por PCR, do DNA
gendmico de S. pombe.

O plasmideo pH2 fo1 construido para o nocaute do gene 7rhxt! em células de
T. reesei. A seqiéncia codificadora de 7rhxt/ for interrompida pelo gene hph, de
higromicina fosfotransferase (Gritz & Davies, 1983), em um sitio conveniente da enzima
Sall. Primeiramente, um fragmento BamHI-Sall (de 1,7 kb), isolado de pTH2 (descrito
anteriormente), foi ligado a um fragmento de, aproximadamente, 2,2 kb, contendo o gene
hph sob o controle do promotor do gene de triptofano C de A. midulans (Staben et al.,
1989), no vetor pBluescript XS (-) (Stratagene) - o fragmento BamHI-Sall contém o
promotor ¢ parte da regido codificadora de 7rAxt/. O plasmideo obtido foi denominado de
pH1. Em seguida, o plasmideo pH1 foi ligado a um produto de PCR de 3 kb - este produto
de PCR fot obtido a partir do plasmideo pTH4 (descrito anteriormente) -, da regifio 3° de
Trhxtl, originando o plasmideo pH2.. Finalmente, o inserto de pH2 foi1 utilizado como um
cassete de integrag@o para o nocaufe de 77/xt/ em esporos de 7. reesei (veja a Fig. 19A,
pag. 64).

Gene Trhxt2

Um plasmideo contendo parte da seqiiéncia codificadora de 7r/2xt2, denominado de p26,
foi isolado da biblioteca B de 7. reesei (veja a Fig. 8§, pag. 41). Postertormente, 0 inserto
deste plasmideo foi utilizado como sonda na triagem da biblioteca A. Um plasmideo foi

obtido foi obtido e denominado de p28 (veja a Fig. 8, pag. 41).
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4.6 Banco de dados de ESTs de T. reesei

O banco de dados de ESTs de 7" reesei fo1 desenvolvido a partir do seqiienciamento
aleat6rio ¢ em larga escala de duas bibliotecas de cDNA, designadas de A e B.

A construgio e seqiienciamento da biblioteca A estdo descritos em Chambergo ef
al. (2002). Amostras de RNA total, preparadas a partir do micélio do fungo cultivado na
presenga de glicerol, foram utilizadas para a preparagdo de mRNA poly(A)", a partir de
oligo(dT) primers, utilizando-se o Poly (4)" Quick ® mRNA isolation kit (Stratagene).

A construgio da biblioteca foi feita no vetor Uni-ZAP® XR vector (Stratagene).
Neste sistema, os plasmideos obtidos contém insertos de cDNA clonados de forma
direcionada, entre os sitios de restrigdo L£coRI e Xhol do vetor.

O seqiienciamento da biblioteca foi feito a partir da extremidade 5° dos Insertos de
cDNA, utilizando-se 0 método de didesoxinucleotideos trifosfatos (ddNTPs) (Sanger et al.,
1977), em um sequenciador automatico AB/ Prism 377 DNA Sequencer (Perkin Elmer).

Biblioteca normalizada

A biblioteca B, a0 contrario de A, é normalizada. A sintese de cDNA a partir de oligo(dT)
primers foi feita com o SMART PCR ¢DNA Synthesis Kit (Clontech). A normalizagdo foi
feita com bases nas metodologias de representagio diferencial de genes e PCR supressivo
(Clontech PCR-Select cDNA Substraction Kit, Clontech). Sucintamente, a biblioteca fo1
construida do seguinte modo. Apos a sintese, 0 cDNA foi clivado com a enzima de
restrigio Rsal, uma enzima cujo sitio de restrigdo € constituido de 4 pb. Obtém-se, desse
modo, fragmentos menores de cDNA, os quais podem ser, posteriormente, matis facilmente
recuperados por PCR. No passo seguinte, o cDNA ¢ ligado, separadamente, a dois
adaptadores diferentes (1 e 2). Seguem-se, entdo, duas etapas de hibridizagio: a prnimeira
envolve a hibridizag#o entre si das moléculas de cDNA ligadas a um mesmo adaptador; na
segunda etapa, realizada imediatamente apos a primeira, as 2 populagdes sdo misturadas e
a hibridizagdo deixada prosseguir por mais tempo.

Na primeira etapa de hibridizago, as moléculas presentes em maior abundancia
irdo se reassociar mais rapidamente que as demais, formando fragmentos em dupla fita que
contém 0 mesmo adaptador em ambas as extremidades. O tempo de hibridiza¢do €

fundamental, uma vez que as moléculas presentes em menor abundéncia devem permancer



24

na forma de fita simples. Na segunda etapa, quando as 2 popula¢des sdo misturadas, as
moléculas que permaneceram em fita simples durante a primeira etapa iro se reassociar,
originando hibridos com um adapatador de cada tipo em cada extremidade.

Finalmente, faz-se uma reagio de PCR na qual apenas os hibridos, que contém
ambos os adaptadores, 1 € 2, sdo amplificados, obtendo-se a biblioteca normalizada. As
moléculas de cDNA em dupla fita que contém o mesmo adaptador, obtidas na primeira
etapa de hibridizagdo, ndo s3o amplificadas devido & estrutura secundaria que se forma
pelo pareamento entre os adaptadores. Este € o denominado PCR supressivo.

O seqlienciamento da biblioteca B foi realizado pelo mesmo método utilizado no
seqilenciamento da biblioteca A, utilizando-se neste caso, porém, um segiienciador

automatico MegaBACE 1000 (Amersham Bioscience).

Andlise computacional dos dados

A analise computacional dos dados obtidos no segilenciamento das bibliotecas A e B foi
feita de forma semelhante. As seqtiéncias foram anabisadas pelo programas
phred/phrap/crossmaich (Ewing et al., 1998; Ewing & Green, 1998; Gordon et al., 1998).
Apenas os ESTs contendo, pelo menos, 150 pb de comprimento com quatidade (Q) = 20,
de acordo com op programa phred, foram aceitos. As que néo se encaixaram neste critério
foram rejeitas e descartadas da base de dados.

Em seguida, arquivos em formato fasta, contendo seqiiéncias simples (singlets) ou
agrupadas (contigs), foram enviados, utilizando-se o programa BlastC13 (NCBI), para
comparag¢fo com a base de dados, ndo redundante (NR), de proteinas do GenBank (NCBY).
O programa BLASTX foi utilizado nesta anélise comparativa (Altschul ef al, 1990)
(NCBI), com os seguintes pardmetros: filtro de baixa complexidade, matrix de comparagao
BLOSUM 62, base de dados ndo redundante ¢ codigo genético padrio.

Os alinbamentos produzidos pelo programa BLASTX e os respectivos valores de
score e e-value, que indicam a significAncia dos resultados obtidos, foram utilizados na
atribuic3o de fungio aos ESTs. Seqiiéncias que apresentaram valores de score 2 80 foram
consideradas identificadas, e aquelas com score < 80, nao identificadas.

Posteriormente, os genes foram classificados de acordo com a sua funcio, com base

em crtérios semelhantes aos do banco Expressed Genome Anatomy Database (EGAD) do



instituto de pesquisa TIGR (The Institute For Genomic Research)

(bttp://tigr.org/docs/tiger-seripts/egad_scripts/role report.spl) (White er al., 1996).

47  Sequenciamento dos genes Trhxtl e Trhxi2

O sequenciamento completo dos genes 7Trixt] e Trhxi2 foi feito por primer walking € por
shotgun, utilizando-se um sequienciador automatico ABI Prism 377 DNA Sequencer
(Perkin Elmer) ou um seqtenciador MegaBACE 1000 (Amersham Bioscience).

Os oligonucleotideos utilizados no sequenciamento por primer walking estio

relacionados nas Tabelas 3 € 4. As 2 fitas de DNA foram seqiienciadas com estes conjuntos

de oligonucleotideos. O espagamento médio entre os primers ¢ de 500 pb.

Tabela 3 Oligonucleotideos utilizados no seqiienciamento do gene Trixt]

Seqiiéncia

Oligonucleotideo
HXTI1-F1 5 - CTGCAAGAGTATCARAGAGT - 3°
HXT1-F2 5 - TTGGCATGCTCATTGTCGCC - 3°
HXTI1-F3 57 - CTTCATGATGATGCCGCTTC - 3°
HXT1-F4 5% - TCATCAACGTGCTGATGACC - 3°
HXT1-F5 5' - CGTACCTCATCTTTGCCATC - 3°
HXTI1-F6 5% - GCAGTCTATCAGTCTGTGCC - 3°
HXTI1-R1 5% - AGACGACTATTAAGCGCTGC - 3°
HXT1-R2 5 - AARCATGGCCTCCGTCTCCTC - 3°
HXT1-R3 5° - GACGACTTCACCGTAGGTGG — 3°
HXT1-R4 5" - CTTGAACAGGTCGAGGTAGG ~ 3°
HXT1-RS 5% - GCTTGGAGGGAGGCGARATC - 3°
HXT1-R6 5% - TCGAAGCCGAACAACGCGCC - 3°

F e R, na identificagiio dos oligonucleotideos, referem-se a forward e reverse
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Tabela 4 Oligonucleotideos utilizados no seqiienciamento do gene 7rhxs2

Oligonucleotideo Seqiiéncia
HXT2-F1 5% - TGCTTCAAGGGCTCTCTGTG - 3°
HXT2-F2 5% - GGTCAACGTCTGCTCTACIC - 3°
HXT2-F3 5% - ACCTTTGCCGCTCAGATGGG - 3°
HXT2-R] 5" - CCATCCGGAAGCAGGAGAGTCCT - 3°
HXT2-R2 5 - AGGTGGAGGCGAAGAARGARAG — 3~
HXT2-R3 5° - GGCTGATGCAGAACTGGTAG - 3°

F e R, na identificagio dos oligonucleotideos, referem-se a forward e reverse

O método de shotgun foi utilizado, particularmente, na obtengo da seqiiéncia da
regido promotora de 7rhxi] e para se obter a sequéncia completa de 7rhxr2. As bibliotecas
foram construidas a partir do DNA de fagos contendo os genes Trhxt] ou Trhxt2.
Primeiramente, o DNA dos fagos fo1 submetido a sonicagio e, em seguida, tratado com as
enzimas klenow (USB) € T4 polynucleotide kinase (Invitrogen), para a geragio de blunt
ends ¢ fosforilagdo das extrermidades 5°. Finalmente, fragmentos localizados na faixa entre
0,5 € 2 kb foram isolados de gel de agarose ¢ ligados no vetor pUC18/Smal/BAP
(Amersham Biosciences). Os insertos dos plasmideos obtidos foram seqiienciados a partir

de ambas as extremidades, com primers do proprio vetor,
4.8 Preparacio de solucdes de glicose radioativa

Nos ensaios de transporte, utilizou-se glicose marcada uniformemente com o isétopo '*C,
D-[U-"C] glicose, adquirida em solugéo aquosa contendo etanol 3 % (310 mCi mmol I'')
(Amersham Biosciences). A partir desta solugéo estoque, foram preparadas solugdes de
glicose radioativa de diferentes concentracdes (100 umo! I'', 1 mmol 17", 10 mmol I,
100 mmol I"' & 1 mol )", contendo de 25.000 a 75.000 dpm p I,

Na preparagdo destas solugdes, volumes adequados da solugdo estoque foram
submetidos, primeiramente, a [itofilizagdo. A seguir, a glicose cristalina radioativa foi

dissolvida em solugdo aquosa de glicose fria (ndo marcada), na concentragdo desejada.
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4.9 Ensaijos de transporte de glicose

O método utilizado para a determinagdo da taxa de captagio de glicose foi baseado nos
procedimentos descritos por Stambuk e/ a/. (1998) e Coons et al. (1995). O transporte de
glicose em células de S. cerevisiae foi realizado conforme descrito em Coons et al. (1995).

Esporos de 7. reesei (10° esporos ml™) foram inoculados em meio rico, contendo
glicose 2 % (m/v), por 10-12h, a 28°C, sob agita¢ao constante de 200 rpm. O micélio do
fungo fol, entdo, recothido por centrifugag@o (16000 x g, por 15 min, a 4°C) e suspendido
no mesmo meto de cultura, suplementado com glicose 0,05 % (m/v), por 2h.

Apos esse tempo, o micélio foi recolhido por filtragdo e suspendido em fosfato de
potdssio 100 mmol l’l> pH = 5,0, a 4°C, a uma concentragio de, aproximadamente,
8 mg ml™. Na filtraco, foram utilizados membranas Millipore, constituidas de ésteres
mistos de celulose, com poros de 0,45 um de didmetro,

Alternativamente, os esporos foram inoculados em baixa concentragfo de glicose
(0,8-1 mmol "), por 6-8h, em condi¢Ses semelhantes.

A partir deste ponto, as células foram mantidas em gelo durante todo o restante do
experimento. Em cada ensaio, 80 pul da suspensfio de células foram misturados com 20 pl
de solugdo de glicose radioativa, a 28°C. Apés o tempo de incubagdo apropriado, 80 ul da
suspensdo de células foram imediatamente filtrados e lavados com 2,5 ml de Agua gelada.
Em seguida, os filtros foram transferidos para 5 mt de liquido de cintilagio
(ACS Scintillation Cocktail, Amersham Biosciences), e a radioatividade medida apds 24 h,
em um cintilador Rackbeta liguid scintillation counter (LKB).

Antes de cada ensaio, as células foram deixadas a 28 °C, por 2 min, para atingir a
temperatura do experimento.

Células previamente fervidas por 5 min foram utilizadas como controte da

radioatividade néo especifica, aderida & superficie da membrana plasmatica ou aos filtros.
4.10 Transformacio de 7. reesei
A transformagdo de 7. reesei foi feita pela téenica de bombardeamento de particulas, de

acordo com Herrera-Estrella ef al. (1990). Em termos gerais, esta técnica consiste no

bombardeilo das células alvo com microparticulas de ouro, ou tungsténio, recobertas com o
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DNA exdgeno. No interior das células, o DNA ¢ dissociado das microparticulas e
integrado ao DNA gendmico.

Na transformagio de T. reesei, foram utlizadas microparticulas de tungsténio M5,
com didmetro médio de 0,2 pm. Esporos de 7 a 10 dias de cultivo foram espalhados em
placas de PDA, = 107 esporos por placa (82 mm de didmetro), € deixados em um ambiente
estéril com as placas abertas por 4 h. Em seguida, as placas foram bombardeadas sob
pressdes de 1400 e 1600 psi. (9,65 x 10°¢ 1,10 x 107 Pa). Apds o bombardeio, as placas
foram incubadas a 28 °C, por 7h. Adicionou-se, entdo, uma camada de PDB-agarose 1 %
(potato dextrose com agarose 1 %), suplementada com o antibiético higromicina B (Hyg)
para uma concenira¢do final de 100 pg ml™.

