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Abstract

The filamentous fungus Trichoderma reesei is a natural soil inhabitant capable of

metabolizing a vast number of polysaccharide substrates. In this work, we describe two

genes of T. reesei, named Trhxtl and Trhxt2, which code for proteins with significant

similarities to glucose transporters from other fungi. These genes were identified in an EST

database of T. reesei. Sequence analysis ofTrHXTl and TrHXT2 revealed 12 putative

transmembrane domains and several other characteristic motifs found in members of the

major facilitator superfamily (MFS). Trhxtl is transcriptionally induced only by low levels

af glucose(~ 100~mol rI), whileTrhxt2expressionis independentofboth glucose

concentration and carbon source. We also show that Trhxtl expression is enhanced when

cells are exposured to low oxygen levels; in contrast, Trhxt2 expression seems to be

repressed at these conditions. Glucose transport in T. reesei is apparently mediated by a

multícomponent uptake system, in which the high-affiníty component has a Kmof

approximately 20 ~mol rI. This low Kmvalue is similar to the values reported for glucose

uptake by other filamentous fungi. Kinetics of glucose transport in a T. reesei LJTrhxtl

strain suggests that Trhxt1 is involved in glucose uptake in conditions of low glucose

(::;100 ~mol rI), which are most probably found in the soil, a low-nutrient environment.

Interestingly, índuction ofthe T. reesei cellulase system by cellulose ís significant1y

delayed in the LJTrhxtlmutant, suggesting that glucose transport may be important to the

mechanisms of expression ofthe cellulase genes. Finally, we hope that this work may be

helpful to provide a better understanding af sugar uptake in filamentous fungi, for which

there is little ínformation available.

Ir



1. Introdução

A glicose se constitui em uma das mais importantes fontes de carbono e energia. Além de

ser responsável pelo suprimento de ATP, a glicose é utilizada na biossíntese de vários

compostos celulares, entre os quais estão glicoproteínas e moléculas de reserva de energia,

tais como glicogênio, amido e triglicerídeos.

O papel da glicose não se limita, no entanto, à sua importância como nutriente. Este

monossacarídeo, o mais abundante na natureza, exerce ainda um papel central na regulação

do desenvolvimento e metabolismo. O controle exercido pela glicose na expressão gênica e

na atividade protéica se dá em vários níveis: na concentração de moléculas de rnRNA -

cujo valor depende, por sua vez, da taxa de transcrição e da estabilidade do rnRNA -; na

taxa de tradução; e na taxa de degração de proteínas (Gancedo, 1998).

Em microorganismos, a presença de glicose causa a repressão de um grande

número de genes envolvidos no metabolismo de fontes alternativas de carbono. A este

fenômeno geral dá-se o nome de repressão por glicose.

O efeito repressor da glicose no metabolismo é bem caracterizado em bactérias

(Bruckner & Titgemeyer, 2002) e leveduras (Gancedo, 1998; Carlson, 1999). Em

Saccharomyces cerevisiae, a presença de glicose inibe a expressão dos genes de enzimas

envolvidas no metabolismo de fontes alternativas de carbono, na gliconeogênese e no ciclo

dos ácidos tricarboxílicos.

Por outro lado, a presença de glicose induz a expressão de outros grupos de genes

nas células de S. cerevisiae, tais como os genes de enzimas da via glicolítica, de

transportadores de glicose, de proteínas ribossomais, entre outros.

Em mamíferos, a concentração sangüínea de glicose é mantida relativamente

constante, em torno de 5 mmol rI, apesar de variações constantes no suprimento e

consumo do açúcar entre os diversos tecidos e órgãos. O aumento na taxa de captação de

glicose pelos músculos e tecido adiposo, estimulado pelo hormônio insulina, é um dos

principais modos de controle dos níveis de glicose no sangue. Alterações dos sistemas

endócrino e neural de homeostase da glicose levam a graves doenças metabólicas, como a

diabete melito (Olson & Pessin, 1996;Bell & Polonsky, 2001; Saltiel & Kahn, 2001).

O transporte através da membrana plasmática é a primeira etapa no metabolismo da

glicose, e consiste ainda, em geral, na etapa limitante. Devido à natureza polar da molécula

de glicose, o seu transporte por difusão através da bicamada lipídica tende a ser muito

11



2

reduzido. Ao invés disso, nos organismos vivos, a captação de glicose é mediada por

proteínas específicas, localizadas na superfície celular.

Em geral, o transporte de um dado substrato qualquer, tal como glicose, através da

membrana plasmática, é classificado em passivo ou ativo. O transporte passivo é também

denominado de difusão facilitada ou uniporte. Neste tipo de transporte, o fluxo através da

membrana é bidirecional, de acordo com o potencial eletroquímico do substrato no interior

da célula e no meio externo. No caso de solutos eletricamente neutros, o transporte é

determinado unicamente pelo gradiente de concentração. O transporte de substratos

carregados depende, além disso, da diferença de potencial elétrico através da membrana

plasmática, cuja face citossólica se apresenta negativamente carregada. No fungo

filamentoso Neurospora crassa, por exemplo, em condições de plena aeração, o potencial

de membrana situa-se entre 180 e 220 mV (Burgstaller, 1997).

No transporte ativo, o acúmulo do substrato no interior da célula ocorre contra o

seu gradiente de potencial eletroquímico. Há dois mecanismos de transporte distintos. No

primeiro, denominado de transporte ativo primário, a captação do substrato está acoplada

diretamente à hidrólise de ATP, que se constitui na força motriz do transporte. Cabe

destacar aqui a superfamília de transportadores denominada ATP-binding cassette (ABC)

superfamily. Os membros pertencentes a esta superfamília são complexos protéicos que

realizam o transporte ativo primário de uma grande variedade de substratos, incluindo íons,

carboidratos, aminoácidos e peptídeos (Iliggins, 1992).

No transporte ativo secundário, a captação do substrato está acoplada ao transporte

simultâneo, e termodinamicamente favorável, de um outro soluto, normalmente Na+ ou H+.

Se ambos os solutos forem transportados no mesmo sentido, o transporte é denominado de

co-transporte ou simporte; se o transporte ocorrer em sentidos contrários, de contra-

transporte ou antiporte.

Transportadores de glicose de organismos tão diferentes quanto humanos e

leveduras fazem parte de uma grande superfamília, denominada Major Facilitator

Superfamily (MFS) (Marger et aI., 1993;Pao, et aI., 1998), constituída, atualmente, por 38

famílias, de acordo com Transport Protein Database, disponível em

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

passivo ou o transporte ativo secundário de diversos íons e metabólitos, entre os quais

encontram-se aminoácidos, carboidratos e nucleosídeos.
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Estruturalmente, estes transportadores são constituídos de uma única cadeia

polipeptídica, contendo tipicamente 12 segmentos transmembrânicos (TM1-TM12), com

uma longa e hidrofilica alça citoplasmática conectando TM6 e TM7.

Transportadores de glicose têm sido bem descritos em uma grande variedade de

organismos, incluindo bactérias (postma, et aI., 1993), leveduras (Boles & Hollenberg,

1997; Ozcan & Johnston, 1999), plantas (Williams et aI., 2000) e humanos (Olson &

Pessin, 1996).

Dados sobre o transporte de glicose, e de outros monossacarídeos, em fungos

filamentosos, no entanto, são em geral limitados, apesar da importância acadêmica e

biotecnológica destes microorganismos.