O cassete de integragio utilizado na transformagio de 7. reesei contém o gene /ph,
de higromicina fosfotransferase. Esta enzima inativa o antibiético Hyg por fosforilagdo.
Dessa forma, a sele¢do das células transformadas de 7. reesei foi feita pelo plaqueamento
em PDA, suplementado Hyg (100 ug m] ™).

Colénias dos primeiros transformantes surgiram entre 3 e 4 dias apés a
transformagio. Na etapa de selegdo, os transformantes foram transferidos, individualmente,
para uma nova placa de PDA suplementada com Hyg, na mesma concentrago. Apos a
repetigio deste procedimento por 3 vezes, os transformantes foram transferidos para uma
placa contendo apenas PDA ¢ incubados por 7 dias para que ocorresse a esporulago.

Os esporos foram recolhidos e plaqueados novamente em meto seletivo. Nesta
etapa, uma grande porcentagem dos transformantes néo € capaz de germinar na presenga
do antibiético. Os que se desenvolveram foram submetidos a uma nova passagem no meio

seletivo € considerados, a partir dai, como transformantes estaveis.
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S. Resultados

5.1 Identificacfio de transportadores de glicose em 7. reesei

O banco de dados de ETSs de T. reesei, desenvolvido por nosso laboratério, contém 5934
seqiiéncias expressas de DNA (ESTs), que compreendem 1713 genes unigenes,
representados por seqii€éncias parciais simples (singlets) ou agrupadas (contigs). Este banco
fo1 obtido a partir do seqiienciamento aleatério, em larga escala, de duas bibhotecas de
c¢DNA, A ¢ B, preparadas a partir do micélio do fungo cultivado na presencga de,
respectivamente, ghicerol e glicose.

Os dados obtidos do seqiienciamento da biblioteca A foram analisados e estdo

disponjveis em http://trichoderma.ig.usp.br. Em relagfo & biblioteca B, os trabalhos de

analise encontram-se em andamento.

Os genes obtidos da biblioteca A, 1151 no total, foram classificados, de acordo com
programa BLASTX (Altschul et al., 1990) (NCBI), conforme discutido em Materiais e
Métodos, em identificados (39%), com valores de score > 80, e nio 1dentificados (61 %),
com score <80. Posteriormente, os genes foram classificados de acordo com a sua fungio,
com base em criténos semelhantes aos do banco EGAD (Expressed Genome Anatomy
Database), do mstituto de pesquisa TIGR (The Institute For Genomic Research)
(http:/tigr.org/docs/tiger-seripts/egad scripts/role report.spl) (White ef al., 1996), nas
seguintes categorias: divisdo celular (1%); sinalizagdo celular (2%); estrutura celular (1%);
defesa celular (2%), sintese de proteinas (9%); sintese de RNA (2%); metabolismo (14%);
ndo classificados, que compreendem os genes identificados nfo incluidos em nenhuma das
categorias anteriores (5%); € desconhecidos, que apresentam similaridade com genes de
fungdo ndo determinada (3%) (Chambergo et a/., 2002) (Fig. 1).

Os genes identificados se distribuem em uma grande variedade de fungdes
estruturais e metabélicas, compondo um quadro relativamente geral da biologia celular de
T reesel.

Trinta ¢ sete genes, o correspondente a, aproximadamente, 2 % do namero total de
genes obtidos, estdo envolvidos potencialmente em alguma fungdo de transporte. Alguns
exemplos sdo dados na Tabela 5, com a descrigdo do melhor alinhamento obtido pelo
programa BLASTX, e os respectivos valores de score e e-value formecidos pelo programa.
Os genes apresentados estdo envolvidos com o transporte de um numero variado de

substratos.
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Fig. 1. Classificagio de 1151 unigenes de 7. reesei. ESTs com scores > 80, de acordo com o programa BLASTX, foram classificados, com base em critérios semelhantes
aos desenvolvidos pelo Instituto de Pesquisa TIGR (The Institute For Genomic Research) (http://tigr.org/docs/tiger-scipis/egad_scripis/role_report.spl), nas categonas
indicadas. Nao Classificados referem-se aos penes identificados nio incluidos em nenhuma das categorias; Desconhecidos, aos genes que apresentam similaridade com
genes de fung¢do ndo determinada; e Ndo Identificados compreendem os ESTs que nio apresentaram similandade significativa com o banco de dados GenBank (NCBI)
(Chambergo et al., 2002).
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Tabela 5 Genes de 7. reesei potencialmente envolvidos no transporte através de

membranas
Melbor Alinbamento*

Gene de T, reesei® Descri¢ao Orgapismo ACH# (gi)° Score  E-value

TrEST-A0205 Nuclear tremsport factor 2 A. nidulans 14700035 101 7e-21

TrEST-A0798 Putative carnitine/acylcarnitine 4 o iop, 17520160 950 3e-19
ranslocase

TrEST-AL178 ggg‘jg’ transport protern P.pastoris 18266896 143 2e-33

TrEST-A2463 Quter mitochondrial membrane . 130684 169 3e-41
profein porin

TrEST-A3437 Purine nucleoside permease C. albicans 3764057 173 2e-42

TrEST-A3696 Putative [rzcmémgflate S. pombe 19115332 199 26-50
transporit protein

TrEST-A3723 Putative calcium P-type N, crassa 6688829 168 do-d]
ATPase

TrEST-A3772 High-affinity iron permease ) . u
CaFTR? C. albicans 7770293 138 3e-32

TeEST-A3961 Amino-acid permease S. pombe 19115921 226 2e-58

TrEST-A1178 Probqble phosphate transport N crassa 11595705 164 1639
protein MIR] ’

2 Conforme discutido no texto, a identificagio dos genes de 7. reesei fou feita peto programa
BLASTX. Os dados apresentados na tabela correspondem aos genes com os quais os ESTs de
T. reesei, singlets ou contigs, identificados na primeira coluna, apresentaram os melhores
alinhamentos

® Identificagio dos genes de 7. reesei no banco de dados de ESTs

¢ Accession number, de acordo com o GenBamk®

Dois genes supostamente envolvidos com o transporte de carboidratos, Trhxz/ e
Trhxt2, foram identificados e constituem o objeto de estudo deste trabalho. Devido ao fato
de Trhxt2 ter sido identificado mais recentemente, os dados disponiveis sobre este gene
sfio, conforme se podera notar, ainda preliminares.

O gene Trhxt], identificado no seqilenciamento da biblioteca A, esta representado
no banco de dados por um contig, constituido de 7 ESTs. Na Fig. 2a, temos uma
representagio esquematica destes ESTs e do contig cormespondente. A sequi€ncia
codificadora de Trhxtl, cujo seqiienciamento esta descrito posteriormente, também esta
representada. Podemos observar que o contig obtido inicialmente compreende uma grande
parte de Trhxt].

Os cinco melhores alinhamentos produzidos pelo programa BLASTX para a
sequéncia consenso deste contig - gerada pelos programas phred/phrap/crossmatch (Ewing
et al., 1998; Ewing & Green, 1998; Gordon et al., 1998) —- estdo apresentados na Fig. 2b.
Observamos que a seqiléncia parcial de 7rhxt] apresenta similaridade com transportadores

de glicose de diferentes microorganismos.
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A
Trhxt] I |
ATG TAG
Contig
ESTs 5 .
B
Score <40 40-50 — hO=8G
Descrigdo Organismo AC # (gi)" Score E-Value
putative glucose transporter, Gttl T. harzignum 20135735 744 0.0
high affinity glucose transporter, Hgtlp K lactis 1346290 342 6E-93
high affinity glucose transporter, Hgtlp C. albicans 6016201 303 4E-81
monosaccharide transporter, AMMST-) A. muscoria 2258125 188 1E-46
galaciose-proton symport, GalP Salmonella enterica 16761866 178 1E43

?4ccession number de acordo com 0 GenBank (NCBI)

Fig. 2. Identificagio do gene Trixt! de T. reesei. A) Representagio esquematica dos 7 ESTs de Trict]
identificados no banco de dados de ESTs de T. reesei. O contig indicado na figura foi gerado pelos
programas phred/phrap/crossmatch, conforme discutido no texto. Toda a seqiiéncia codificadora de
TrhxtIesta representada sobre o contig (em escala). B) Os cinco melhores alinhamentos obtidos na analise do
contig indicado em A pelo programa BLASTX. [Adaptagio de resultados formecidos pelo programa
BLASTX (NCBI).]

O gene Trhxr2, por sua vez, foi identificado no seqiienciamento da biblioteca B por
apenas um EST. O desenho esquematico deste EST e os resultados do BLASTX estdo
apresentados na Fig. 3. Conforme os resultados indicam, o EST de Trfxt2 também mostra
similaridade com transportadores de glicose de varios outros microorganismos. O EST de
Trhxt2 corresponde a porgdo final do gene, ao contrario do que se observa no caso de

Trhxtl.
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Descrigiio Organismo AC # (gi)* Score E-value
monosaccharide transporter, AmMMST-1 A muscaria 2258125 157 9E-38
high-affinity glucose transporter, BXT1  U. fabae 14348970 112 3E-24
low-affinity glucose tramsporter, Raglp K. lactis 131828 102 3E-21
glucose permease, Rgi2p S. cerevisiae 6320063 102 4E-21
high-affinity hexose transporter, Hxt11p S cerevisiae 6324417 101 6E-21

® Accession mumber de acordo com o GeneBank (NCBI)

Fig. 3. Identifica¢do do gene Trhxr2 de T. reesei. A) Representag@io esquematica do tinico EST de 7rhxt2
identificado no banco de dados de ESTs de T reesei. Toda a seqiiéncia codificadora de Trhxt2 esta
representada acima do EST (em escala). B) Os cinco melhores alinhamentos obtidos na andlise do EST
indicado em A pelo programa BLASTX. [Adapta¢3o de resultados fornecidos pelo programa BLASTX
(NCBI).]

Na atribuigfio de fun¢do a uma determinada seqiiéncia nucleotidica, através do
programa BLASTX, € preciso analisar os resultados obtidos com certa cautela, dada &
possibilidade de que o alinhamento produzido pelo programa esteja restrito a uma pequena
regido da seqiiéncia analisada. Pode ocorrer, por exemplo, que 2 proteinas com fungdes
diferentes apresentem um pequeno dominio conservado, ndo havendo similaridade
significativa entre elas além desta regido.

Apds o seqiienciamento completo dos genes Trhxt/ e Trhxt2, a anélise de suas
seqiiéncias nucleotidicas pelo BLASTX fomeceu resultados semelhantes aos obtidos
inicialmente com os ESTs. Nos dois casos, observamos alinhamentos significativos de

TrHXT1 (Fig. 4) e TrHXT?2 (Fig. S) com transportadores de glicose de varios
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MICIO0rganismos e, em especial, com transportadores de outras espécies de fungos
filamentosos.

Além disso, cabe ressaltar que os alinhamentos apresentam uma boa cobertura, isto
¢, a similaridade de TtHXT1 e TrHXT2 com diferentes transportadores de glicose se

estende por praticamente todo o comprimento de suas seqiiéncias.

Score <40 40-50

0 250 500 0 1000 1250 1500
Descri¢io Organismo AC # (g))* Score E-Value
putative glucose transporter, GTTI T. harzianum 20135735 1044 0.0
high affinity glucose transporter, Hgtlp K. lactis 1346290 459 1B-128
high-affinity glucose transporter, Hgtlp C. albicans 6016201 406 1E-112
monosaccharide Transporter, AmMST-1 A. muscaria 2258128 253 SE-66
glucose permease, Rgt2p S. cerevisiae 6320063 225 2E-§7

8 Accession number, de acordo com 0 GenBank

Fig. 4. Analise da seqiiéncia nucleotidica do gene Traxt] de T, reesei. Apenas a seqiiéncia nucleotidica do
gene, do cddon de iniciagio ao cddon de terminagdo, sem a presenga de introns, foi submetida & analise pelo
programa BLASTX (NCBI). Os 5 melhores alinhamentos obtidos pelo programa estdo indicados, com 0s
respectivos valores de score e e-value. [Adaptagio de resuitados fornecidos pelo programa BLASTX.]

Score <40 40-50 = EBe=200- - >ER00

0 250 500 750 1000 1250 1500

Descrigiio Organisoo ACH#(gi) Score E-Value
monosaccharide transporter, AMMST-] A. muscaria 2258125 399 1E-110
high-affinity glucose transporter, HXTI U. fabae 14348970 357 3E-97
glucose permease, Rgt2p §. cerevisiae 6320063 325 8E-88
low-affinity glucose transporter, Hxtlp S. cerevisiae 171741 316 SE-85
low-affinityglucose transporter, Hxt3p S. cerevisiae 6321886 315 1E-84

Fig. 5. Andlise da seqiiéncia nucleotidica do gene Trax:2 de T. reesei. Apenas a seqiiéncia nucleotidica do
gene, do cddon de iniciaglo ao cédon de terminagéo, sem a presenga de infrons, foi submetida 4 andlise pelo
programa BLASTX (NCBI). Os 5 melhores alinhamentos obtidos pelo programa estio indicados, com os
respectivos valores de score e e-value. [Adaptacio dos resultados fornecidos peto programa BLASTX.]
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5.2 Clonagem e seqiienciamento

Em relagéo ao gene Trhxtl, o plasmideo p27 (Fig. 6), correspondente ao EST com a
extremidade 5’ de major comprimento, foi utilizado nos trabalhos de seqiienciamento. O
inserto de p27 (= 1,8 kb) foi seqiienciado por primer walking, utilizando-se um conjunto
de 12 oligonucleotideos (veja a Tabela 3, em Materiais e métodos).

Paralelamente, o inserto de p27 foi utilizado como sonda na triagem de uma
biblioteca gendmica de 7. reesei, construida no fago Lambda Dash™ II (Stratagene)
(Matheucci, 1993). Dois fagos, denominados de XHXT1a e AHXT1b, foram obtidos na
triagem desta biblioteca e analisados por southern blot. Fragmentos de mesmo tamanho
foram obtidos na clivagem do DNA de ambos os fagos com vérias enzimas de restri¢io.
Na clivagem com a enzima BamH], foram obtidos dois fragmentos, de 2,2 ¢ 4 kb. Estes
fragmentos foram clonados no vetor pBluecript KS (-) (Stratagene) e os plasmideos
correspondentes denominados de pTH2 e pTH4 (Fig. 6).

O plasmideo pTH2 abrande a maior parte da seqiiéncia codificadora de Trhxt/; a
extremidade 3" do gene esta contida em pTH4. O inserto do plasmideo pTH2 e parte do
mserto de pTH4 foram seqiienciados com 0 mesmo conjunto de oligonucleotideos
utilizado no seqiienciamento do plasmideo p27, isolado de uma biblioteca de cDNA.

O seqiienciamento da regifio promotora do gene Traxi] foi feito por uma
abordagem diferente. Neste caso, fizemos o seqiienciamento por shotgun de uma biblioteca
construida com o DNA do fago AHXT1a, no vetor pUC18/Smal/BAP (Amersham
Biosciences), conforme descrito em Materiais e métodos. A fim de facilitar o trabatho de
seqiienciamento, identificamos e isolamos, primeiramente, um fragmento de,
aproximadamente, 5 kb, contendo a regido promotora de Tr/xt!/. Em seguida, fizemos uma
triagem da biblioteca do fago com este fragmento, e apenas aqueles clones que
hibridizaram com a sonda foram utilizados no seqiienciamento.

A comparagdo entre as seqiiéncias de cDNA e do DNA genbmico revelou a
presenga de uma ORF de 1644 nucleotideos, interrompida por dois introns, de 55 e 57 pb.
A seqiiéncia de aminodcidos prevista codifica uma proteina de 60,4 kD (Fig. 7).

Doze segmentos transmembranicos previstos computacionalmente (veja discussio

posterior) estdo indicados na seqiiéncia nucleotidica de Trhxt/.
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Na anélise da regifio promotora de 7r/ixt], identificamos uma provavel seqiiéncia
TATA, localizada na posi¢do —148, em rela¢io ao primeiro nucleotideo do cddon de
1niciagao.

Um sitio de ligag@o da proteina Crel, envolvida na repressao por glicose em
T. reesei (Strauss et al., 1995; Takashima et al., 1996) foi localizado na posi¢do —1361.
Este sitio esta sublinhado na Fig. 7.

Sitios de ligag8io semelhantes aos de HIF-1, de células de mamiferos, ou ao sitio
LORE, identificado em S. cerevisiae, ndo foram identificados no promotor de 7r/ixt]. Estes
elementos em cis estdo envolvidos com a indugio de genes hipdxicos na caréncia ou na
auséncia de oxigenio.

O gene Trhxt2, conforme dito anteriormente, foi 1dentificado no seqiienciamento da
biblioteca B. Apenas um EST foi obtido. O inserto do plasmideo correspondente,
denominado de p26 (Fig. 8), € de, aproximadamente, 600 pb.

A biblioteca B, ao contrario da biblioteca A, ¢ normalizada, conforme discutido em
Materiais ¢ Métodos. Em uma das etapas de sua construgéo, o cDNA foi clivado com a
enzima de restri¢do Rsal, tendo-se obtido uma popula¢éio de moléculas cDNA
fragmentada. Por esta razdo, a fim de obtermos um clone de cDNA completo do gene
Trhxt2, fizemos a triagem da biblioteca A, utilizando-se o inserto do plasmideo 26 como
sonda. Os clones obtidos foram analisados por southern blot € seqiienciamento. Apenas um
deles, no entanto, correspondia ao gene 7rAxt2. O cDNA correspondente de,
aproximadamente, 1,8 kb de comprimento (p28), continha mais de 80% da segiiéncia
codificadora de Trhxt2 (Fig. 8).

A seqiiéncia completa do gene 7rhxt2 e de parte de sua regido promotora foi obtida
de forma analoga ao que foi feito para a regido promotora do gene 7rhxt]. Primeiramente,
fizemos a triagem de uma biblioteca gendmica de 7. reesei. Os fagos obtidos foram
analisados por southern blot. A seguir, construimos uma biblioteca com o DNA isolado de
um dos fagos. Esta biblioteca fo1, entdo, seqiienciada por shorgun.

Uma ORF de 1662 nucleotideos, interrompida por apenas um intron de 71 pb, foi
identificada. A proteina prevista pela seqiiéncia de nucleotideos € de 60,5 kD (Fig. 9).

Doze segmentos transmembranicos também foram previstos na anélise
computacional da seqiéncia de aminoacidos da proteina TrHXT2 (veja discusssio

posterior).
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Fig. 6. Representagio esquematica do tocus Trhxi]. A seqiiéncia codificadora do gene Trhxi! foi seqiienciada por primer walking, a partir do plasmideo p27,
isolado de uma biblioteca de cDNA, e dos plasmideos pTH2 ¢ pTH4, contendo fragmentos de, respectivamente, 2,2 € 4 kb, do DNA gendmico de 7. reesei.
Os sitios de BarmHI, indicados por setas, foram utilizados na constru¢ao de pTH2 e pTHA4. A regifo promotora de 7rhxt/ foi seqlienciada por shotgum, neste
caso, fizemos o seqiienciamento de uma biblioteca construida com o DNA de um fago isolado na triagem de uma biblioteca gendmica de 7. reesei. O
sequenciamento da regido 3’ do gene 7rhxt/ também foi obtido por shotgun. As caixas e linhas representam, respectivamente exons € introns de 7fxt/.
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CCGCGGAGGTATAACTCTATAGAGAAGCGACAG
AGCTGCCTCGGGAGTTGATTGGCCGCTCGGCAARCATGCTGCTTGCCGTGAAGGGATTCTAGGCGAGGCCAGGCAG
TGGTTGATTGCCGTCGGCTGGTGGCCTTGGGGTCTCTGGTAGAACTAGCAAGCCGGTCGGACGAGGCTGGTGTTG
GCGACGICATATAGTCCGAAGAGCGAGGAGT TGTCAGTATGTTGAAGTTGGGTGAATATGTCATGTGATGGGECTG
GTGTTGGATTGGAGTCGTAGATGTATTAGAGAGGCGTCGTGT TATGGATCGGTGGTTAGCACAGGTGACABAGAC
GATGGGCGATTGGCGAAGCAGAAGCATTCCTAGGCCTGGGGAAGC TGCAGGGCTTTGGCCGCCGCTGGCACCGTG
TCAACCACACCGTCCCTAGATGCAAGCATCGCATCCAGGCCATGTGCCACGTCTCCARCCATGACATTGACGTGT
CAGAAGTCGTGCGATACTGTGCAATCTTGTIGTTGCATCGGATCATCGCGGTGGAGAGAGAGAGAGCTGAATTGGA
GAGAGGGATCCAAAGGGGAGCTTGGATTGTGCTCCCCTGACGACTGGCCCTGGTGAAGGTGAGAGAGAGCGTGAG
AGCGGGAGCGGATCGGCABGGCTTGAGCRAGGACAGGCGGAGCGGAGGAGAGAAGGTCGGTCGARTCAGCAATGC
GGAGCTGGAGCCAGT GGTGTGACARACARACGGCCAAGAGTGAGGCTATACTGABCTGAATAGTGTGTATTATGG
ATTTGTAAARATATTAGTAGTACAARACAGAGCAGGACCAGGCAAGGGGGACAAGAACAGCARGGCCATGGCTGGA
TGATTGGTTGGTGACTGTAGACGGCTGATGCGTGAAGGAGGAGARAAGAT TCATGCTGGATGTTCAATTTTGGCT
GGAGTGAGTCTGTCTATGCCTGGTCATGTGCATGTACGAGTATTGCTTGTGCCTGCCGTTTGAGTGCGGTACTGT
GCAGATGGCATCAGCTTGATACTGTGTGGCCTCCTTCGCAACAGGCGATCACTGCCGTTCTGAGTCGGTGATGGA
CAGAGGABRAGAGCGTTCGCCGTATTTGCTGCGGEGCAGCAGCCTGGGGTTTGCGAGTCAATTTGACGAATAACGC
CGATTGTTTAGATGGGGTTTTCTGTTCCTGTTCTTGCCCTCTTTTTTTTGGGTACCTGTATGTAGTACCTGGGGT
TTCACTGGGGCCTGAGATGAGATGCCATCATCCCCTTTCACCAGGAACACGGCGGTARAGACGACTTATCTTACG
CTTTACACTCATACTGACGAAAGCGACCAGACTCTCTACTACAGCTCTCATAGACCAGCTGCTACCACTACCGAC
TGCCGCTCGTCTGCATTGCCGTGCCARAGCCGGCGGAGGATARTCTGAGCCAGGGCGACGTCATTTGGCCAAAGC
CGGGGAAAGTGGAGAGCCCACTAGCCAACCGCCCAGGCGCTTCTTCAGTGGCGCCGAGGCCTAACAGGCCLTGGG
CGTCGGGAGCTAGGCCGCGAGCGGACAAGGGCGGGCTTGGGCGAGCTTGAACCTCCATCTTTTGGACAGGCCATG
ATGACAATACACGTACCTATCTACGAGCAATATGGAGGAGCCAGGTCTATTGT TCGGCTGCTCTTGGGCGTGTAT
GTTCACGGATTACCCATATGTGCAGACTACCTACGTAGGTGCTATTAGTAGGCGTTAATATTGCTACAATARTCT
TACTCGTACTACCAGGAARAAGGCCCTGCTGGTAGCTGTAGAGACGGATTGAGTATTGARACGCCGGTACATACC
TCTATGGAGGACAGACARGGATGGAGCGAARGCGCCCCCAAARCAGCCAGAAGAGRACATAGCACCACACACCAC
ACCGCAGCAATATGCATGCACGTCAATGGGTGCTTGCTCCTCAAGTAATAAGTCTCGAACAGAACAGAGATGCTG
CTGATARATATCCTCGACAAARCACCGGCAACTTGCTGCCGAGCGCCCAGCGCAACACTCGTACTCTCACAACAGC
CAGTCTTCTTGGCAGACCACATCCTCGCTGRAACTACCTACATCTGTATTATCGCCTTCAGGCGACCAGCTTCTAG
TGGCCATCTAGACGABRCCGAGTCCAGTCCCCCCTCCCCCCCAATTCTCACGCCCCTCCTCCCCCAACGGCCAGAC
TCTCGGCGACATGCARCCCCCCAGATGACCCCGGGGGGACGCTTGCAATGACCCAAATGGRAACCGGCCGGCGATC
CTCCAGCATGGGGCTTAGTTCGGGGCCGGETTGGCACGAGCTTTTCCAACTCTCGCGCCGTGGAARCAGACGTTG
AACCGCGATTCTACGTGTAACAGTGATCCGTACCATTGTCTTTICGCGTCTCATTATTGGCAGGACCAGCAATGGA
AGRAGCATGCGTAAAACTACTAGTCATAATACATACACGTGAGGAGTCAGAGCTGGARAGCTCAACAACCGGGGL
CCCAAGGATTCAGAAATGGCAAGACTTCGGCCTGTGTGACGGCGGGTGGTGTTACCGGCCTTGATGCCATGTATG
GAAGTACATGTAGGGGCCTGTGTTCGTGCTCGTACAAGGACTGCTCGTAATGGCACCACGAATGGCGGAGCTGAT
GCTTTTTTGCTGCTGTTAGTCGAAAGGATCATGAGCGGTGATGCTGCCGTACGTGACACGGCCTGTTGCTGCATC
GATTGGGTTTGCAGGATCGTATCATGTGCAGAATTGCGACTTGATGTTGGGCACTTGGATGATCCTGARAAGCTGA
GGCACAAGCGAGAAGATCACCTCAACTGTTGGGAGGTACCTACAGAACAGAACAGTCAGTACACTTGTTGGCACA
ATCATTCCACCACACTTCTTGTICAGGTGTCGGTCATCGATCCCAGATTGTACTCATCCTCGCACCTCGTACCCCA
GACAGCCACACTACCTGAGTATTGAACCAATACTATCCAAGTCCATCCCCAGTCCCARTAATCCTGGGGACACAG
ACATTGAACCAGAARATACCAGGTAABRAAGTTGGAGCGGGAGGCGGGGGAGCAACTGGCAAGCTTTTAGGCCCTTT
TTGGGGARATGCGATTCTGGAGGTCAAGGGGGTGTTGAGGCCTTGTCCAAGGTACACAACGCCGGATGGGGCAGT
ACTCGAAGCGGCGCGTACAGGTACTTGCAGGCGCGGGCCATGCAAGGCGAGACAAGGCTTGCCAGCTTTGCTCCA
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TGTACGTGACGTGAAGATGARTGGCAGCGCGAAGTGCTGTCGTAGGATGAAGTTCTGATATGACTAAGCTGGGACG
TTGACATCTCATCGCCARAGACTCGGCCTCATCCCCTCAARCAARACAGAGAGACTCGTCTCATTTTCAGACATC
TTGCTCATCGGAGAGTATATGTTGAAGGTTCTCATYICTATGTATAGACGCTATGTACTATCTATCCAAGTATTCT
CACAGTCTCTGIATCTGTATCTGTATCTICTGTATCCAGTAATCCTTCATCATTGARAAGCAAACGCCGTGCCATG
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Fig. 7 Seqiiéncia nucleotidica e de aminoacidos prevista para o gene Irixt/. Os coédons de iniciagio e terminagdo
estio indicados em negrito. Os dois introns identificados na seqiiéncia codificadora de Trhxt/ estdo representados
por letras minisculas. A numeragio a esquerda corresponde a posigdo dos nucleotideas em relagdo a adenina do

c6don de iniciagZo; 0s amunoacidos estio numerados a direita. A analise computacional de Trhxt/ revelou a

presenca de 12 segmentos transmembranicos, indicados pela drea sombreada. Uma provavel sequéneia TATA,

localizada a —148, e um suposto sitio de ligagdo de CRE1 na regiio promotora do gene, na posi¢gio 1361,
encontram-se sublinhados.
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Fig. 8. Representagdo esquemdtica do locus 7ihx2. O fragmento de 2,4 kb apresentado na figura foi seqiienciado por primer walking e por shotgun. O
plasmideo p26, isolado da biblioteca de cDNA B, e o plasmideo p28, isolado da biblioteca de cDNA A, foram utilizados no seqiienciamento por primer
walking. A seguiéncia completa do gene foi obtida através do seqiienciamento por shofgun de uma biblioteca construida com o DNA de um fago obtido na
triagem de uma biblioteca gendmica de T. reesei. As caixas ¢ linhas representam, respectivamente exons e introns de 7rfx/2.
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TTGITTTATCARAGCTTTTTCCTTTATARCGCGGTGGGGTGGGCGGCTGCAGGTAAT GGCTAGCTTCTGCAGCTT
TTITGACGAAATCATACCCAGGGCCACTACGGAGTGTIGTCCGTCGAGATGTATCTGACGACGTGRAAGACGTTTTTG
TAATGCGGTAGATGTGGACATACACTAGCTACAAATGCGAACAACTTTCCARAGAAARAAGABRACTGCTCTTCTT
ITTGCGCTTCCAAGGTIGTTCTTCCGAACCCTTTGATAGCTGCACTTTTCTATCTATACTTTTAATARGATCACTT
GTTTGATC
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Fig. 9. Seqiiéncia nucleotidica e de aminoécidos prevista para o gene 7r/ix12. Os cddons de iniciagdo e terminagio
estdio indicados em negrito. A sequéncia codificadora de 7rhx2 é interrompida por apenas um intron, representado
por letras mimisculas. A numerag3o a esquerda corresponde & posi¢io dos nucleotideos em relagio a adenina do
cddon de iniciagdo; os aminodcidos estdo enumerados a direita. A analise computacional de Trhx/2 revelou a
presenga de 12 segmentos transmembréanicos, indicados pela area sombreada.
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5.3 Analise computacional de Trhxtl e Trhxt2

No programa BLAST, o alinhamento de duas seqiiencias nucleotidicas, ou de aminoacidos,
¢ feito apenas na regido de maior similandade entre elas. A fim de se avaliar a similaridade
das proteinas TrHXT1 ¢ TrHXT2 com transportadores de glicose de diferentes organismos,
através de alinhamentos completos, utilizamos o programa Gap, com a matriz de
comparagio BLOSUM 62

(http://www.accelrys.com/products/gcg wisconsin package/program list.html#Gap)
(Tabela 6).