Neste trabalho, descrevemos a caracterização, ao nível molecular, do transporte de

glicose no fungo fi1amentosoTrichoderma reesei, um microorganismo que tem se

destacado no estudo de diferentes fenômenos biológicos, e pelo seu potencial de uso

biotecnológico. Além de descrever os primeiros genes de transportadores de

monossacarídeos neste microorganismo, esperamos que este trabalho possa contribuir para

o preenchimento de uma lacuna em relação ao transporte de açúcares em fungos

filamentosos.
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2.
2.1

Revisão de literatura

Transporte de glicose em eucariotos

A seguir, é dada uma breve descrição do transporte de glicose em microorganismos

eucariotos e em células de mamíferos, particularmente em seres humanos, com ênfase 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, e de outras hexoses, tais como frutose e

manose, ocorre primariamente por difusão facilitada (Boles & Hollenberg, 1997). O

transporte de dissacarídeos, como maltose e trealose, por outro lado, ocorre através do

co-transporte de prótons (Serrano, 1977; Stambuk et a/., 1996; Stambuk et ai., 1998).

Células de S. cerevisiae são capazes de utilizar glicose, eficientemente, em um

amplo intervalo de concentrações, desde valores muito baixos, inferiores a 5 mmol rI, a

concentrações de até 1-3 moI r\ observadas em seu habitat natural (flores e frutas)

(Phaff, 1986;Postma et a/., 1989).Para lidar com variações de até três ordens de

magnitude na concentração de glicose, as células de S. cerevisiae dispõem de vários

transportadores, com diferentes afinidades pelo substrato. Após o seqüenciamento do

genoma de S. cerevisiae (Goffeau et ai., 1996), uma família de vinte proteínas associadas

ao transporte de hexoses foi identificada: Hxtl p-Hxt17p, Gal2p, Snf3p e Rgt2p

(Kruckeberg, 1996).

O transporte de glicose em S. cerevisiae é finamente ajustado de acordo com a

concentração extracelular do açúcar. Dessa forma, as células asseguram que a utilização do

substrato disponível ocorra com maior eficiência. Este controle é exercido principalmente

ao nível transcricional. Modificações pós-traducionais têm sido menos estudadas, mas a

glicosetambém parece atuar na modulação da afinidade e no controle da inativação de

certos transportadores (Ozcan & Johnston, 1999).

A análise cinética do transporte de glicose em S. cerevisiae indica, em geral, um

sistema de transporte bifásico, representado por um componente de alta e outro de baixa

afinidade por glicose. Na presença de alta concentração de glicose, apenas o componente

de baixa afinidade contribui significativamente para a captação de glicose. É importante

lJf
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reconhecer que cada um destes componentes corresponde, na verdade, a vários

transportadoresatuandosimultaneamente,com valores de V max e Km diferentes e em

sobreposição.

Em condições repressoras (glicose 2% m/v) - condições nasquais seobserva o

efeito repressor da glicose no metabolismo -, os valores de Kmdos componentes de alta e

baixa afinidade por glicose estão em tomo de, respectivamente, 2,0 e 45 mmol rI; em

condições desrepressoras (glicose 0,05% m/v), os valores correspondentes deKm estão

próximos de 0,7 e 25 mmol rI. (Coons et ai., 1995; Reifenberger et aI., 1997).

As células de S. cerevisiae possuem sete transportadores principais, que são os

responsáveis majoritários pela captação de glicose. Estes transportadores e sua afinidade

relativa por glicose são: Hxtl p e Hxt3p, de baixa afinidade; Hxt2p e Hxt4p, de

alta/intermediária afinidade; Hxt6p e Hxt7p, de alta afinidade; e Gal2p, o principal

transportador de galactose, mas que também é capaz de transportar glicose com alta

afinidade. Cepas de leveduras nas quais os genes destes transportadores foram nocauteados

são incapazes de crescer na presença de glicose como única fonte de carbono

(Reifenberger et aI., 1995;Kruckeberg et aI., 1999).

Ao invés de estarem envolvidos no transporte de glicose, Snf3p e Rgt2p parecem

atuar como sensores de glicose, sinalizando, respectivamente, condições de baixa e alta

concentração do açúcar. Diversas evidências experimentais apóiam esta suposição (Ozcan

& Johnston, 1999). Entre elas, podemos destacar: i) Snf3p é necessário para a expressão,

induzida por baixos níveis de glicose, de HXT2 e HXT4, enquanto Rgt2p é necessário para

a expressão, induzida por alta concentração de glicose, de HXTl; ii) ambos são incapazes

de complementar cepas mutantes de S. cerevisiae deficientes no transporte de glicose; iii) a

existência de mutações dominantes em SNF3 e RGT2 que causam a expressão constitutiva

de HXTI-HXT4, mesmo na ausência de glicose.

Snf3p e Rgt2p são muito mais similares entre si (60% de identidade) do que com os

demais membros da família HXT(identidade em tomo de 30%). Em particular, estes

transportadores possuem longas e atípicas caudas C-terminais, supostamente envolvidas na

transdução de sinal. A similaridade entre as caudas C-terminais de Snf3p e Rgt2p se

restringe a um elemento de 25 resíduos de aminoácidos, que ocorre duas vezes em Snf3p e

apenas uma em Rgt2p (Ozcan et aI., 1996a).

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

família HXT foi avaliada em uma cepa de S. cerevisiae na qual todos os vinte genes desta
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família foram deletados. À exceção de Hxt12p, que se supõe que seja codificado por um

pseudogene, todos os demais são 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

nível molecular, é relativamente recente. Apesar disso, vários transportadores de glicose,

similares aos de S. cerevisiae, foram descritos em Kluyveromyces lactis, Candida albicans,

Schizosaccharomyces pombe e Pichia stipitis.

Em K. lactis, a análise do transporte em função da concentração de glicose revelou

a presença de dois componentes: um de alta afinidade (Kmde ~ 1 mmol rI) e outro de

baixa afinidade por glicose (Kmde 20-50 mmol rI). Ao contrário de S. cerevisiae, um

número menor de transportadores parece estar relacionado à captação de glicose em K.

lactis. Foram identificadas duas proteínas transportadoras: Rag1p, de baixa afinidade e

induzido por glicose (Wesolowski-Louvel et aI., 1992) e Hgt1p, de alta afinidade e

expresso de forma relativamente constitutiva (Billard et aI., 1996).

Uma proteína de membrana, Rag4p, similar a Snf3p e Rgt2p (52-53 % de

identidade) foi identificada em K. lactis. Rag4p apresenta, assim como os sensores de

glicose de S. cerevisiae, uma longa cauda C-terminal, com um elemento de 25 resíduos de

aminoácidos semelhante ao encontrado duas vezes em Snf3p e uma vez Rgt2p. Além da

similaridade, evidências experimentais sugerem que Rag4p seja um sensor de glicose em

K. lactis, desempenhando um papel semelhante ao de Snf3p e Rgt2p em S. cerevisiae

(Svatopluk et aI., 2001).

Em S.pombe, a captação de glicose foi descrita por meio de um sistema dependente

de energia, acoplado ao co-transporte de prótons (Lichtenberg-Fraté et aI., 1997). Uma

família de seis membros de transportadores de hexoses foi identificada: Ght1p-Ght6p.

Dentre estes, Ght1p, Ght2p, Ght5p e Ght6p foram caracterizados como transportadores de

glicose pela sua capacidade de complementar mutantes de S. cerevisiae deficientes no

transporte de glicose. A função de GHT3 e GHT4 foi estudada através do nocaute destes

genes, o que revelou que GHT3 codifica um transportador específico de gluconato. A

função de GHT4 permanece desconhecida (Lichtenberg-Fraté et aI., 1997;

Heiland et aI., 2000).

Na levedura patogênica C. albicans, um transportador de alta afinidade por glicose

foi caracterizado por complementação heteróloga em S. cerevisiae. O gene CaHGTl
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codifica um transportador de glicose típico de membros da MFS, com um valor de Kmem

tomo de 1 mmol rI. (Varma et aI., 2000).