Tabela 6 Comparagio entre as seqiéncias de aminoacidos de TrHXT1 e TrHXT2 e

transportadores de glicose de varios organismos®

TrHXT1 TrHXT2
Organismo  Traosportador Similaridade Identidade Similaridade Identidade

(%) (%) (%) (o)
T. reesei TrHXT2 431 3,3 - -
T. harganum GTTI 96,5 94,8 42,5 30,3
K. lactis Hgtlp 55,7 46,2 40,6 29,4
C. albicans Hgtlp 53,7 429 41,9 29,3
A. muscaria AmMSTI 45,8 35,5 56,3 45,7
U. fabae HXT) 431 32,8 49,9 41,7
P. stipifis Sutlp 41,0 30,9 473 36,3
S. cerevisiae Hxtlp 40,6 314 47,7 36,6
S cerevisiae Hxt2p 40,6 31,1 45,8 33,5
S. cerevisiae Snf3p 40,7 31.0 46,1 36,6
N. crassa RCO3 39,4 29,4 49,8 39,5
S. pombe Ghtlp 38,5 289 43.5 33,
H. sapiens Glutl 36,1 27,0 38,3 26.9

2 De acordo com programa Gap, conforme discutido no texto

Valores significativos de similaridade e identidade de TrHXT1 e TrtHXT2 com
transportadores de glicose de leveduras e fungos filamentosos, ja caracterizados
funcionalmente, foram obtidos. TTHXT]1 € especialmente sumlar (96,5 %) ao transportador
de glicose GTT1, de 7. harzianum, enquanto a sinnlaridade de TrHXT2 ¢ maior (56,3 %)

com o transportador de glicose AmMST I, do fungo micormza A. muscaria.
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A similaridade de TrHXT1 e TrHXT?2 entre si (43,1 %) é semelhante a observada
entre os transportadores de alta, Hgtlp, e baixa, Raglp, afinidade por glicose de K. lactis
(38,5 %).

Podemos destacar, ainda, que os valores de similaridade de TrHXT1 e TrHXT2
com o transportador humano de glicose GLUT1 (36,1 % e 38,3 %, respectivamente) sio
semelhantes aos valores observados entre GLUT] e os transportadores de glicose da
familia HXT de S. cerevisiae (42 % - 48 %).

Segmentos de proteinas situados no interior de membranas apresentam
caracteristicamente maior hidrofobicidade que as regides localizadas no interior de
proteinas globulares. A partir disso, € possivel prever, ao longo da seqiiéncia de
aminoacidos de uma dada proteina, 2 existéncia de segmentos potencialmente
transmembranicos.

Os perfis de hidrofobicidade de TrHXT]1 (Fig. 10) e TrHXT2 (Fig. 11) foram
construidos de acordo com o método de Kyte & Doolittle (1982), utilizando-se uma janela
de 15 residuos. Os picos de maior hidrofobicidade observados nos graficos correspondem a
regides potencialmente localizadas na membrana plasmatica.

Além disso, 12 segmentos transmembranicos foram previstos pelos programas
THMM (Krogh et al., 2001) (http://www.cbs.dtu. dk/servicess TMHMM)/) e SOSUIL

(http://sosui.proteome.bio.tuat.ac.jp/sosuiframe0.html). Com base nos resultados

fornecidos por estes programas, desenhos esquematicos de TrHXT1 e TrHXT2 foram
representados sobre os seus respectivos perfis de hidrofobicidade. Observamos, em cada
grafico, que os picos de maior hidrofobicidade correspondem aos segmentos
transmembranicos previstos pelos programas THMM e SOSUL

E possivel ver claramente nos graficos apresentados a presen¢a de uma longa e
hidrofilica alga citoplasmética conectando TM6 ¢ TM7, que, conforme vimos, é uma
caracteristica comum entre os membros da MFS. O comprimento desta al¢a, mas ndo a sua
sequéncla, parece ser vital para a correta insergio dos transportadores da MFS na
membrana plasmatica. O encurtamento ou a substitui¢io de residuos hidrofilicos presentes
nesta regido por residuos de maior hidrofobicidade levam a perda de atividade e
estabilidade e podem, ainda , impedir a inser¢o do transportador na membrana
(Weinglass & Kaback, 2000).
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Fig, 10. Perfil de hidrofobicidade de TrHXT L. Os picos de mator hidrofobicidade correspondem a regies potencialmente localizadas na
membrana plasmatica. O grafico foi construido a partir dos valores de hidrofobicidade calculados pelo método de Kyte & Doolittle
(1982), utilizando-se uma janela de 15 residuos. O desenho esquemético de dozes segmentos transmembranicos em TrHXT!1 (1-12),
representados por caixas, foram previstos pelos programas THMM e SOSUI, conforme discutido no texto.
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Fig. L1 Perfil de hidrofobicidade de TrHXT?2. Os picos de maior hidrofobicidade correspondem a regides potencialmente localizadas na
membrana plasmatica. O grafico foi construido a partir dos valores de hidrofobicidade calculados pelo método de Kyte & Doolittie
(1982), utilizando-se uma janela de 15 residuos, O desenho esquematico de dozes segmentos transmembranicos em TrHXT?2 (1-12),
representados por caixas, foram previstos pelos programas THMM e SOSUI, conforme discutido no texto.
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A similaridade das sequiéncias de TrTHXT1 e TrHXT? foi investigada, ainda, por um
alinhamento multiplo das duas proteinas entre si € com membros representativos de
transportadores de glicose de outros microorganismos. No alinhamento apresentado na
Fig.12, estdo alinhadas as seqiéncias das proteinas Hxt2p (S. cerevisiae), GLUT]
(humana), Hgtip (K. lacris), GTT1 (T. harzianum) e AmMST1 (4. muscaria), além de
TrHXT1 e TrHXT2. O alinhamento foi feito com o programa ClustalX (Thompson et al.,
1994), utilizando-se matrizes da série BLOSUM, e editado pelo programa GeneDoc
(Nicholas et al., 1997).

Motivos” conservados entre diversos transportadores de glicose da MFS foram
encontrados em TrHXT1 e TtHXT2. Estes motivos estio sublinhados no alinhamento e
enumerados de [ a V.

A seqiiéncia consenso R-X-G-R-R (1), em que X representa qualquer aminoacido,
Jocalizada entre TM1 e TM2, foi primeiramente reconhecida por Henderson & Maiden
(1990) ¢ parece estar presente, em uma forma mais expandida, em todas as 17 subfamilias
da MFS (Pao et al., 1998). Uma segunda cépia deste motivo (IV) ocorre, com menor grau
de conservagao, entre TM8 e TM 9, o que sugeriu que estes transportadores tenham
surgido da duplicagio de uma proteina ancestral, conteundo 6 segmentos transmembranicos
(Maiden et af., 1987). De acordo com Bairoch (1993), a seqiiéncia consenso deste motivo
é: [LIVMSTAG]-[LIVMFSAG]-X(2)-[LIVMSA]-[DE]-X-[LIVMFYWA]-G-R-[RK]-
X(4,6)-[GSTA]. A importincia deste motivo, entre TM1 e TM2, foi demonstrada
experimentalmente na bactéria £. coli, em trabalhos envolvendo o transporte de lactose
(Jessen-Marshall er al., 1995) e o contra-transporte de ions H e um complexo de metal e
tetraciclina (Yamaguehi ef ai., 1992).

O motivo II ocorre no final de TM4 ¢ na alga entre TM4 e TMS, com a seqiiéncia
consenso: [LIVMF]-X-G-[LIVMFA]-X(2)-G-X(8)-[LIFY]-X(2)-[EQ]-X(6)-[RK], de
acordo com Batroch (1993). O motivo I1I se estende a partir do final de TMS, e esta
representado pela seqiéncia consenso [P-E-S-P] (Bairoch, 1993; Kruckeberg, 1996),
enquanto o de nimero V ocorre no final de TM 12, com a sequiéncia consenso

[V-P-E-T-K] (Han ef al., 1995).

O termo motivo esta sendo usado aqui em referéncia a um padrio de seqiéncia de aminoéacidos, designado
em inglés pelo termo molif.
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Classificacio de TrHXT1 e TrHXT2

Os transportadores de membrana séo classificados de acordo com crnitérios estabelecidos

pelo Zransport Comission (TC) system (http://tedb.ucsd. edu/tcdb/background.php). Cada

transportador recebe um numero de identificagéo (TC number), de acordo com
informagdes filogenéticas e dados sobre a especifidade e 0s mecanismos envolvidos no
transporte.

Os resultados obtidos através da anélise computacional de 7rhxt/! e Trhxr2 indicam
que os dois genes fazem parte da superfamiha de transportadores MFS, e que se encontram
jnseridos na familia de transportadores de agucares (Sugar Porter, SP). Os membros desta
familia s3o identificados pelo niimero TC.2.A.1.1, onde o primeiro digito e a letra A
referem-se a0 mecanismo de transporte; o segundo digito identifica a superfamilia MFES; e

o terceiro digito designa a familia de transportadores de agiicares SP.
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Fig. 12. Alinhamento multiplo de TrHXT1 e TrHXT2 entre si € com membros representativos de
transportadores de glicose de varios organismos. Motivos conservados entre os transportadores da MFS
foram identificados em TrHXT1 e TrHXT2, conforme discutido no texto. Estes motivos estdo sublinhados e
enumerados de Ia V. As cores utilizadas no sombreamento refletem a similaridade entre as diversas
sequiéncias apresentadas no alinhamento. A similaridade entre as seqiiéncias, por sua vez, € definida por
grupos de similaridade, constituidos por substitui¢des conservativas entre os residuos de aminoacidos. Os
organismos utilizados neste alinhamento sdo: A. muscaria (Am), H. sapiens (Hs), K. lactis (K1),

S. cerevisiae (Sc), T. harzianum (Th) e T. reesei (Tr).
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5.4 Analise da expressio de Trixt] e Trhxt2

Em S. cerevisiae, o transporte de glicose exerce um grande controle no fluxo através da via
glicolitica (Cortassa ef al., 1995) e a expressdo de seus diversos transportadores € regulada
pela concentragao extracelular de glicose, sobretudo ao nivel transcricional (Ozcan &
Johnston, 1999).

A influéncia da glicose na expressfo dos genes 7rixt! e Trhxt2 foi investigada por
northern blot. Esporos de T. reesei foram inoculados em meio rico (10° esporos ml™), em
diferentes concentragdes de glicose, € o crescimento do fungo acompanhado através de
aliquotas utilizadas para a prepara¢ido de RNA e determina¢do da concentragio de glicose.
As culturas foram mantidas a 28 °C, sob agitagio de 200 rpm.

Em alta concentragio de glicose (52 mmol 1™ ou ~ 1% em m/v), a expresséo de
Trhxt] nao foi observada (Fig. 13a), o que indica que a expresséo do gene ¢ reprimida por
glicose.

Na Fig. 13b, observamos a expressdo do gene em concentragdes de glicose
inferiores a 10 mmol I''; neste caso, 2 cultura foi monitora até que a glicose do meio se
esgotasse. A expressdo de 7rhxtl fol observada apenas em baixos niveis de glicose {em
torno de 100 umol I, coluna 4). Em concentragGes mais altas (colunas 2 e 3), ou na
auséncia de ghicose (coluna 5), o mRNA do gene nio foi detectado.

A expressdo de 7raxt] também fo1 analisada em culturas de 7. reesei realizadas em
glicerol. Esporos de 7. reesei fora inoculados em glicerol 0,8 % (m/v) por 20h. Apos esse
tempo, as células foram transferidas para meio de cultura fresco contendo glicerol na
mesma concentragio. Aliquotas foram retiradas apés 1 e 2 h (Fig. 14). A expressdo de
Trhxt] ndo fol observada.

De acordo com os resultados obtidos, a express8o de 7rhx/! ndo ocorre na presenga
de alta concentragdo de glicose ou na sua auséncia. Também nio observamos a expresséo
de Trhxt] em glicerol, o que indica que a expressio do gene depende da presenga de baixos
niveis de glicose.

O padrio de expressdo de 7rhxt2 ¢ muito diferenciado. Ao contrdrio de 7rhxt], a
sua expressdo nédo é reprimida por glicose (Fig. 13a) e parece ser relativamente
independente de sua concentragdo (Fig. 13b, colunas 2-5). Na presenga de glicerol, o gene

€ expresso, ao contrarto do que ocorre com 7rhxt] (Fig. 14).
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Fig. 13. Efeito da concentragio de glicose na expressao dos genes Trhxt] e Trixt2. A) Esporos de

T. reesei foram inoculados em glicose 80 mmol 1, ¢ a cultura monitorada através de aliquotas utilizadas
para a preparagfio de RNA. B) Neste caso, o fungo foi pré-cultivado em glicerol, € depois transferido para
glicose 20 mmol I'. O gene de actina foi utilizado como controle interno.

Glicerol
1 2 Tempo / h

Trihxt]

Trihxt2

Fig. 14. Andlise da expresséo dos genes Trhxt] e Trhxt2 em glicerol. Esporos de 7. reesei foram pré-
cultivados em glicerol por 24 h. Ap6s esse tempo, o micélio do fungo foi transferide para o mesmo
volume de meio fresco, contendo glicerol 0,8 %. Aliquotas foram recolhidas para a preparagdo de RNA
nos tempos indicados. O gene de actina foi utilizado como controle interno.
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De acordo com estes resultados, podemos sugerir que o gene Trhxt/ esteja
envolvido com o transporte em baixas concentragdes de glicose (= 100 umol 1") e que,
portanto, a proteina TTHXT1 tenha uma alta afinidade pelo substrato.

A expressdo de Trhaxi2 na presenga de alta concentragio de glicose, por outro lado,
indica que a expressdo do gene ndo € reprimida por glicose, e sugere que o transportador
TrHXT?2 seja importante para o crescimento do fungo nestas condi¢des. E razoavel supor,
por esta razdo, que a afinidade de TrHXT2 por glicose seja relativamente menor que a de
TrHXT]1.

Apesar da expressdo de Trhxt] ter sido observada apenas em baixos niveis de
glicose, a concentra¢do de glicose em que 0 mRNA do gene foi detectado sofreu pequenas
oscilagdes entre diferentes experimentos. Isto se deve, em parte, pelas variagdes constantes
que ocorrem durante o cultivo de microorganismos em agitadores mecanicos (shake flask
cultures). Mesmo em fermentadores, nos quais € possivel manter sob controle importantes
fatores de crescimento, tais como o pH e a concentragéo de oxigénio dissolvido, ocorrem
alteragdes constantes e bruscas na composi¢do do meio.

O uso de culturas continuas, por outro lado, permite o cultivo de microorganismos
em condi¢des controladas, e oferece a oportunidade de se avaliar o efeito de diferentes
fatores de crescimento na cultura, uma vez que estes fatores podera ser manipulados de
forma independente (Weusthuis ez al., 1994). Neste tipo de cultura, o fermentador é
alimentado continuamente com meto fresco, a uma determinada taxa de dilui¢do (D). O
volume se mantém constante, no entanto, pela remogfo continua da cultura, incluindo a
blomassa presente no fermentador.

Outro aspecto tmportante a ser ressaltado € o fato de um dos nutnentes ser mantido
em condigdes que limitam a taxa de crescimento do microorganismo. No estado
estacionario, a velocidade especifica de crescimento (1) do microorganismo - definida
como a taxa de crescimento por unidade de biomassa ou, de outra forma, como o aamento
relativo de biomassa no tempo - se iguala a taxa de dilwg@o do meio, e a concentragio de
todos os nutrientes se mantém constante.

Dewvido ao fato de as condigdes de cultivo permanecerem constantes, o estado
fisiolégico do microorganismo permanece 6 mesmo ao longo da cultura.

Experimentos de cultivo continuo de 7. reesei foram realizados no Departamento
de Engenharia Quimica da Escola Politécnica da USP-SP, em um trabalho de colaboragio

com os professores Andreas K. Gombert e Aldo Tonso.
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Os experimentos foram realizados a uma taxa de diluicdo de 0,1 h™', a 28 °C, sob
agita¢io de 900 rpm, conforme descrito em Materiais e métodos. A glicose foi utilizada
como substrato limitante. No abastecimento do meio, a sua concentragio era de
100 mmol 1”'; na cultura, no entanto, o consumo imediato da glicose reduzia sua
concentraco a, aproximadamente, 80 pmol I'.

Nestas condi¢des, os genes 7rhaxt! e Trhxt2 encontraram-se expressos (Fig. 15b).
Este resultado é uma forte evidéncia do envolvimento do gene 7r/ixt/ com o transporte em

concentragdes muito baixas de glicose, em torno de 100 pmol 17
Efeito do oxigénio na expressio de Trhxtl e Trhxt2

O efeito do oxigénio na expressdo génica de 7. reesei foi investigado a partir de uma
cultura continua do fungo, na presenga de glicose como substrato limitante. Apos o
estabelecimento do estado estacionario, a concentragio de O, fo) reduzida, gradativamente,
em intervalos de 1 h, conforme descrito em Materiais e métodos.

A concentragdo de O, fot reduzida de 5 mg 1, condigdes de plena de aeragfo, a
0 mgl''; em seguida, a sua concentragio foi restabelecida ao valor seu valor inicial. Um
grafico da concentragio de oxigénio em fungéo do tempo, ao longo do experimento, esta
indicado na Fig. 15a. Nos tempos indicados por setas, 1 h apos cada redugéo na
concentra¢do de O,, amostras do micélio do fungo foram recolhias para analise.

O efeito do oxigénio na expressdo de 7r/ixt] e Trhaxt2 foi analisado nestas amostras
por northern blot (Fig. 15b). Observamos que a expressdo de 7raxt/ ¢ induzida pela
caréncia de O,.

E importante notar que, & medida que a tens3o de O; era reduzida, a concentracio
de glicose tornava-se progressivamente maior. Apesar da presenga de glicose, no entanto,
em baixos niveis de O, a expressdo de Trhxt] foi observada. A caréncia de O,, portanto,
parece se sobrepor ao efeito repressor da glicose, causando a indugéo do gene. Apos o
restabelecimento dos niveis normais de O,, a expressdo de 7rhxt] se reduziu,
provavelmente como consegiiéncia do efeito repressor da glicose (28,9 mmol 1),

No caso de Trhxt2, o oxigénio parece exercer o efeito contrario, causando a
repressdo do gene. Considerando-se que 7r/vs2 néo € reprimido por glicose, a repressao

observada em concentragdes de oxigénio inferiores a 1 mg 1! deve estar associada
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Fig. 15. Efeito do oxigénio na expressfo dos genes Trhxt] e Trixt2. A) O grafico mostra a remogao gradual
na concentragio de oxigénio durante uma cultura continua de 7° reesei. No tempo t = 0, a cultura encontrava-
se no estado estacionario. A partir deste momento, a tenséo de O, foi reduzida em intervalos de 1h, conforme
indica o grafico. As setas correspondem aos tempos em que aliquotas foram recolhidas para analise. B)
Anélise por northern blot da expressio de Trhaxt] e Trhxt2 em diferentes concentragSes de oxigénio,
conforme indicado em A. O gene de citocromo b, cuja expressio em A. nidulans é independente da
concentragio de O,, foi utilizado como controle interno.
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especificamente a caréncia de O,. Quando o oxigénio ¢ restabelecido, a repressio
causada por O, ¢ aliviada, e a expressdo do gene volta a ocorrer.

Nestes experimentos, 0 gene de citocromo b, cuja expressio, em 4. nidulans, é
independente da concentragdo de oxigénmo (Raitt ef a/., 1994), foi utilizado como controle

Interno.
5.5 Expressao beteréloga em levedura

As propniedades dos diversos transportadores de glicose de S. cerevisiae tém sido
eficazmente estudadas através da expressdo individual de seus genes em cepas deficientes
no transporte de glicose (Reifenberg er al, 1997). Além disso, a complementagéo de S.
cerevisiae tem sido muito utilizada na identificacio e caracteriza¢io funcional de
transportadores de glicose de outros microorganismos.

Transportadores de glicose das leveduras C. albicans, S. pombe e P. stipitis se
mostraram capazes de complementar cepas mutantes de S. cerevisiae, e foram parcialmente
caracterizados neste sistema heterélogo.

A caracterizagdo funcional de Trhxt/ foi investigada, primeiramente, através da
expressdo heterdloga em S. cerevisiae. A cepa mutante KY73 (Kruckeberg et al., 1999),
incapaz de crescer na presenga de glicose como tnica fonte de carbono, foi utilizada nos
experimentos. Nesta cepa, os genes dos principais transportadores de glicose de S.
cerevisiae (HXT1-HXT7 ¢ GALZ2) foram deletados.

O gene Trhxt], obtido de um clone de cDNA e, portanto, sem a presenga de introns,
foi clonado no vetor de expressao pJN40, sob o controle de um promotor induzivel por
cobre (Gietz & Sugino, 1988), originando o plasmideo pYH41. O gene AX72, de S.
cerevisiae, fo1 clonado no mesmo vetor (pHXT?2) e utilizado como controle positivo.

Apbs a transformagao, as células de S. cerevisiae foram plaqueadas em meio
seletivo —~ meio minimo YNB, sem uracila - contendo maltose (2 % m/v) como fonte de
carbono. As coldnias capazes de se desenvolver na auséncia de uracila foram submetidas a
uma outra passagem em meio seletivo e, em seguida, transferidas para placas contendo
glicose 0,05 % ou 2 % (m/v), suplementadas com CuSO, 0,1 mmol I (Fig. 16a). Apenas
as células transformadas com o plasmideo pHXT2, contendo o gene HX72 de S. cerevisiae,

foram capazes de crescer na presenga de glicose.
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Maltose 2 % Glicose 2 %
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Gluconato 0,1% Glicose 0,1%

Fig. 16. Expresséo heter6loga do gene Trhxt! em cepas de S. cerevisiae e S. pombe deficientes no
transporte de glicose. A) Cepa KY73 de S. cerevisiae transformada com o geoe Trhxt!, sob o controle de
um promotor induzivel por cobre, no vetor pJN40. As placas contém YNB 0,7 % (w/v), suplementadas
com CuSO; 0,1 mmol I"'. O gene HXT2, de S. cerevisiae, clonado no mesmo vetor, foi utilizado como
controje. B) Cepa YGS-S5 de S. pombe sransformada conm o gene 7rhxtl, clonado no vetor pREP1. O gene
GHT1, de S. pombe, foi utilizado como controle. A cepa selvagem de S. pombe 972h° (WT) est4 incluida
nas culturas, que consistem de meio minimo EMM, com as fontes de carbono indicadas.
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Apbs o resultado negativo no teste de complementagio, fizemos um rnorthern blot
para detectar o mRNA de 7rixt] nas células de S. cerevisiae (Fig. 17). O transcrito de
Trhxt] foi facilmente observado na cepa K'Y73, durante a fase exponencial de crescimento.
As células foram cultivas em meio minimo YNB, na presenga de CuSOy 0,1 mmol " Os
resultados do northern blot indicam que a transcrigdo de 7rhxt! ocorre normalmente nas
células da levedura

A analise das células de S. cerevisiae transformadas com o gene Traxt] foi feita,
ainda, por ensalos de transporte de glicose in vitro, utilizando-se glicose radioativa,
marcada com o 1s6topo .

Células de levedura crescidas em maltose 2 % (m/v), na presenga de CuSQO,

0,1 mmol 1'1, a uma densidade 6tica (DO) em torno de 1,0, foram utilizadas nos
expernimentos de captacdo de glicose. Os ensaios de transporte foram realizados durante 10,
20 e 60s, em glicose 5 mmol 1"

Nestes intervalos de tempo, ndo pudemos observar evidéncias de captagéo de
glicose nas células transformadas com plasmideo pYH41, contendo o gene Triuxt/

(Fig. 18). Os resultados obtidos com estas células foram semelhantes aos obtidos com
aquelas que foram transformadas apenas com o vetor. Conforme esperado, as células
transformadas com o plasmideo pHXT2, contendo o gene HX72, foram capazes de captar a
glicose radioativa disponivel no meio.

De acordo com 0s resultados obtidos, o gene 7r/ixt] ndo € capaz de complementar
cepas de S. cerevisiae deficientes no transporte de glicose.

Além de S. cerevisiae, cepas mutantes deficientes no transporte de glicose de S.
pombe (Mildbradt & Hofer, 1994) t€ém sido utilizados na identificagdo de transportadores
de glicose de outros organismos. Podemos destacar, através desta abordagem, a
caracterizacdo funcional do gene Ammst1, do fungo 4. muscaria (Nehls et al., 1998).

Devido aos resultados nio conclusivos na complementagéo de S. cerevisiae,
decidimos testar a complementagdo de S. pombe com o gene Trhxtl.

Para isso, o gene Trhxt] foi clonado no vetor de expressao pREP1 (Maundrell,
1993). O plasmideo resultante, denominado de pREP1-TrHXT1, foi utilizado para a
transformagéo da cepa mutante YGSS de S. pombe (Mildbradt & Hofer, 1994). O gene do
transportador de glicose Ghtlp, de S. pombe, foi clonado no mesmo vetor e utilizado como
controle positivo.

A complementagao de S. pombe pelo gene Trhxt! néo foi observada (Fig. 16b).
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Fig. 17. Analise da expressao de Trimxt] em S. cerevisige. Células da cepa KY 73, transformadas com o
plasmoideo pYH41, contendo o gene Trhxt/ (coluna 1), ou com apenas o vetor (coluna 2), foram cultivadas
em maltose 2%, na presenca de CuSO, 0,1 mmol 1", até a fase exponencial de crescimento. O gene de rRNA
25s foi utilizado como conirole interno.
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Fig. 18. Analise cinética do transporte de glicose em S. cerevisiae. O grafico apresenta a capta¢fio de glicose
em células da cepa KY73 de S. cerevisiae transformadas com os plasmideos pYH41, pHXT2 ou com apenas
o vetor (pJN40). pYH41 e pHXT2 contém, respectivamente, o gene Trhxt!, de T. reesei, e o gene HXT2, de
S. cerevisiae. O ensaio de transporte foi realizado conforme descrito em Coons ef al. (1995). A concentragéio
de glicose neste experimento foi de S mmol I'. Os pontos indicados no gréfico correspondemn aos valores
médios de leituras feitas em duplicata.
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5.6 Nocaute de Triixi1 em T. reesei

A caractenzagdo funcional do gene 7r/xt/ foi investigada através do nocaute do gene em
T reesei. Um cassete de integragfo (Fig. 19a) foi construido para substituir, por
recombinagdo homologa, o 16cus Trhxel.

A construc¢ado do cassete de integrag@o envolveu varias etapas, que s encontram
descritas em Materiais € métodos.

A por¢do final do gene Ir/xt], compreendendo os 4 ultimos segmentos
transmembranicos, fol substrtuida pelo gene de higromicina fosfotransferase (HpH) (Gritz
& Davies, 1983). A interrupgdo da seqiiéncia de aminoacidos de TrHXT] foi feita
smediatamente antes de um motivo altamente conservado entre transportadores da MFS,
localizado entre TM8 e TM9, conforme discutido anteriormente.

Em N. crassa (Madi et al., 1997), um mutante nulo do gene rco-3 foi construido de
forma semelhante. Neste mutante, a seqiiéncia de aminoacidos da proteina foi interrompida
no mesmo local. Cabe ressaltar que o fenotipo deste mutante ¢ similar a de outros nos
quais toda a seqiiéncia codificadora do gene fo1 deletada.

A enzima HPH inativa o antibiético higromicina B (Hyg) por fosforilagio. Dessa
forma, a selegdo das c€lulas transformadas foi feita pelo plaqueamento em PDA,
suplementado com Hyg (100 pg ml™). O gene hph esté sob o controle do promotor
constitutivo (P¢rpC) e do terminador (T¢rpC) do gene de triptofano C de A. nidilans
(Cullen er al., 1987, Staben er al., 1989).

A insergdo de seqiiéncias modificadas in vitro em localizagdes especificas no DNA
gendmico tem sido empregada em diversos estudos. Em fungos filamentosos, a freqiiéncia
de 1integracdo do DNA exogeno, por recombinagio homologa, depende da espécie ou,
ainda, do l6cus de 1ntegragfio. Em geral, no entanto, a freqiiéncia de substitui¢do homéloga
parece ser estimulada pelo comprimento das sequéncias homologas derivadas do 16cus
alvo, e pela utilizagio de fragmentos lineares de DNA (Suominen et al., 1993; Shiotani &
Tsuge, 1995; Steiner e al., 1995; Bird & Brashaw, 1997).

De acordo com Karhunen et a/. (1993), a freqiiéncia de substituigio homologa, no
locus cbh/ de T. reesei, utilizando-se um cassete de integragdo linear, com seqiiéncias
homologas de 2 kb, atinge valores de até 63%.