Na levedura P. stipitis, foi demonstrado que o transporte de glicose é bifásico, com

um componentede alta afinidade(Km~ 90 f-lmol-1)e outrode baixaafinidadepor glicose

(Km~ 1,9mmol-1).Três transportadoresde glicoseforamidentificadosemP. stipitis,

Sutl p-Sut3p, que parecem ser os principais responsáveis pelo transporte de baixa afinidade

por glicose (Weierstall et ai., 1999).

É importante notar que o transporte em P. stipitis ocorre com uma afinidade muito

maior por glicose que em S. cerevisiae. Enquanto nas células de S. cerevisiae, o transporte

de alta afinidade apresenta valores de Kmem tomo de 1 mmol rI, em P. stipitis o Kmé da

ordem de 90 f-lmolrI. Os valores de Km em S. cerevisiae são típicos de leveduras nas quais

o transporte de glicose ocorre por difusão facilitada. Espécies de levedura adaptadas a

ambientes pobres em nutrientes, como o solo e lagos, possuem normalmente um sistema de

transporteativo,acopladoà captaçãode prótons,comvaloresde Km muitomenores.É o

caso de P. stipitis e C. utilis (Phaff, 1986;Postma et aI., 1989).

Em relação a carboidratos, o termo pobre em nutrientes refere-se, normalmente, a

concentrações de glicose inferiores a 200 f-lmolrI (Burgstaller, 1997). A faixa de

concentrações 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 mamíferos é realizado por uma família de transportadores

pertencentes a MFS, contendo 12 segmentos transmembrânicos. Os membros da família

GLUT (glucose transporters) operam por difusão facilitada e são responsáveis pelo

suprimento contínuo de glicose às diversas partes do corpo, além de serem cruciais na

manutenção da homeostase sangüínea de glicose (Olson & Pessin, 1996).

Dentre os vários membros da família GLUT, ou isoformas, como são

tradicionalmente chamados, GLUTl-4 e GLUT7 são responsáveis pelo transporte de

glicose, enquanto GLUT5 se constitui em um transportador de frutose. GLUT6 é

codificado por um pseudogene, contendo múltiplas inserções e códons de terminação.
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Outros transportadores da família GLUT foram recentemente identificados. Uma

descrição destes novos membros e de sua caracterização funcional, quando disponível, é

dada por Joost & Thorens (2001).

No intestino e nos túbulos renais, a captação de glicose ocorre contra um elevado

gradientede concentração,atravésdo co-transporteativode íonsNa+, por transportadores

(sodium-glucose transporters, SGLTs) presentes na membrana apical das células epiteliais.

Estes transportadores são distintos dos membros da família GLUT, e sua expressão

tecidual é altamente específica.

As diferentes isoformas da família GLUT, por outro lado, estão presentes em todos

os tipos celulares de mamíferos, em graus variados de sobreposição. Apesar disso, no

entanto,é possíveldelinearumquadrogeralde expressão,localizaçãoe funçãode cada

transportador.

GLUTl é expresso de forma generalizada, mas está principalmente localizado nos

fibroblastos, eritrócitos e no endotélio da barreira hematoencefálica. Além disso, GLUTl é

está presente em altos níveis no tecido fetaI.

GLUT3 é o principal transportador nos neurônios e é responsável, juntamente com

GLUTl, pelo suprimento de glicose no tecido nervoso.

GLUT2 é encontrado na membrana basolateral de células epiteliais do intestino

delgado, túbulo renal, células pancreáticas e fígado. A glicose captada pelos

transportadores SGLTs, na membrana apical do intestino e túbulos renais, é encaminhada à

corrente sangüínea por GLUT2.

GLUT4, por sua vez, é encontrado principalmente nos músculos e no tecido

adiposo, nos quais é responsável pelo transporte regulado por insulina. Na ausência do

estímulo hormonal, a maior parte de GLUT4 está retida em vesículas intracelulares. Sob a

ação da insulina, estas vesículas são rapidamente deslocadas para a superfície celular,

ocasionando um aumento agudo e intenso no transporte de glicose.

GLUT7 está associado ao retículo endoplasmático (RE) de hepatócitos. A glicose

produzida no lúmen do RE pela ação da glicose-6-fosfatase é levada ao citoplasma por

GLUT7, e daí encaminhada ao meio extracelular por GLUT2.

A caracterização cinética da família GLUT tem sido feita por diferentes métodos

experimentais e em diferentes tipos celulares (Carruthers A, 1990), o que dificulta uma

comparação adequada entre os diferentes transportadores. Isto pode ser contornado,

entretanto, pela análise da expressão de cada transportador, isoladamente, em oócitos de

,..
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Xenopus laevis (Olson & Pessin, 1996). Através destes estudos, é possível verificar que

GLUT3 e 4 são os transportadores que possuem maior afinidade por glicose, enquanto

GLUT2 é o que apresenta a menor afinidade.

A maior afinidade de GLUT3 por glicose é particularmente importante no caso do

cérebro, que depende quase que exclusivamente de glicose como fonte de energia.

Nos hepatócitos, por outro lado, é importante que o fluxo bidirecional de glicose

não seja uma etapa limitante, mas que ocorra livremente de acordo com a concentração

sangüínea de glicose. Isto é obtido pela utilização de um transportador (GLUT2) com um

valor relativamente alto de Km.No estado pós-prandial (após uma refeição), a entrada de

glicose nos hepatócitos permite o seu metabolismo através da via glicolítica e/ou a síntese

de glicogênio. No estado de jejum, por outro lado, a diminuição da atividade da glicocinase

presente no fígado e a ativação da gliconeogênese conduzem a um aumento na

concentração intracelular de glicose, que resulta no seu efluxo para a corrente sanguínea.

Transporte de glicose emfungos filamentosos

Os fungos filamentosos são organismos heterotróficos com a capacidade de utilizar uma

ampla variedade de fontes de carbono e nitrogênio. Muitas espécies são saprófitas, capazes

de se desenvolver em matéria orgânica em decomposição, enquanto outras se envolvem,

preferencial ou obrigatoriamente, em associações parasíticas ou simbióticas com plantas e

anImaIs.

Além do solo, os principais habitats de fungos filamentosos são plantas, vivas ou

mortas, e fontes de água doce ou salgada. Conforme discutido anteriormente, devido à

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 captação 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 nível molecular, entretanto, dados sobre

transportadores de glicose são ainda limitados.

De acordo com Scarborough (1970 a, b), a captação de glicose em N. crassa, em

condições repressoras, é mediada por um componente de baixa afinidade

(Km~ 8 mmolr\ operandopor difusãofacilitada.Em condiçõesdesrepressoras,por outro

lado, observa-se a presença de um sistema ativo, de alta afinidade (Km~ 10 /--lmolrI).
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Em Schneider & Wiley (1971), o transporte é descrito mais detalhadamente. Neste

caso, o autor descreve dois sistemas de transporte, denominados de I e lI. O sistema I,

expresso de forma constitutiva, corresponde ao transporte de baixa afinidade, com valor de

Km igual a 23 mmol rI, em condições repressoras. Em condições desrepressoras, o valor de

Km,igual a 29 mmol rI, não é significativamente diferente. O sistema lI, relacionado ao

transporte de alta afinidade, é reprimido por glicose e apresenta valores de Kmem tomo de

40 !-lmolrI.

Embora os resultados possam não parecer muito consistentes entre os dois autores,

observamos que, nos dois casos, o transporte de glicose em N crassa é mediado por um

componente de alta afinidade, com Kmabaixo de 50 !-lmolrI, dependente de energia; e por

um componente de baixa afinidade, atuando por difusão facilitada, com uma afinidade

muito menor pelo substrato.

Recentemente, a análise de um mutante de N crassa com o processo de

esporulação alterado permitiu a clonagem do gene rco3, codificador de uma proteína

similar aos transportadores de hexoses de S. cerevisiae. Nestes mutantes, a esporulação

ocorre de forma prematura, tanto em culturas líquidas quanto em meio sólido

(Madi et ai., 1997).