A partir destes dados, construimos urn cassete de integragdo no qual o gene aph

esta flanqueado por fragmentos de 1,7 e 3,0 kb, derivados do 16cus 7rhxt! (Fig. 19a).
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Esporos de 7. reesei foram transformados com o cassete de integragdo pelo método
de biobalistica. Apods a transformagio e seleciio dos transformantes, conforme descrito em
Materiais e métodos, os transformantes obtidos foram analisados PCR e southern blot. De
24 transformantes analisados, apenas um teve o 16cus 7rAxt] corretamente substituido pelo
cassete de integragio.

Na Fig. 19b, estd indicada a andlise de um transformante que teve o lécus Trhxt]
corretamente substituido pelo cassete de integra¢io. Conforme se pode ver no esquema
apresentado, a porgdo final do gene 7rhixt! fol substituida pelo gene /ph. Na andlise do
locus Trhxt! com a enzima de restrigdo BamHI, vemos que um fragmento de 2,2 kb,
presente na cepa selvagem QM 9414 (colunal), foi substituido por um fragmento de,
aproximadamente, 7 kb, no mutante A7rhxt] (coluna 2). Isto ocorre porque o fragmento
removido da extremidade 3° do gene Trhxt] continha um sitio de BamHI (indicado por wm
asterisco).

Anélises semelhantes com varias enzimas de restrigdo indicaram a correta
substituicdo do tocus Trhaxt] pelo cassete de integracéo.

A analise por southern blot da cepa mutante A7rhxt! foi feita, ainda, com uma
sonda da regido 3° do gene 7rhxt] (sonda 2). Esta sonda corresponde a um fragmento de
Trhxtl que foi removido durante a construgdo do cassete de integragdo. De acordo com o
esperado, ndo houve hibridizagdo desta sonda com o DNA gendémico da cepa mutante
ATrhxt! .

O crescimento do mutante A7rhx// fo1 testado em placas contendo meio minimo
suplementado com diferentes fontes de carbono. A taxa de crescimento da cepa mutante foi
menor gque a observada na cepa selvagem em diferentes concentra¢des de glicose, desde
valores muito baixos, inferiores a 100 pmol l‘l, a concentragdes mais altas, de 50 a 100
mmol 1" (resultados ndo apresentados).

O mesmo comportamento foi observado em manose € frutose.
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5.7 Caracterizacio do transporte de glicose em 7. reesei

A analise cinética do transporte de glicose em 7. reesei fol feita em diferentes condicses
experimentais. As células utilizadas nos experimentos de transporte encontravam-se na
fase inicial do processo de germinagio ou se constituiam de esporos recém germinados.
Em todos os casos, as células foram cultivadas em baixos niveis de glicose (<0,05% m/v).

Prnimeiramente, a captagio de glicose na cepa selvagem QM 9414 foi determinada
em fung&o do tempo. Esporos de 7. reesei foram inoculados em meio rico, na presenca de
glicose 2 % (m/v), por 10h. Apés esse tempo, as células foram recolhidas por
centrifugagio (16 000 x g por 15 min, a 4°C) e transferidas para o mesmo volume de meio
fresco contendo glicose 0,05 %, por 2 h. A seguir, as células foram recolhidas por filtragao
e suspendidas em fosfato de potassio 100 mmol I, pH=5,0, 2 uma concentragio em tormo
de 8 mgml™.

Observamos, na Fig. 20, que a faixa de linearidade entre a captagio de glicose,
medida em nmol mg™ (peso seco), e o tempo se estende por, pelo menos, 45 s. A fim de se
evitar possiveis efeitos do metabolismo da glicose nos dados de transporte, os
expertmentos subseqiientes forma realizados com tempos de incubagio entre 15 ¢ 30 s,
conforme indicado.

A andlise do transporte de glicose em diferentes concentragdes de glicose
(0,2-160 mmol 1'1)9 nas mesmas condigdes descritas acima, estd apresentada na Fig. 21, na
forma de Michaelis-Menten e de Eadie-Hofstee. Tradicionalmente, graficos de Fadie-
Hofstee, nos quais a velocidade de transporte ¢ dada em fungfio da razio
velocidade/concentragio de substrato, tém sido utilizados para a apresentagio de dados de
transporte.

O grafico de Eadie-Hofstee apresentado na Fig. 21b € tipico de um sistema de
transporte bifasico, devido a n&o linearidade dos dados. Isto indica que o transporte de
glhicose em 7. reesei ¢ realizado por um sistema constituido de dois componentes, um de
alta e outro de baixa afinidade.

A. nidulans e N. crassa s&o fungos filamentosos que tém o solo, um ambiente pobre
em nutrientes, como seu habitat natural. Nestes microorganismos, o transporte de alta
afinidade apresenta valores de X, inferiores a 100 pmol 1", conforme discutido

anteriormente.
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Fig. 20. Captacio de glicose em funcdo do tempo na cepa QM 9414 de 7. reesei. Os ensaios de transporte
foram realizados em células recém germinadas, conforme discutido no texto. A concentragao de glicose
utilizada neste experimento foi de $ mmol I''. Os pontos apresentados correspondem ao valor médio de
leituras em triplicata. As barras referem-se a 2 vezes o desvio padio de cada ponto.

Considerando-se que o fungo 7. reesei também € um habitante natural do solo,
resolvernos investigar o transporte de glicose na faixa entre 5 ¢ 100 pmol 1.

Neste caso, 0s experimentos foram realizados com esporos em um estagio de
germinac¢&o mais inicial que o dos experimentos descritos anteriormente. Esporos de 7.
reesei foram inoculados na presenca de glicose 0,8 mmol 1", por 6h30. Ao MICroscoplo, as
celulas recolhidas neste estadgio se apresentavam intumescidas, no inicio de formagio dos
tubos germinativos.

Dewvido as concentragdes muito baixas de glicose, a concentragio das células nos
ensaios foi reduzida para valores em tomo de 0,4 mg ml™. Em todos os casos, o consumo
de glicose nédo excedeu 10% da quantidade total de glicose disponivel.

Primeiramente, fizemos experimentos de captagdo de ghicose em fungdo do tempo,
em intervalos de 10, 15 € 20 s, em diferentes concentragdes de glicose (Fig. 22a). Os
ensaios de transporte foram feitos em duplicata, cuja variagdo entre as 2 leituras foi, em

geral, infertora S %.
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Fig. 21. Representagdo esquematica do transporte de glicose em 7. reesei. A) Captacdo de glicose em fungéo
da concentragdo de substrato (0,2 — 160 mmol I""). Os ensaios de transporte foram realizados conforme
discutido no texto, em tempos de incubagio de 30 s. B) Grafico de Eadie-Hofstee, indicando que a captagdo
de glicose em 7. reesei é mediada por um sistema constituido de, pelo menos, dois transportadores. Os
pontos experimentais correspondem ao valor médio de leituras em triplicata. As barras correspondem ao
desvio padrdo de cada ponto.
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Ao invés de valores médios, o grafico da Fig. 22a apresenta os valores em duplicata
obtidos durante o experimento. A partir destes dados, os valores de velocidade em cada
concentrag¢do de glicose foram calculados por regressio linear.

Em seguida, estes valores de velocidade foram utilizados para a construgio de um
grafico de velocidade em fung@o da concentragio de glicose (Fig. 22b). Os pontos
experimentais neste grafico puderam ser ajustados, adequadamente, a um sistema de
transporte constituido de um unico componente. Isto foi feito através da regressdo nio
linear dos pontos a equagdo de Michaelis-Menten, utilizando-se 0 programa Sigma Plot.

Os valores obtidos de Vya € Ky, através deste ajuste, foram iguais a,
respectivamente, 0,33 nmol s mg‘l (peso seco) € 18 umol 1. Os dados estatisticos
referentes a este ajuste estdo apresentados na Tabela 7.

Este valor de &), € semelhante ao observado no sistema de transporte de outros
microorganismos adaptados a ambientes relativamente pobres em nutrientes, tais como N.
crassa, A. nidulans e C. utilis, conforme vimos anteriormente.

Em 7. harzianum, o K,, do transporte de alta afinidade por glicose foi recentemente
calculado em 12 pmol 1 ( Delgado-Jarana, submetido), um valor muito proximo do que

obtivernos para o fungo 7. reesei.

Transporte de glicose na cepa mutante ATrhxtl

De acordo com os dados de expressio vistos anteriormente, a expressio de Trhxt] parece
ocorrer apenas em baixos niveis de glicose (em torno de 100 pumol l"), Por esta razio,
resolvemos analisar a captagdo de glicose no mutante A7r7hxt/ no intervalo entre

5¢ 100 pmol 1" de glicose.

Os ensaios de transporte foram realizados em condig¢des semelhantes as do
expernimento apresentado na Fig. 22, Neste caso, porém, a captagio de glicose foi analisada
em apenas um tempo de incubagZo (15 s).

Os dados obtidos estio apresentados na Fig. 23. Observamos uma discreta redugio
na taxa de captagdo de glicose no mutante A7rhAxt].

Estes resultados sugerem que o gene 7rhxt/ esteja envolvido com transporte em
baixas concentra¢Bes de glicose. E claro, no entanto, que outros transportadores, além de
TrHXT], atuam na captagdo de glicose em 7. reesei nesta faixa de concentragdes de

glicose.
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Fig. 22 Representagdo esquematica do transporte de glicose em I reesei. A) Captagio de glicose em fungzo
do tempo, em diferentes concentragdes de glicose Os valores obtidos de leituras em duplicata estdo
apresentados no grafico. B) Velocidade de transporte em fungdo da conceniragéo de glicose Os valores de
velocidade apresentados neste grafico foram calculados a partir da regressdo {inear dos pontos apresentados
em A. A curva apresentada fol obtida por regress@o néo linear dos pontos, utilizando-se o programa
SigmaPlot (Tabela 7).
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Tabela 7 Pardmetros cinéticos do transporte de glicose em T reesei em

concentra¢des < 100 wmol '

K.,/ umot I Ve / nmol s mg™

Dados estatisticos

n*

R F

17,7 (1,9) 0,33 (0,01) 6

9274

Os valores de K, e V- foram obtidos pela regressdo ndo linear dos dados apresentados no grafico
da Fig. 22b. Os valores em parénteses referem-se ao desvio padrdo das estimativas. O calculo foi

feito com o programa Sigma Plot
* Numero de pontos utilizados na regressio
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Fig. 23. Captagio de glicose na cepa selvagem QM 9414 de 7. reesei e na cepa mutante ATrkxs]. Os ensaios
de transporte foram realizados conforme descrito no texto. Os valores obtidos de leituras em duplicata estio

apresentados no grafico para cada concentragio de glicose.
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5.8 Expressio do sistema de celulases de 7. reesel

Durante o crescimento de 7. reesei em celulose, a agdo coordenada de seu sistema
celulolitico promove a hidrélise de celulose a glicose. Celobiohidrolases e endoglucanases
atuam em sinergismo sobre a celulose, produzindo celobiose ¢ outros oligossacarideos, que
sao convertidos em glicose pela agio de B-ghicosidases.

Em culturas de 7. reesei realizadas na presenga de celulose, observa-se que a
concentra¢o de agticares redutores no meio de cultura torna-se progressivamente maior,
enquanto a concentragao de glicose se mantém relativamente constante, abaixo de
100 umol I (Abrahio-Neto, 1991).

Conforme vimos, a expressdo do gene 7r/xt! foi observada nesta faixa de
concentragdes de glicose. Por esta razéio, decidimos analisar a expressdo de Tr/xt] durante
o cultivo de 7- reesei em celulose.

Esporos de 1. reesei foram inoculados (10° esporos ml™) em meio rico, contendo
celulose microcristalina 0,8 % (Forlab), e a cultura acompanhada através de aliquotas
retiradas ao longo do tempo. Observamos, na Fig. 24, que a expressao de Irhxt],
micialmente ndo detectada, € induzida durante o crescimento do fungo em celulose.

Estes resultados sugerem que a proteina TrHXT1 esteja envolvida com a captagio
da glicose gerada a partir da hidrélise da celulose.

A expressdo do gene Trhxt2, por outro lado, se manteve constante durante o
crescimento o fungo em celulose. Este resultado, associado aos dados de expressdo do
gene em glicerol € em diferentes concentragdes de glicose, sugere que a expressao de
Trhxt2 ocorra de forma relativamente constitutiva, independentemente da fonte de carbono
ou da concentragio de glicose.

Além de celulose, o sistema de celulases de 7. reesei € intensamente induzido pelo
dissacarideo soforose; neste caso, porém, o tempo de indugio, de 4 h, é significativamente
menor que o observado na presenga de celulose, de 14 h. A indugéo por celulose requer,
inicialmente, a formagao de um indutor solavel pela expressdo basal do sistema
celulolitico, 0 que torna, provavelmente, o processo de indugio mais lento
(Henrique-Silva ef al., 1996, Carle-Urioste e? al., 1997).

A indugdo de Trhxt] durante o cultivo de 7. reesei em celulose nos levou a
investigar a possibilidade de que o gene também estivesse expresso na presenga de

soforose.
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Esporos de T reesei foram inoculados (10° esporos ml™") em glicerol 0,8 % por
24 h. Apés esse tempo, o micélio do fungo foi lavado e incubado em fosfato de potéssio
100 mmol 1" por 2h. Em seguida, as células foram transferidas para meio fresco contendo
soforose 2,5 mmol I”'. A cultura foi monitorada por 4 h.

De acordo com os resultados apresentados na Fig. 25, 0 mRNA de Trhxr] é

induzido em soforose.

16 22 28 40 h

Trihxt!

Trthxt?

act

Fig. 24. Anélise da expressdo dos genes Trhxt] ¢ Trivt2 durante o cultivo de T reesei em celulose. Esporos do
fungo foram inoculados (10° esporos ml™') em meio rico contendo celulose microcristalina 0,6 % (m/v).
Alfquotas foram removidas para a preparagio de RNA nos tempos indicados,

Trihxt]

act

Fig. 25. Analise da expressdo de Trhxt! em soforose. Esporos de T. reesei foram inocutados

(10° esporos ml™") em glicerol 0,8 % por 24 h. Apés esse tempo, o micélio do fungo foi lavado e incubado
em fosfato de potdssio 100 mmol I"! por 2h. Em seguida, as células foram transferidas para meio fresco
contendo soforose 2,5 mmol I”'. Nos tempos indicados, aliquotas foram recolhidas para a preparagiio de
RNA. O gene de actina foi utilizado como controle interoo.
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A partir destes resultados, resolvemos analisar a expresso do sistema de celulases
de 7. reesei na cepa mutante A7rhxt/. A expressio do sistema fo1 monitorada pela
expressdo do gene cbhl, que codifica celobiohidrolase I, a celulase abundante do sistema
celulolitico de T reesei. E importante notar que a expressio do sistema é feita de forma
coordenada e que, portanto, € possivel analisar a expressdo de todo o sistema através de
apenas um de seus membros (Torigot ef al., 1996).

Interessantemente, a expressdo do gene chhl esta significativamente retardada na
cepa mutante A7rhxt/ (Fig. 26a). Estes resultados sugerem que o transporte de glicose
tenha um papel importante nos mecanismos de indugéo dos genes das celulases de 7.
reesej.

Quando analisamos a indugdo do sistema com soforose, no entanto, ndo foram
observadas alteragdes entre cepa selvagem QM 9414 e a cepa mutante A7rkxt] (Fig. 26b).

Uma vez que a expressio de cbhl nfio estd alterada na indugio com soforose, é
razoavel supor que o transporte de glicose seja importante para a formagio do indutor

soliivel do sistema a partir de celulose.
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Fig. 26. Anilise da expressdo do gene chhl de T. reesei na cepa mutante ATrhxt!, A indugfio do sistema de
celulases foi feita na presenca de celulose (A) on soforose (B). Nos dois casos, esporos da cepa selvagem
QM 9414 (WT) e da cepa mutante 47rhxt] foram inoculados em glicerol 0,8 % (m/v) por, aproximadamente,
24 h. Em seguida, o micélio do fungo foi lavado e incubado em fosfato de potssio 100 mmol 1" por 2 h,
Apb6s esse tempo, o micélio do fungo foi transferido para meio fresco contendo celulose microcristalina

0,8 % ou soforose 2,5 mmol I"'. Note a diferenga no tempo de indugio de cbh! entre celulose e soforose. O
geoe de actina foi utilizade como controle interno.
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6. Discussao

Com o advento da era gendmica, tornou-se possivel a comparagédo de ESTs de diferentes
organismos ou, ainda, a compara¢io de genomas completos. Em Zeng et al. (2001), os
genomas de C. albicans, N. crassa e Cryptococcus neoformans que, naguele momento,
encontravam-se quase concluidos, foram comparados entre si e com o genoma de S.
cerevisiae. A comparagio foi feita com base em ORFs identificadas no genoma de cada
organismo. Além disso, ESTs de 4. nidulans, N. crassa, Fusarium sporotrichioides,

C. neoformans e de seres humanos foram comparados neste trabalho. Os resultados obtidos
confirmaram, em termos quantitativos, a grande diversidade taxondmica entre os fungos
em geral. Como exemplo, podemos citar as leveduras S. cerevisiae e S. pombe, cuja
distidncia evolutiva entre si € tio grande quanto a que apresentam com seres humanos
(Forsburg, 1999).

O aspecto mais importante do trabalho de Zeng et a/. (2001), no entanto, foi a
demonstragdo de que o niumero de proteinas homologas entre as diversas espécies de fungo
utilizadas em seu trabatho € os seres humanos €, praticamente, 2 vezes maior que 0 nmero
encontrado quando se faz a comparag@o apenas entre S. cerevisiae € 0 homem.

Estes resultados nos dizem que € preciso ampliar o nlunero de microorganismos
utilizados como modelo no estudo de genes humanos.

Em comparagio a organismos uniceltulares, tais como S. cerevisiae, os fungos
filamentosos apresentam estruturas morfologicamente mais complexas, especializadas para
a reprodugdo, infec¢dio e crescimento vegetativo, o que torna o seu uso relevante no estudo
de células eucariéticas (Casselton & Zolan, 2002).

Em relago a estas consideragdes, cabe destacar, aqut, o papel historico dos
primeiros mutantes auxotréficos de N. crassa, no trabalho pioneiro de Beadle & Tatum
(1941). Ao revelar a retagdo funcional entre genes e enzimas, este trabalho estimulou o uso
de microorganismos na pesquisa genética e abriu uma nova era entre a bioquimicae a
genética molecular.

Recentemente, a contribuigdo de N. crassa para o estudo de células eucaridticas fot
revista por Davis & Perkins (2002), e inclui estudos sobre recombinagéo, ritmo circadiano
e metilacdo de DNA.

Nesta perspectiva, acreditamos que o banco de dados de ESTs de 7. reesei

(http://www.trichoderma.iq.usp.br) ird contribuir para o desenvolvimento e diversificagio
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da pesquisa cientifica neste microorganismo, sobretudo nas areas de biologia molecular ¢
celular.

No presente trabalho, descrevemos a caracterizagio de dois genes, Trhxt] e Trhx2,
supostamente envolvidos com o transporte de glicose no fungo filamentoso 7. reesei. Estes
genes foram identificados no banco de dados de EST de 7. reesei, e codificam proteinas
com alta similandade a transportadores de glicose de varios microorganismos.

A seqiiéncia codificadora de 7rhxt], interrompida por dois introns, de 55 € 57 pb,
codifica uma proteina de 548 aminoacidos, com massa molar prevista de 60,4 kD. A
similandade de TrHXT1 € espectalmente alta com o transportador de glicose GTT1, de
T. harzianum - 96,5 % de similaridade em um alinhamento completo das duas proteinas, de
acordo com o programa Gap. Depois de GTT1, a maior similaridade de TrHXT1 foi
observada com transportadores de glicose de leveduras: Hgtlp (55,7 %), de K. lactis, e
Hgtlp (53,7 %), de C.albicans.

O gene Trhxt2, por sua vez, apresenta apenas um intron, de 71 pb, e codifica uma
proteina de 554 aminoacidos e massa molar prevista de 60,5 kD. A maior similaridade de
TrHXT2 fol observada com transportadores de glicose de outras espécies de fungos
multicelulares: AmMSTT1 (56,3 %), de 4. muscaria, e HXT1 (49,9 %), de U. fabae.

A analise computacional de Trhxt] e Trhxt2 indica que ambos fazem parte da MFS,
inseridos na familia de transportadores de agucares (SP) (Pao et al., 1998). Assim como
ocorre com 0s demais membros da familia SP, TrHXT1 e TcHXT2 apresentam 12
segmentos tfransmembranicos, com uma longa e hidrofilica alga citoplasmatica conectando
™6 e TMT.

O alinhamento multiplo de TrHXT1 e TrHXT2 entre si e com membros
representativos de transportadores de glicose de microorganismos eucariotos revelou a
presenga de motivos conservados e caracteristicos de transportadores de agucares da
familia SP, tanto em TrHXT1 quanto em TrHXT?2.

Kasahara ef a/. (1997) demonstraram gue dois aminoacidos localizados na TM 10
do transportador Gal2p de S. cerevisiae, Tywr446 (Y)e Trp“5 (W), sdo fundamentais para o
reconhecimento e transporte de galactose. Em particular, a substituicdo de Tyr*® por
qualquer um dentre os outros 19 aminoacidos resulta em proteinas incapazes de captar
galactose.

O transportador de glicose Hxt2p, também de S. cerevisiae, néo realiza o transporte

de galactose. Os aminoacidos de Hxt2p correspondentes a Tyr** e Trp45 > de Gal2p sdo,
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respectivamente, Phe®' (F) e Tyr**. A substitui¢do destes residuos por Tyr € Trp torna
Hxt2p capaz de mediar o transportar de galactose, 0 que comprova a importancia dos

. . 4 4
aminoéacidos Tyr** 55

¢ Trp™” na especificidade de Gal2p por galactose.

Por outro lado, a Phe®’ presente em Hxt2p ¢ altamente conservada entre
transportadores de glicose. Em S. cerevisiae, além de Hxt2p, todos os outros
transportadores de glicose apresentam fenilalanina nesta posigdo. O mesmo ocorre com
transportadores de glicose de outros microorganismos.

Interessantemente, os transportadores Ght3p e Ghtdp, de S. pombe, que nio estdo
envolvidos com o transporte de glicose, apresentam tirosina nesta posigio, assim como
Gal2p. Ght3p € um transportador de gluconato, enquanto a fungdo de Ght4p permanece
desconhecida (Heiland et al., 2000).

Na Fig. 27, temos um alinhamento de varios transportadores de glicose de
microorganismos eucariotos em torno de TM10. Notamos que na posigdo correspondente a
Tyr**® de Gal2p, todos os transportadores de glicose apresentam Phe (em vermelho). Em
Gal2p e Ght3p, por outro lado, que estdo envolvidos, respectivamente, com o transporte de
galactose e gluconato, a fenilalanina € substituida por tirosina.

Cabe destacar que tanto TrHXT1 quanto TrHXT?2 apresentam Phe nesta posigao,

assim como os demais transportadores de glicose.

Sc_Hxt2p IVFTCLFIFFFAISWAPIAYVI 442
Sc_Gal2p IVEFTCFYIFCYATTWAPVAWV I 457
Sp_Ght3p IVFSCLFLFSYCCSWGPMGWV I 390
Hs GLUTI I1VAIFGFVAFFEVGPGPIPWFI 390
K1 Hegtlp IASSYLFVCFFAPTWGIGIWIY 416
Th_GTTI JACTYRFVASFAPTWGPVSWTY 413
Am MST-1 TAFVCIYIAFFASTWGPMLWVI 398
Tr TTHXTI JACTYLFVASFAPTWGPVSWTY 413
Tr TtHXT2 IAFIAIFIFFFASTWGPGAWIV 439

Fig. 27. Alinhamento de varios transportadores de hexoses ao longo do segmento transmembranico 10.
Transportadores de glicose de microorganismos eucariotos apresentam um residuo de fenilalanina (F)
altamente conservado em TM10 (em vermelho). Em Gal2p, de S. cerevisiae, a fenilalanina é substituida
por tirosina (Y), que exerce um papel crucial no reconhecimento de galactose

(Kasahara et al,, 1997). Os microrganismos envolvidos na comparagio sdo: S. cerevisiae (Sc), H. sapiens
(Hs), K. lactis (K1), T. harzianum (Th), A. muscaria (Am) e T. reesei (Tr).
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Regulacio da expressio de Trhxtl e Trhxt2

A utilizagio adequada de glicose depende de um sistema de transporte eficiente e flexivel,
capaz de se ajustar a disponibilidade do agticar no meio. Conforme vimos, a expressio dos
diversos transportadores de glicose de S. cerevisiae, e de outros microorganismos, é
regulada pela concentragéo extracelular de glicose, visando a utilizagdo mais eficiente do
substrato disponivel.

Em geral, transportadores de baixa afinidade estao mais expressos em alta
concentragdo de glicose, tais como Hxtlp, de S. cerevisiae, € Raglp, de K. lactis. Em
baixos nivels de glicose, por outro lado, a presenga de transportadores de alta afinidade
torna-se necessaria para a captagiio do agiicar. E o caso de Hxtép e Hxt7p, de S. cerevisiae,
e de Hgtlp, de XK. /actis.

O efeito de glicose na expressdo de 7rhxt1 e Trhxt2 foi investigado por northern
blot. Durante o consumo de glicose em agitadores mecanicos, a expressio de 7rhxt/ foi
observada apenas em baixos niveis de glicose (= 100 pmol I''); em concentra¢des mais
altas ou ap6s o consumo de glicose, o transcrito do gene nao foi observado.

Em uma cultura continua de 7. reesei, ntilizando-se glicose como substrato
limitante, a concentragiio de glicose manteve-se constante em torno de 80 umol 1. Nestas
condigdes, a expressido de Trhxt] foi facilmente detectada. Estes resultados sugerem que o
gene Trhxt] esteja envolvido com o transporte de alta afinidade por glicose em 7. reesei.

Além de TrHXT1 e GTTI, de 7. harzianum, serem altamente similares, expressio
de seus genes em glicose também ¢ semelhante. Ambos s&o induzidos em baixos niveis de
ghicose, € reprimidos em altas concentragdes. Na presenga de glicerol, no entanto, o gene
glt1 esta expresso em nivels basais, ao contrario de 7rAxt!, cuja expressdo parece depender
da presenga de glicose.

O padréo de expressio de Trhxt/ € semelhante ao dos genes HX7T2 e HXT4 de S.
cerevisiae, que também dependem de baixos niveis de glicose para a sua expressio. Na
presenca de glicose, a repressao de /X712 e HXT4 € mediada pelo repressor Miglp, que
contém um dominio de liga¢io DNA do tipo zinc finger C,H,. O efeito repressor de Miglp
ocorre ao nivel transcricional, através de sua liga¢do ao promotor dos genes sob o seu
controle. A inibigao da transcri¢do causada por Miglp depende do recrutamento de um

complexo protéico, constituido de Tuplp e Ssnbép (Gancedo, 1998).
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Na auséncia de glicose, a expressdo de HXT2 e HXT4 é repumida por Rgtlp, cujo
dominio de ligagio ao DNA também envolve a presenca de ions Zn’"; neste caso, porém, o
dominio de ligagéo € do tipo Cgs Zn, (Ozcan ef al., 1996b).

Em A. nidulans, a repressdo por glicose de varios genes ¢ mediada por CREA
(Ruyjter & Visser, 1997). Em um mecanismo semelhante ao de Miglp, o efeito repressor
de CREA se da através de sua ligago a seqii€ncias especificas nos promotores de genes
sob o seu controle. Isto fol claramente demonstrado em genes envolvidos no metabolismo
de etanol (Kulmburg ef al., 1993) e prolina (Sophianopoulou ef «!/., 1993).

Em 7. reesei, o gene de um repressor homologo a CREA de A. nidulans,
denominado de CREI, foi identificado mais recentemente por Takashima ef al. (1996) e
Strauss et al. (1995). Nestes trabalhos, o envolvimento de CRE1 na represséo por glicose
fol demonstrado na expressao dos genes chhl e xynl, que codificam, respectivamente,
celobiohidrolase [ e xilanase 1.

Uma sequéncia idéntica ao sitio de ligagdio de CRE], presente no promotor do gene
xyn/, fo1 1dentificado no promotor de 7rhxt], na posigdo —1361, em relagdo ao cédon de
miciagdo (veja a Fig. 7, pag. 38). Isto sugere que a proteina CRE] esteja envolvida com a
repressio do gene 7r/xt] na presenga de altas concentra¢des de glicose.

O gene Trhxt2, por outro lado, apresenta um padrio de expresso muito
diferenciado. Ao contrario de 7rhxt], a expressdo de 7rhxt2 ndo € reprimida por glicose.
Isto sugere que a proteina TrHXT2 seja importante para o transporte em altas
concentracdes do agucar. E razodvel, supor, portanto, que a afinidade de TrHXT2 por
glicose seja relativamente menor que a de TrHXT1.

Além disso, a expressdo de Trhxt2 parece ocorrer de forma constitutiva,
independentemente da concentragéo ou da presenga de glicose. Tanto em glicerol quanto

em celulose, a expressdo de Trhxt2 ocorre em nivels semelhantes aos de glicose.
Indugdo de Trhxt1 por hipoxio

Conforme discutido anteriormente, o transporte de glicose € estunulado por condigdes de
hipoxia em células de mamiferos. O principal transportador responsavel por este aumento
na taxa de captacéo de glicose, ou pelo menos o mais bem estudado em relagdo a esse

aspecto, € GLUT1. GLUT3 e GLUT4, no entanto, também est@o envolvidos no aumento
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do transporte de glicose em baixas concentragdes de oxigénio (Bruckner et al., 1999;
Hayashi et al., 2000).