A indução do processo de esporulação em mutantes Ôl'co3poderia estar associada a

um decréscimo na captação de glicose, resultante do nocaute do gene. Outras observações,

no entanto, parecem sugerir que a proteína RC03 seja um sensor de glicose, similar aos

sensores Snf3p e Rgt2p, de S. cerevisiae, e Rag4p, de K. lactis.

Em primeiro lugar, a expressão de rco3 é muito pequena, assim como ocorre com

SNF3 e RGT2. Em segundo, a deleção de rco3 afeta o transporte tanto em alta quanto em

baixa concentração de glicose, sugerindo um papel regulador de RC03 na captação de

glicose em N crassa. Além disso, nos mutantes Arco3 ocorre um alívio parcial da

repressão por glicose.

Interessantemente, o transportador/sensor RC03 apresenta uma longa cauda C-

terminal, assim como Snf3 e Rgt2, mas sem a presença do elemento conservado de 25

resíduos de aminoácidos, que aparece em Snf3p, Rgt2p e Rag4p.

Em A. nidulans, a captação de glicose ocorre por um sistema de transporte ativo e

constitutivo, cuja atividade independe da fonte de carbono. Estudos de competição

mostram que a captação de glicose e frutose ocorre por 2 sistemas de transporte distintos,
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com valores de Km em tomo de, respectivamente, 60 e 200 J.IDlolrI

(Mark & Romano, 1971).

No fungo T. harzianum, que tem sido muito investigado pelo seu potencial de uso

como agente de controle biológico, foi descrita a caracterização de um transportador de

alta afinidade por glicose, denominado de GTT1 (Delgado-Jarana et aI., submetido).

A análise funcional de gtt1 foi feita através da sobreexpressão do gene em células

de T. harzianum. Os autores observaram um aumento de, aproximadamente, 2,5 vezes na

captação de glicose em uma cepa contendo o gene gttl sob o controle de um promotor

constitutivo. A expressão de gttl é induzida em baixos níveis de glicose, e parece ocorrer

de forma constitutiva na presença de glicerol. Em alta concentração de glicose, a expressão

do gene é reprimida.

A analise cinética da captação de glicose em T. harzianum revelou a presença de

um transporte de alta afinidade por glicose, com valor de Kmem tomo de 12 f.lmolrI,

semelhante aos valores observados em N crassa e A. nidulans.

No fungomicorrizaAmanitamuscaria- micorrizassão associaçõessimbióticas

estabelecidas entre determinados fungos de solo e raízes de plantas -, foi descrita a

caracterização de um transportador de monossacarídeos, AmMST1, visando à melhor

compreensão, ao nível molecular, do suprimento de carboidratos derivados da planta para o

fungo (Nehls et aI., 1998).

A caracterização funcional do gene Ammstl foi feita através da complementação de

mutantes de S.pombe (Mildbradt & Hofer, 1994), deficientes no transporte de glicose

A análise da expressão de Ammst1 em diferentes concentrações de glicose indica

que o gene é expresso de forma relativamente constitutiva em baixos níveis de glicose, e é

induzido por concentrações acima de 5 mmol rI.

No fungo fitopatogênico Uromycesfabae, um parasita biotrófico obrigatório, um

transportador de glicose, HXT1, foi recentemente identificado (Voegele et aI., 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 e penetram as

células do hospedeiro para a captação de nutrientes.

A caracterização funcional do gene foi feita por complementação de mutantes de

S. cerevisiae (Reifenberger et aI., 1995).A análise do transporte neste sistema heterólogo

forneceu um valor de Kmde 360 f.lmolrI. Dados de northern blot e imunotluorescência

indicam que o transportador é expresso exclusivamente em haustoria, o que fornece
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evidências concretas de que estas estruturas estão envolvidas com a captação de açúcares

nestas espécies de fungos parasitas.

Em A. parasiticus, foi feita a identificação de um suposto transportador de glicose,

hxtA (Yu et aI., 2000), com base na análise da seqüência nucleotídica do gene. Nenhum

estudo funcional foi realizado, no entanto.

2.2 Estímulo do transporte de glicose por hipoxia

À exceção dos organismos estritamente anaeróbicos, todos os demais organismos

dependem de oxigênio molecular. Mecanismos adequados para detectar a disponibilidade

de oxigênio e capacitar as células a sobreviver a baixas concentrações (hipoxia) ou à

ausência de oxigênio (anoxia) foram desenvolvidos nos mais diversos organismos, de

bactérias a humanos.

A adaptação à hipoxia envolve tanto alterações imediatas no metabolismo, através

do controle da atividade enzimática, quanto alterações no perfil de expressão gênica

(Bunn & Poyton, 1996). Ao nível molecular, o estudo da adaptação das células à hipoxia e

do oxigênio como um importante regulador da expressão gênica iniciou-se com o estudo

do controleda eritropoiese- produçãode eritrócitos- pelohormônioeritropoetina(EPO)

(Jelkmann, 1992). A produção de eritropoetina é estimulada por hipoxia, em células

específicas do fígado e rins.

Culturas de células humanas de hepatomas, Hep3B e HepG2, forneceram um

sistema adequado ao estudo dos mecanismos moleculares de regulação do gene de

eritropoetina (Goldberg et aI., 1988).Neste sistema, uma seqüência reguladora responsável

pelo controle da expressão por oxigênio foi localizada a 3' do gene de EPO, e recebeu a

denominação de erythropoiein 3 'enhancer (Beck et a/., 1991; Semenza et aI., 1991).

Posteriormente, o fator de transcrição nuclear HIF-I (hypoxia inducibleJactor-I)

foi identificado pelas suas propriedades de ligação ao enhancer de EPO, através do

reconhecimento da seqüência 5'-TACGTGCT-3' (Semenza & Wang, 1992;

Wang, et aI., 1995).

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

genes hipóxicos, foram identificados em células de mamíferos. Alguns destes genes são

expressos em tecidos específicos, enquanto outros fazem parte de processos celulares
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básicos. Entre estes se destacam os genes de transportadores de glicose e de enzimas da via

glicolítica (Semenza et aI., 1994; Ebert et aI., 1995;Behrooz & Ismail-Beigi, 1999).

Interessantemente, foi demonstrado que o enhancer de EPa é capaz de conferir a

genes repórteres um padrão de expressão semelhante ao de eritropoetina, em tecidos (pele,

pulmões, ovário) que não expressam o hormônio (Maxwell et aI., 1993). Estas e outras

evidências experimentais sugeriram a existência de um mecanismo de regulação comum

por oxigênio, semelhante em diferentes tipos de células (Semenza et aI., 1994;

Forsythe et aI., 1996).

Em células de mamíferos, durante períodos de hipoxia, a expressão de genes de

enzimas da via glicolítica é estimulada, enquanto a expressão de enzimas do ciclo dos

ácidos tricarboxílicos é reprimida, visando à manutenção da produção de ATP através do

metabolismo anaeróbico (Webster, 1987). a suprimento de energia através da via

glicolítica, com a redução de piruvato a lactato, depende de uma maior demanda de

glicose.

Por sua vez, o transporte de glicose na maior das células é um dos fatores limitantes

na utilização do açúcar. Portanto, a eficiência da ativação da via glicolítica como forma de

geração de energia depende de um estímulo simultâneo do transporte de glicose. A

ativação do transporte de glicose em células de mamíferos por hipoxia é um fenômeno bem

caracterizado (Ismail-Beigi, 1993) e se dá, principalmente, pela indução do transportador

de glicose GLUTl. a estímulo de GLUT 1 se dá por meio de modificações pós-

traducionais - deslocamento de GLUT110calizado em vesículas intracelulares para a

superficie celular e ativação de moléculas já localizadas na membrana plasmática - e pelo

aumento na expressão de seu gene (Behrooz & Ismail-Beigi, 1999).

Inibidores da fosforilação oxidativa, tais como azida, cianeto e rotenona, não

estimulam a produção de EPa, o que sugere que o sistema responde primariamente à

concentração de oxigênio, e não a conseqüências secundárias da inibição da respiração

(Necas & Neuwirt, 1972; Tan & Ratcliffe, 1991). A captação de glicose por GLUT1, no

entanto, é estimulada por inibidores da cadeia respiratória (Shetty et aI, 1993), o que

sugeriu, inicialmente, que os mecanismos de indução de GLUTl e de EPa fossem

fundamentalmente diferentes, estando o estímulo da atividade de GLUTl determinado pelo

comprometimento da atividade mitocondrial.

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

verdade, a regulação de GLUTl é similar a de EPa. A análise da região promotora de

I
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GLUT1 mostrou que dois elementos de controle distintos operam na regulação do

transportador: um elemento sensível aos inibidores da atividade mitocondrial, cuja

mutação suprime a resposta à azida, mas não à hipoxia; e um elemento semelhante ao sítio

de HIF-1, responsável pelo controle do oxigênio.

Em S. eerevisiae, estudos globais do perfil de expressão gênica revelaram que, no

rearranjo metabólico provocado pela falta de oxigênio, os genes envolvidos com o

metabolismo de reserva de carboidratos e a via glicolítica são induzidos, enquanto genes

dos complexos respiratórios TIl,IV e Vedo ciclo dos ácidos tricarboxílicos encontram-se

reprimidos (Kwast et ai. 2002).

o principal, e mais bem caracterizado, regulador da expressão dos genes

controlados por oxigênio em S. eerevisiae é o repressor Rox1p (Lowry & Zitomer, 1988;

Balasubramanian et ai., 1993), responsável pela repressão, em condições normais de

oxigênio, de grande parte dos genes hipóxicos.

Recentemente, foi demonstrado que o gene OLEI, codificador da proteína A-9

ácido graxo dessaturase, envolvida na biossíntese de ácidos graxos insaturados, e CYC7, da

proteína iso-2-citocromo c, de S. eerevisiae, são regulados de forma semelhante aos genes

induzidos por hipoxia em células de mamíferos (Kwast et aI., 1999).

A expressão regulada por oxigênio de OLEI foi posteriormente investigada por

Vasconcelles et ai. (2001). Um elemento de controle em eis responsável pela indução do

gene por hipoxia, denominado de LORE (low oxygen response element) foi identificado

por meio de genes repórteres e experimentos de gel de retardamento. A seqüência de

LORE é 5'-ACTCAACAA-3'. Esta seqüência foi vasculhada no genoma de S. eerevisiae

por métodos computacionais, tendo sido identificada nos promotores de outros genes

regulados por oxigênio.

LORE e o sítio de HIF-1 em células de mamíferos, discutido anteriormente,

parecem estar relacionados funcionalmente, apesar da falta de similaridade entre suas

seqüências. Homólogos de HIF-1 não foram identificados em S. eerevisiae, apesar de

terem sido identificados em outros organismos, tais como rato, camundongo e Drosophila

melanogaster (Vasconcelles et aI., 2001).

A regulação dos membros da família HXT de S. eerevisiae tem sido intensamente

investigada em relação à natureza e à disponibilidade da fonte de carbono no meio. A

influência do oxigênio na expressão destes genes tem recebido, de certa forma, menos

atenção.
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Em Diderich et aI. (1999), no entanto, o transporte de glicose e a expressão dos

genes HXT de S. cerevisiae foram estudados em diferentes condições de cultivo, na

presença e na ausência de oxigênio. Neste trabalho, não se observaram alterações

significativas no padrão de expressão dos principais transportadores de glicose durante o

crescimento da levedura em condições anaeróbicas.

Do mesmo modo, trabalhos de análise do perfil global de expressão gênica em S.

cerevisiae (Ter Linde et aI., 1999;Kwast et aI., 2002) não mencionam os membros da

família HXT entre os grupos de genes que se encontram induzidos ou reprimidos na

ausência de oxigênio.

A regulação do transporte de glicose em S. cerevisiae, portanto, parece ser diferente

do que se observa em células de mamíferos, pelo menos ao nível transcricional. Em relação

a isso, é importante notar que, ao contrário de células de mamíferos, a levedura S.

cerevisiae é um microorganismo anaeróbico facultativo, capaz de se desenvolver na

ausência de oxigênio.

2.3 o fungo filamentoso T. reesei

o gênero Trichoderma compreende fungos saprófitos que habitam o solo de maneira

generalizada. As espécies de fungo pertencentes a este gênero são tradicionalmente

reconhecidas pela produção de uma série de enzimas hidrolíticas, que incluem celulases,

hemicelulases e quitinases (Eveleigh & Klein, 1998).

Diversas espécies deste gênero, com destaque a T. reesei, têm sido utilizadas na

produção comercial de várias enzimas, em especial celulases e hemicelulases, cuja

aplicação tem sido aproveitada nas indústrias têxtil e de alimentos. Outras espécies, tais

como T. harzianum, têm sido muito investigadas pelo seu potencial de uso como agentes

de controle biológico, conforme dito anteriormente.

Além de sua importância econômica, o gênero Trichoderma tem sido utilizado no

estudo de diferentes fenômenos biológicos.

T. reesei

O fungo T. reesei é derivado de uma única cepa selvagem conhecida, QM6a (Lieckfeldt et

aI., 1998). O fungo se reproduz de forma assexuada pela produção de conídios, de cor
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verde e e1ipsóides (3,5-4,5 x 2,3-3,OfllIl)oAs hifas são septadas e polinucleadas, com

diâmetro de 5 a 10 j.hlloEm cultura, formam-se colônias brancas ou amarelas, de rápido

crescimento - 5,5-7cm de diâmetro, a partir do ponto de inóculo dos cotúdios, após 4 dias,

a 20° C, em extrato de malte 2 % (m/v) (Gams & Bisset, 1998).

A cariotipagem na linhagem selvagem QM6a e em cepas hipercelulolíticas, tais

como a cepa Q~'v'l9414 ( "Montenecourt& Eveleigh, 1979), revelou a presença de 7

cromossomos, através da eletroforese de campo pulsado. As 7 bandas têm de 2,8 a 6,9 Mbo

Estima-se que todo o genoma de Toreesei tenha de 31 a 39 Mb (J\1antylaet aI., 1992;

Herrera-Estrella et aI., 1993).
A+_~,,6~ ,,1= _6+~,,1~~ _~I=~nl~_=~ Vnhl~ ~~ ~7 /1 oot::\ =~+~h=l=~=-~- ~n= ~ -h.~~~ T

n.uav " u"" H1 VUV" ,1llV,1 U,1a,1...", J."-U,1ll" ta "t.<o \,L/./V} ".a.., l ,1a,111 "lu", v J.Ull!:;V .L.

reesei corresponde à forma anamórfica do fungo ascomiceto Hypoerea jeeorina. (.o estágio

de vida sexuada dos fungos é denominado de teleomórfico, e o de vida assexuada, de

anamórficoo)

A classificação taxonômica de T. reesei, de acordo com o l'.[ationalCenter for

Bioteehnology I~formation (NCBI) Taxonomy database

(http://wwwonebi.nlm.nih.gov/T a;wnomy/tar:.html), é:

Número de Identificação (Taxonomy ID number): 51453;
C'n~=- -=~~~. lJnlT~~'~+~'
uUP"',1-,1"'J.l1V. LUfta,1yv.a,

Reino: Fungi;

Filo: Ascomycota;

.ordem: Hypocreales;
lJ~-;t~~. U,,~~~-=~~=~=.
J..alllluao J.J.ypv"',1...a a...,

Gênero: Hypoerea;

Espécie: Hypoereajeeorina (Triehoderma reesei).