A atividade de GLUT 1 € estimulada por uma série de fatores, entre 0s quais
podemos citar: fatores de crescimento, controle hormonal, transformagio oncogénica e
hipoxia. Ao contrario de outros genes hipdxicos em mamiferos, no entanto, a expressio de
GLUT1 também ¢ induzida por inibidores da fosforilagio oxidativa.

O efeito do oxigénio na expressdo dos genes 7rhxt] e Trixt2 for analisado a partir
de uma cuitura continua de 7. reesei, reduzindo-se gradualmente a concentragio de
oxigénio. No momento em que se iniciou a diminui¢#o da concentragdo de O, a cultura de
T. reesei encontrava-se em estado estacionano, no qual a concentragiio de todos os
nutrientes do meilo estava constante; nestas condi¢des, a concentragéo de glicose era de,
aproximadamente, 80 umol 1.

O oxigénio exerce efeitos contrarios na expressio de 7rhaxt] ¢ Trhxt2. Em
condigdes de hipoxia, a expresséo de 7rhxt! € induzida, enquanto a de Trhxr2 € reprimida.

E interessante observar que a indugdo de 7rhxt! por oxigénio ¢ semelhante 4 de
GLUTI, em células de mamiferos.

A indugio, ao nivel transcricional, de transportadores de glicose por hipoxia em
microorganismos € wm assunto menos estudado. Conforme vimos, a analise da expressdo
dos membros da familia HXT de S. cerevisiae, em condi¢des aerdbicas e anaerdbicas, nao
revelou um padrio diferenciado na expressao dos principais transportadores de glicose
(Diderich ef al, 1999).

Em S. cerevisiae, portanto, a regulacdo do transporte de glicose, na caréncia ou na
auséncia de oxigénio, parece ser diferente do que se observa em células de mamiferos, pelo
menos a0 nivel transcricional. E importante notar que a levedura S. cerevisiae é um
microorganismo anaerébico facultativo, capaz de se desenvolver na auséncia completa de
oxigénio. De fato, em culturas continuas de S. cerevisiae, a redugo na concentragdo de O,
ndo provoca um aumento na concentragio de glicose, como verificamos com 7. reesei. Isto
ocorre, provavelmente, porque a levedura € capaz de manter seu crescimento através do
metabolismo anaeroébico.

Ao contrario de processos celulares basicos, 0s processos através dos quals os
organismos interagem continuamente com o seu ambiente, ajustando-se as alteragdes

naturais de seu habitat, estdo sujeitos a forgas de pressdo seletivas diferenciadas. E razoéavel
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que os mecanismos moleculares de regulagao de tais processos sejam diferentes em
espécies evolutivamente distantes.

O uso de S. cerevisiae como modelo de estudo da resposta adaptativa 4 hipoxia
deve ser visto nesta perspectiva; ou seja, pela sua capacidade, desenvolvida ao longo da
evolugio, de se utilizar tanto da fermentagio quanto da respiragéo, células de S. cerevisiae
ndo se apresentam como um modelo adequado para a compreensio de como as células de
mamiferos se adaptam a periodos de hipoxia/anoxia.

Um microorganismo estritamente aerobico, como 7. reesei
(Chambergo et al, 2002), torna-se, portanto, um modelo de estudo complementar e mais
adequado que S. cerevisiae para a compreensdo dos mecantsmos sensores de oxigénio em
células eucarioticas.

Seria interessante, por exemplo, observar se o gene 7rhxt/ responde da mesma
forma que GLUTI1 a presenga de metats de transig#o, quelantes de ferro ou inibidores da
fosforilagdo oxidativa, fatores que estio associados & indugio de GLUT1 em células de
mamiferos.

Sitios semelhantes aos de HIF-1, de células de mamiferos, ou ao sitio LORE,
identificado em S. cerevisiae, ndo foram 1dentificados no promotor de 7rhxt]. Estes
clementos de controle em cis estio associados a indugdo de genes hipdxicos em baixos
niveis de oxigénio.

A investigagdo dos mecanismos de indugdo do gene 77/xt] por hipoxia poderia
fornecer informagGes relevantes sobre as similaridades e diferengas de tais processos entre

células de mamiferos, microorganismos multicelulares € microorganismos unicelujares.

Expressdo heterologa em levedura

De acordo com 0s resultados apresentados, o gene 7rhxt] de 7. reesei ndo complementa
cepas de S. cerevisiae ou de S. pombe, deficientes no transporte de glicose. Uma hipotese
razoavel € a de que a proteina TrHXT1 ndo esteja sendo corretamente enderegada a
membrana plasmatica das células de levedura.

Em Kasahara & Kasahara (1996), observou-se que o transportador GLUT1 de rato,
quando expresso em S. cerevisiae, néo contribul para a captagdo de glicose nas células da
levedura. Experimentos de imunofluorescéncia indicaram que a proteina GLUTI fica

retida em vesiculas intracelulares, nas células de S. cerevisiae.
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E provavel que o sinal de enderegamento 4 membrana plasmatica de GLUT1 nio
seja devidamente reconhecido em S. cerevisiae. O mesmo pode ocorrer, portanto, na
expressdo de Traxtl em S. cerevisiae ou em S. pombe.

Cabe mencionar que o transportador GTT1, de 7. harzinaum, com o qual TrHXT1
apresenta alta similandade, também néo € capaz de complementar mutantes de S.

cerevisiae deficientes no transporte de glicose.
Transporte de glicose em T. reesei

A andlise do transporte de glicose em 7. reesei revelou a presenca de um sistema de
transporte bifasico, constituido de um componente de alta e outro de baixa afinidade por
glicose, assim cOMO OCOITE €m OUtros microorganismos.

O transporte de nutnentes de um dado organismo ocorre no habitat especifico em
que o organismo esta adaptado a sobreviver.

No caso de 7. reesei, o seu habitat natural € o solo, um ambiente considerado pobre
em nutrientes. De acordo com Burgstaller (1997), conforme vimos, isto corresponde a
concentragdes de glicose inferiores a 200 pmol 1™,

E natural supor, portanto, que 7 reese; tenha desenvolvido um sistema de
transporte com afinidade mutto alta por glicose, € provavelmente do tipo ativo.

A analise do transporte de glicose em 7. reesei, em concentragdes de glicose que
devem corresponder aos valores encontrados em seu habitat natural (de 5 a 100 pmol 1"),
revelou a presenga de um sistema de transporte com valor de K, em torno de 20 umol I,
Este valor € semelhante ao encontrado em outras espécies de fungos filamentosos que
habitam o solo, tais como, 7. harzinaum (K,, ~ 12 umol l")‘ N. crassa
(K~ 10-60 umol I'") e A. nidulans (K,, ~ 40umol 1.

O nocaute de 7r/xt] no fungo 7. reesei revelou apenas uma discreta redugio no
transporte de glicose. Os resultados obtidos sugerem, portanto, que, além de TrHXT1,
outras proteinas estejam envolvidos com o fransporte em baixas concentragdes glicose em
I reesei.

Um destes transportadores poderia ser o produto do gene 77hxt2, cuja expressio,
conforme vimos, também ocorre em baixos niveis de glicose (= 100 umol 1.

Estes resultados ndo descartam, naturalmente, que TrHXT1 também esteja

envolvido no transporte de outros agucares. Em S. cerevisiae, 0s principais transportadores
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de glicose de S. cerevisiue também s3o capazes de captar frutose e manose, embora facam

1ss0 com diferentes afinidades pelo substrato.
Sistema de celulases de T. reesei

Os microrganismos capazes de degradar celutose secretam, normalmente, um conjunto de
celulases com diferentes modos de agdo e especificidade pelo substrato, compondo um
sistema enzimatico de maior ou menor complexidade.

O fungo 7. reesei produz ¢ secreta um sistema de celulases muito eficiente na
degradagdo de celulose, que tem sido extensivamente investigado. Durante o cultivo de
T reesei em celulose, a concentragio de glicose mantém-se em nivels muito baixos
(< 100 pmol 1), Observamos que, nestas condigdes, o gene Trhxt] encontra-se expresso, o
que sugere o seu envolvimento na captagio da glicose gerada pela degradagio de celulose.

Interessantemente, o nocaute do gene 7rhxt] provoca um retardado significativo na
indugZo do sistema celulolitico de 7. reesei por celulose. Quando o dissacarideo soforose &
utilizado como indutor, no entanto, nfio se observam altera¢des na expressio do sistema de
celulases na cepa mutante A7rhxt/.

Estes resultados sugerem que o transporte de glicose seja, de alguma forma,
importante para 0 mecanismo de indugéo do sistema celulolitico de 7. reesei. Podemos
especular, ainda, que o transporte de glicose seja importante para a formagio do 1ndutor
solavel, a partir de celulose, ja que a indugio do sistema ndo estd afetada na presenga de
soforose.

Conforme vimos anteriormente, supde-se que a soforose seja o indutor natural do
sistema de celulases de 7. reesei. Neste modelo, a soforose seria formada in vivo a partir de
celobiose pela atividade de transglicosilagdo de S-glicosidases. No mecanismo desta
reagdo, a glicose tem um papel importante, atuando como um aceptor de residuos de
glicose (Crook & Stone, 1957).

Isto poderia justificar a importancia do transporte de glicose na indugéo do sistema
de celulases de 7" reesei por celulose.

Também ¢ possivel que o atraso observado na expressao dos genes das celulases de
T. reesei esteja associado especificamente ao gene 7rixt/, € ndo ao transporte de glicose de

modo geral.
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7. Conclusoes

Neste trabalho, descrevemos a caracterizagdo de dois genes, 7rhxt] e Trhxt2, supostamente
envolvidos com o transporte de glicose no fungo filamentoso 7. reesei. Os dois genes
codificam proteinas corm alta similaridade a transportadores de glicose de vartos
microorganismos. A analise computacional de 7rhxt] e Trhxt2 indica que ambos fazem
parte da MFS, insendos na familia de transportadores de agticares (SP). Doze segmentos
transmembrinicos ¢ varios motivos conservados entre os membros da MES foram
identificados em TrHXT1 e em TcHXT2.

A expressido de Traxt] ocorre apenas em baixos niveis de glicose (=100 pmol ™,
enquanto a de 7rhxt2 parece ocorrer de forma relativamente constitutiva,
independentemente da concentragdo de glicose ou da fonte de carbono.

A analise cinética do transporte de glicose em 7. reesei revelou a presenga de um
sistema de transporte bifasico, constituido de um componente de alta € outro de baixa
afinidade por glicose. O K, do transporte de alta afinidade em 7. reesei € de,
aproximadamente, 20 umol 1"}, semelhante aos valores encontrados em outras espécies de
fungos filamentosos. Valores de K,, nesta faixa de concentragdes de glicose
(<100 umol I'") refletem a adaptag@o destes microorganismos ao solo, um ambiente
relativamente pobre em nutrientes.

Dados de expressio de 7rhaxt] e a andlise cinética da captagdo de glicose em uma
cepa ATrhxt] indicam que o gene Tr/ixt] esta envolvido com o transporte em
concentragdes muito baixas de glicose, em tomo de 100 pmol 1", que correspondem,
provavelmente, aos valores encontrados no solo, o habitat natural de 7. reesei.

Uma vez que fol observada uma redugéo discreta na taxa de captagio de glicose no
mutante A7rhxt], o fungo 7. reesei deve apresentar outras proteinas envolvidas com o
transporte em baixas concentragdes de glicose. Um destes transportadores podena ser o
produto do gene Trhxt2, cuja expressdo em baixos niveis de glicose também fo1 observada.

Um dado importante apontado neste trabalho corresponde ao efeito do oxigénio na
expressdo de Trhaxt] e Trhxt2. A expressao de Trhxt] é induzida em condigdes de hipoxia,
de forma semelhante ao que ocorre com o transportador GLUT1, em células de mamiferos.
Esta indugdo em baixas concentragdes de O,, por outro lado, ndo € observada entre os

transportadores de glicose de S. cerevisiae. Isto se deve, provavelmente, ao fato de
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S. cerevisiae ser um microorganismo anaerdbico facultativo, ao contranio de 7. reesei e de
c€lulas de mamiferos, que dependem majoritariamente do metabolismo aerdbico.

A expressao de Trhxt2, por outro lado, que ocorre de forma constitutiva em
condi¢des de plena aeragio, € reprimida durante a falta de oxigénio.

Interessantemente, o nocaute de 7raxt/ em 7. reesei provoca um retardo
significativo na indugéo do sistema de celulases por celulose. Nenhuma alteragdo €
observada, no entanto, quando se utiliza soforose como indutor. Estes resultados sugerem
que o transporte de glicose tenha um papel importante na expresséio dos genes das
celulases de 7. reesei. Com base no fato de que a indugfo destes genes ndo esta alterada na
presenga de soforose, podemos supor, ainda, que o transporte de glicose esteja eavolvido,
direta ou indiretamente, na formag¢io do indutor soluvel do sistema de celulases, a partir de
celulose.

Cabe ressaltar que 7rhxt]l e Trhxt2 s3o os primelros genes de transportadores de
monossacarideos descritos em 7. reesei.

Finalmente, esperamos que este trabalho possa contribuir para o preenchimento de
uma lacuna em relag@o ao transporte de glicose em fungo filamentosos, de tal forma que se
possa compreender melhor a regulagio e os mecanismos envolvidos na captagio de glicose

nestes microorganismos.



86

8. Perspectivas

Na continuagdo deste trabatho, esperamos concluir a caracterizagio funcional do gene
Trhxtl, através da analise da captagdo de glicose em diversas outras condi¢ses
experimentais. Especificamente, pretendemos determinar o transporte de glicose em
células de 7. reesei cultivadas na presenga de soforose. Conforme vimos, este dissacarideo
induz a expressdo de Trhxt/, o que pode vir se tornar um modo adequado de se comparar a
captagado de glicose enire a cepa selvagem QM 9414 e a cepa mutante AZrhxt].

Ainda em relagfo a Trhxt], pretendemos analisar com maior profundidade o
controle de sua expressdo por oxigénio. Tendo o fungo 7. reesei como modelo, esperamos
contribwr para una melhor compreensio dos mecanismos envolvidos no controle do
transporte de glicose por O, em células eucaridticas.

Por outro fado, conforme dito anteriormente, a caracterizagio do gene 7rhxi2 ajnda
se encontra em uma fase preliminar. Experimentos de complementa¢io heterdloga em
células de levedura e o nocaute do gene em 7. reesei serdo realizados em breve.

Por fim, gostariamos de salientar que o trabatho apresentado nesta Tese introduziu
nosso laboratorio ao tema do transporte através de membranas, ndo apenas ampliando as
linhas de pesquisa do laboratério, mas trazendo consigo, além disso, o aprimoramento dos
demais projetos que se encontram em desenvolvimento. Esperamos, portanto, que este

trabalho se torne o precursor de varios outros a serem realizados nesta area.
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