.o fungo T. reesei tem se destacado, particularmente, em estudos sobre a

degradação da celulose - um polimero linear, não ran'tificado,constituído de unidades de

glicose unidas por ligações ~-1, 4 -, e outros polissacarídeos.

.o sistema de celulases de T. reesei (Montenecourt, 1983) é, provavelmente, um dos

mais extensivamente estudados em seus diversos aspectos, tais como o mecanismo de ação

das cc1ulascs(lnvill.et a!., 1993; Hcnnssat, 1994) c a regulação da expressão de seus gencs

(EI-Gogary et a!., 1989; Abrahão-Neto et a!., 1995; Henrique-Silva et a!., 1996;

Carle-Urioste et a!., 1997).
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Há 3 classes principais de celulases no sistema celulolítico de T. reesei:

endoglucanases (EGs), responsáveis pela c1ivagemde ligações glicosidicas 1..'1temas;

celobiohidrolases (CBHs), com a função de liberar resíduos de celobiose, um dímero de

glicose em ligação B-l,4, das extremidades das cadeias de celulose; e B-glicosidases, que

atuam na etapa [mal de hidrólise, produzindo glicose a partir de celobiose e outros
~1~~~~~~~~":..t~~~

(
-~-~ n_~ -~H

l'~~- ~__~n1..~ D:;~.:- 100{n
V.11õV~~a"-'ill.lU"-'V~ pa.la U.11la .l"-'V ~av, "-'V.11~UH"-' V"-'ÕU.l.11, LJJV).

o sistema de celulases de T. reesei é induzido, ao nível transcricional, em pelo

menos 1000vezes por celulose (Carle-Urioste et a/., 1997). A expressão do sistema é feita

de fonna coordenada, ou seja, o nível relativo das diferentes celulases mantém-se constante
,- ..t~.ç~..~_..~~ ~~ t:~:::::~N ..t~ ~n1"~H~ í'r~...:~~: ~+ ~1 100L'\

'-'.111 U.11"-'.l"-'.11l"-'~ "-'VHU.lI;'V"-'~ U"-' "-'U.lUVV \LV.l.lÕV.l E;:f. ("i., LJJV).

Os mecanismos de regulação dos genes das celulases de T. reesei têm sido

mtensamente investigados. No atual modelo, o sistema de celulases é expresso

continuamente, e esta expressão basal do sistema é necessária para a fonnação de um
~ tn"_- N_l:.. .~1 ~ -~-+~- ..t~ ~~1n 1_N~ 1'1\ ,r~_..t~1N ~ TI ~~N~ 1 OLrI. (1..~-.1-..~-~ ~ 1\,r ~ t~1N 10'70'\
UIUUlVl ~V.lUV"-'J., a pa.lUl U"-' "-'''-'.lU.lV~''-' VVLa.11U"-'.l~ "-' L'-"-'''-'~''-', .1JVV, >Jl"-'.l.11U"-'.lÕ "-' lV.1a.11U"-'.l~, .1J / J).

O dissacarídeo soforose; constituído de dois resíduos de glicose em ligação .B-l; 2; é

um dos mais potentes indutores das celulases de T. reesei (Sternberg e Mandels, 1979) e

acredita-se que seja o indutor natural do sistema. A soforose seria produzida a partir de

ce1úbiúsepela atividade de transglicúsilaçãú de p-glicúsidases. Esta hipótese é slistentada

nela demonstracão de Que soforose e outros dissacarideos são nroduzidos neto sistema de~ ... ~..

celulases de T. reesei in vitro, a partir de celulose e celobiose (Vaheri et ai. 1979).

Inúmeros trabalhos realizados em T. reesei têm abordado diversos outros aspectos
~=1n1~_=n ~16:.~ r1~ r1=~~r1~~:;:~ ..1= ~=1n1~n= T'\=n+~~~_~n .._~1-..~1h~n -=~=..+=n n~h_= ~n
,",,,",.1U.1a.1,,",~, a.1,,",.11l ua u""'yaua",av u,,", "",,,",.1U.1v~,,",. .L.T,,",~.a,,",'UHV~ UaL1a.1HV~ .1"",,,",""'.11.""'~ ~VL1.1,,", v~

mecanismos de repressão por glicose (Cziferszky et a/, 2002) e o padrão de expressão dos

genes envolvidos no metabolismo da glicose (Chambergo et a/., 2002).

Estes trabalhos têm fornecido infonnações importantes sobre as similaridades e

diferenças de tais processos entre microorganismos multicelulares e unicelulares.
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3. Objetivos

A fim de permitir o estudo mais amplo de T. reesei, nas áreas de biologia molecular e

celular, um banco de dados de ETSs foi desenvolvido por nosso laboratório, e encontra-se

disponível no endereço http://trichoderma.iq.usp.br.

Neste banco, foram identificados dois genes de prováveis transportadores de

glicose, denominados de Trhxtl e Trhxt2 (de Trichoderma reesei hexose transporter). Os

objetivos do presente trabalho consistem, primariamente, no estudo do transporte de

glicose em T. reesei e na caracterização, estrutural e funcional, dos genes Trhxtl e Trhxt2

Três aspectos gerais serão abordados no estudo da função destes genes:

1. a determinação e análise computacional da estrutura primária de cada

gene, em um estudo comparativo com transportadores de glicose de outros organismos~

ii. o estudo de sua expressão em diferentes concentrações de glicose, em

diferentes fontes de carbono e em função da disponibilidade de oxigênio~

iii. e a determinação de seus parâmetros cinéticos, em cepas mutantes nas

quais os genes foram nocauteados.

Em última análise, nosso objetivo consiste em determinar a função de cada gene,

considerando-se e relacionando suas propriedades às condições do habitat natural de

T.reesei.
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4.

4.1

Materiais e Métodos

Microorganismos

A cepa QM 9414 de T. reesei, obtida da American Type Culture Collection

(ATCC, 26921), foi utilizada em todo o trabalho.

As cepas de S. cerevísíae e de S.pombe utilizadas nos experimentos de expressão

heteróloga estão relacionadas na Tabela 1.

Células de Escherichia coli XLI-Blue MRF' (Stratagene) e DH5aF' (Invitrogen)

foram utilizadas rotineiramente na propagação de plasmídeos.

Tabela 1 Cepas de leveduras utilizadas neste trabalho

Levedura
S. cerevisiae

Cepa
KY73

Genótipo
MATa hxtl/J.::HIS3M1xt4 hxt5::LEU2

hxt2/J.::HIS3 hxt3/J.::LEU2::hxt6

hxt7::HIS3 gaI2/J.::DK' ura3-52 his3-lJ,15

leu2-3,ll2 MAU SUC2 GAL MEL

h' leul-32 ght1 ght5 ght6

Referência

Kruckeberg et ai. (1999)

S.pombe YGS-5
a Direct Repeat

Mildbradt & Hofer (1994)

Tabela 2 Cepas da bactéria E. colí utilizadas neste trabalho

Cepa
XLI-Blue MRF'

Genótipo

F'::Tnl0 proA+B+lacIq A(lacZ)Mi5/recAi endAi gyrA96 (Naf) thí

hsdRJ7(rk'm/) supE44 relAilac
F'/endAi hsdRJ7(rk'm/) supE44 thi-l recAi gyrA(Naf) reJAl A(lacIZYA-

argF) U169 deoR (rjJ80dlacA(lacZ)Ml5)

DH5a.F'

4.2 Condições de crescimento

A preparação e manutenção de culturas de T. reesei foram feitas conforme descrito

anteriormente (EI-Gogary et ai., 1989).Em meio sólido, o fungo foi mantido em placas de

potato dextose agar (PDA) (DIFCO), a 28°C. Culturas líquidas foram realizadas pelo

inóculo de esporos de T. reesei em meio mínimo ou em meio rico, a 28°C, sob agitação

constante de 200 rpm.

Esporos de T. reesei foram recolhidos em NaCI 0,9 % (m/v), a partir de placas de

PDA de 7 a 10 dias de cultivo.

A composição do meio mínimo, em g r\ é: (NRt)2S04 2,1; MgS04.7 H20 0,3;

CaCh.2 H20 0,3; FeS04.7 HzO 5 x 10'3;MnS04.H20 1,6 x 10'3;CoCh.6HzO 2 x 10'3;e
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ZnS0487 H20 1,4 X10-3.O doreto de cálcio e os metais de transição foram adicionados

após a autoclavagem do meio, a partir de soluções concentradas estéreis.

O meio rico corresponde ao meio mínimo suplementado com uréia 0,3 g rI,

proteose peptona 2 g r 1e tween (80) 2 ml rI.

A preparação e manutenção de culturas de levedura foram realizadas segundo

Sambrook et aI. (1989) e/ou Ausubel et aI. (1992).

Culturas de S. cerevisiae foram realizadas em meio mínimo, yeast nitrogen base

(YNB) 0,7 % (m/v) (Amresco), ou em meio rico, constituído de extrato de levedura 1 %

(m/v) (Amresco) e peptona 2 % (m/v) (Sigma), com uma fonte de carbono apropriada.

Em meio mínimo, as culturas foram suplementadas com os aminoácidos

apropriados, de acordo com as exigências nutricionais de cada cepa.

Na preparação de meio sólido, acrescentou-se ágar 2 % (m/v) (Calbiochem).

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

(Moreno et a!., 1991), ou em meio rico, conforme descrito para S. cerevisiae.

4.3 Cultura contínua de T. reesei

Culturas contínuas de T. reesei foram realizadas no Departamento de Engenharia Química

da Escola Politécnica da USP-SP, em um trabalho de colaboração com os professores

Andreas K. Gombert e Aldo Tonso.

Os experimentosforamrealizadosem umreatorNewBrunswick- Bioflo,

equipado com dois eletrodos de O2e acoplado a um analisador de gases (C02 e O2).As

culturas foram realizadas em um volume de 2 1,a 28°C, sob agitação constante de 900 rpm,

a uma taxa de diluição de 0,1 h-I. O pH foi mantido entre 6,1 e 6,4, através da adição

automática de NaOH 1 moI rI.

O meio de cultura utilizado foi o mesmo descrito anteriormente, suplementado com

extrato de levedura 0,1 % (m/v). A glicose foi utilizada como substrato limitante, e sua

concentração no meio de abastecimento foi de 100 mmol rI. As culturas foram

monítoradas continuamente, através de alíquotas retiradas para a determinação da

concentração de glicose, peso seco e preparação de amostras de RNA.

Uma vez estabelecido o estado estacionário do cultivo contínuo, o efeito do

oxigênio na expressão gênica de T. reesei foi investigado através da redução gradual da

concentraçãode oxigênio,em intervalosde 1 h. Ou seja,apóscadareduçãona
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concentração de oxigênio, o fungo foi deixado na nova condição por 1 h; uma amostra foi,

então, recolhida para análise, e a concentração de oxigênio reduzida novamente.

4.4 Técnicas Gerais de Biologia Molecular

Os procedimentos de manipulação de ácidos nuc1éicosforam efetuados, em geral, segundo

Sambrook et aI. (1989) e/ou Ausubel et aI. (1992), ou de acordo com os protocolos

fornecidos pelos fabricantes dos produtos utilizados.

Oligonuc1eotídeosforam adquiridos das empresas Operon e Invitrogen.

Os radionuc1ídeos, [y)2p] ATP, [a-32p]dATP e D-[U)4C] glicose foram

adquiridos das empresas Amersham Biosciences e REM Indústria e Comércio.

A preparação de amostras de DNA genômico de T. reesei foi feita pela maceração

do micélio do fungo, em nitrogênio líquido, seguida de extrações com

fenol:c1orofórmio:álcoolisoamílico (25:24:1) (Amresco), de acordo com EI-Gogary et aI.,

(1989).

A preparação de RNA foi feita com TRIzol @Reagent (lnvitrogen), segundo as

instruções do fabricante.

4.5 Plasmídeos

Gene Trhxtl

Fragmentos de DNA genômico contendo toda a seqüência codificadora do gene Trhxtl

foram isolados na triagem de uma biblioteca genômica de T. reesei, construída no fago

Lambda DashTMII (Matheucci, 1993). Um dos fagos obtidos na triagem desta biblioteca,

denominado de fago lliXTla, foi utilizado na identificação e clonagem de 2 fragmentos

BamHI, de 2,2 e 4 kb, que originaram, respectivamente, os plasmídeos pTH2 e pTH4 (veja

a Fig. 6, pág. 37). Os fragmentos foram c1onadosno vetor pBluescript KS(-) (Stratagene).

O plasmídeo pYH41 foi utilizado no teste de complementação de S. cerevisiae. Na

construção de pYH41, toda a seqüência codificadora de Trhxt1 foi amplificada, por PCR, a

partir do plasmídeo p27, isolado de uma biblioteca de cDNA (veja a Fig. 6, pág. 37). Sítios

de restrição adequados foram inseridos nosprimers para a clonagem do produto de PCR no

vetor pJN40 - trata-se de um vetor de expressão em S. cerevisiae, de múltiplas cópias,
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contendo um promotor induzível por cobre e tendo uracila como sua marca de seleção

(Gietz & Sugino, 1988).

o gene HXT2, de S. cerevisiae, utilizado como controle positivo no teste de

complementação, foi clonado no mesmo vetor (pJN40). A seqüência codificadora de HXT2

foi obtida, por PCR, do DNA genômico de S. cerevisiae.

O teste de complementação de S.pombe foi realizado com o plasmídeo

pPREP-TrHXTl. A construção deste plasmídeo foi análoga à de pYH41. Neste caso, o

gene Trhxt1 e o gene GHT1, de S.pombe, utilizado como controle positivo, foram

clonados no vetor pPREPl - um vetor de expressão em S.pombe, de múltiplas cópias,

contendo um promotor reprimido por tiamina e tendo leucina como sua marca de seleção

(Maundrell, 1993). A seqüência codificadora de GHTl foi amplificada, por PCR, do DNA

genômico de S.pombe.

O plasmídeo pH2 foi construído para o nocaute do gene Trhxtl em células de

T. reesei. A seqüência codificadora de Trhxtl foi interrompida pelo gene hph, de

higromicina fosfotransferase (Gritz & Davies, 1983), em um sítio conveniente da enzima

SalI. Primeiramente, um fragmento BamHI-SalI (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. nidulans (Staben et aI.,

1989), no vetor pBluescript KS (-) (Stratagene) - o fragmento BamHI-SalI contém o

promotor e parte da região codificadora de Trhxt1. O plasmídeo obtido foi denominado de

pHl. Em seguida, o plasmídeo pHl foi ligado a um produto de PCR de 3 kb - este produto

de PCR foi obtido a partir do plasmídeo pTH4 (descrito anteriormente) -, da região3' de

Trhxt1, originando o plasmídeo pH2.. Finalmente, o inserto de pH2 foi utilizado como um

cassete de integração para o nocaute de Trhxtl em esporos de T. reesei (veja a Fig. 19A,

pág. 64).

Gene Trhxtl

Um plasmídeo contendo parte da seqüência codificadora de Trhxt2, denominado de p26,

foi isolado da biblioteca B de T. reesei (veja a Fig. 8, pág. 41). Posteriormente, o inserto

deste plasmídeo foi utilizado como sonda na triagem da biblioteca A. Um plasmídeo foi

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

o banco de dados de ESTs de T. reesei foi desenvolvido a partir do seqüenciamento

aleatório e em larga escala de duas bibliotecas de cDNA, designadas de A e B.

A construção e seqüenciamento da biblioteca A estão descritos em Chambergo et

ai. (2002). Amostras de RNA total, preparadas a partir do micélio do fungo cultivado na

presença de glicerol, foram utilizadas para a preparação de mRNA poly(At, a partir de

oligo(dT)primers,utilizando-seo Poly (A)+ Quick @mRNA isolation kit (Stratagene).

A construção da biblioteca foi feita no vetor Uni-ZAP@XR vector (Stratagene).

Neste sistet;na,os plasmídeos obtidos contêm insertos de cDNA clonados de forma

direcionada, entre os sítios de restrição EcoRI e XhoI do vetor.

O seqüenciamento da biblioteca foi feito a partir da extremidade 5' dos insertos de

cDNA, utilizando-se o método de didesoxinucleotídeos trifosfatos (ddNTPs) (Sanger et aI.,

1977), em um seqüenciador automático ABI Prism 377 DNA Sequencer (Perkin Elmer).

Biblioteca normalizada

A biblioteca B, ao contrário de A, é normalizada. A síntese de cDNA a partir de oligo(dT)

primers foi feita com o SMART PCR cDNA Synthesis Kit (Clontech). A normalização foi

feita com bases nas metodologias de representação diferencial de genes e PCR supressivo

(Clontech PCR-Select cDNA Substraction Kit, Clontech). Sucintamente, a biblioteca foi

construída do seguinte modo. Após a síntese, o cDNA foi clivado com a enzima de

restrição RsaI, uma enzima cujo sítio de restrição é constituído de 4 pb. Obtêm-se, desse

modo, fragmentos menores de cDNA, os quais podem ser, posteriormente, mais facilmente

recuperados por PCR. No passo seguinte, o cDNA é ligado, separadamente, a dois

adaptadores diferentes (1 e 2). Seguem-se, então, duas etapas de hibridização: a primeira

envolve a hibridização entre si das moléculas de cDNA ligadas a um mesmo adaptador; na

segunda etapa, realizada imediatamente após a primeira, as 2 populações são misturadas e

a hibridização deixada prosseguir por mais tempo.

Na primeira etapa de hibridização, as moléculas presentes em maior abundância

irão se reassociar mais rapidamente que as demais, formando fragmentos em dupla fita que

contêm o mesmo adaptador em ambas as extremidades. O tempo de hibridização é

fundamental, uma vez que as moléculas presentes em menor abundância devem permancer
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na forma de fita simples. Na segunda etapa, quando as 2 populações são misturadas, as

moléculas que permaneceram em fita simples durante a primeira etapa irão se reassociar,

originando híbridos com um adapatador de cada tipo em cada extremidade.

Finalmente, faz-se uma reação de PCR na qual apenas os híbridos, que contêm

ambos os adaptadores, 1 e 2, são amplificados, obtendo-se a biblioteca normalizada. As

moléculas de cDNA em dupla fita que contêm o mesmo adaptador, obtidas na primeira

etapa de hibridização, não são amplificadas devido à estrutura secundária que se forma

pelo pareamento entre os adaptadores. Este é o denominado PCR supressivo.

O seqüenciamento da biblioteca B foi realizado pelo mesmo método utilizado no

seqüenciamento da biblioteca A, utilizando-se neste caso, porém, um seqüenciador

automático MegaBACE 1000 (Amersham Bioscience).

Análise computacional dos dados

A análise computacional dos dados obtidos no seqüenciamento das bibliotecas A e B foi

feita de forma semelhante. As seqüências foram analisadas pelo programas

phred/phrap/crossmatch (Ewing et ai., 1998; Ewing & Green, 1998; Gordon et ai., 1998).

Apenas os ESTs contendo, pelo menos, 150 pb de comprimento com qualidade (Q) ~ 20,

de acordo com op programa phred, foram aceitos. As que não se encaixaram neste critério

foram rejeitas e descartadas da base de dados.

Em seguida, arquivos em formato fasta, contendo seqüências simples (singlets) ou

agrupadas (contigs), foram enviados, utilizando-se o programa BlastC13(NCBI), para

comparação com a base de dados, não redundante (NR), de proteínas do GenBank (NCBI).

O programa BLASTX foi utilizado nesta análise comparativa (Altschul et ai., 1990)

(NCBI), com os seguintes parâmetros: filtro de baixa complexidade, matrix de comparação

BLOSUM 62, base de dados não redundante e código genético padrão.

Os alinhamentos produzidos pelo programa BLASTX e os respectivos valores de

score e e-value, que indicam a significância dos resultados obtidos, foram utilizados na

atribuição de função aos ESTs. Seqüências que apresentaram valores de score ~ 80 foram

consideradas identificadas, e aquelas com score < 80, não identificadas.

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

em critérios semelhantes aos do banco Expressed Genome Anatomy Database (EGAD) do
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instituto de pesquisa TIGR (The Institute For Genomic Research)

(http://tigr.org/docs/tiger-scripts/egad- scripts/roleJeport.spl) (White et aI., 1996).

4.7 Sequenciamento dos genes Trhxtl e Trhxt2

o sequenciamento completo dos genes Trhxtl e Trhxt2 foi feito porprimer walking e por

shotgun, utilizando-se um seqüenciador automáticoABI Prism 377 DNA Sequencer

(Perkin Elmer) ou um seqüenciador MegaBACE 1000 (Amersham Bioscience).

Os oligonucleotídeos utilizados no sequenciamento porprimer walking estão

relacionados nas Tabelas 3 e 4. As 2 fitas de DNA foram seqüenciadas com estes conjuntos

de oligonucleotídeos. O espaçamento médio entre osprimers é de 500 pb.

Tabela 3 Oligonucleotídeos utilizados no seqüenciamento do gene Trhxtl

Oligonucleotídeo

HXTl-Fl

HXTl-F2

HXTl-F3

HXTl-F4

HXTl-F5

HXTl-F6

Seqüência

5' - CTGCAAGAGTATCAAAGAGT - 3'

5' - TTGGCATGCTCATTGTCGCC - 3'

5' - CTTCATGATGATGCCGCTTC - 3'

5' - TCATCAACGTGCTGATGACC - 3'

5' - CGTACCTCATCTTTGCCATC - 3'

HXTl-Rl

HXTl-R2

HXTl-R3

5' - GCAGTCTATCAGTCTGTGCC - 3'

5' - AGACGACTATTAAGCGCTGC - 3'

5' - AACATGGCCTCCGTCTCCTC - 3'

5' - GACGACTTCACCGTAGGTGG - 3'

HXTl-R4

HXTl-R5

HXTl-R6

5' - CTTGAACAGGTCGAGGTAGG - 3'

5' - GCTTGGAGGGAGGCGAAATC - 3'

5' - TCGAAGCCGAACAACGCGCC - 3'

F e R, na identificação dos oligonucleotídeos, referem-se aforward e reverse
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Tabela 4 Oligonucleotídeos utilizados no seqüenciamento do gene Trhxt2

Oligonucleotídeo

HXT2-Fl

HXT2-F2

HXT2-F3

Seqüência

5' - TGCTTCAAGGGCTCTCTGTG - 3'

5' - GGTCAACGTCTGCTCTACTC - 3'

5' - ACCTTTGCCGCTCAGATGGG - 3'

HXT2-Rl

HXT2-R2

HXT2-R3

5' - CCATCCGGAAGCAGGAGAGTCCT - 3'

5' - AGGTGGAGGCGAAGAAGAAG - 3'

5' - GGCTGATGCAGAACTGGTAG - 3'

F e R, na identificação dos oligonuc1eotídeos, referem-se aforward e reverse

o método de shotgun foi utilizado, particularmente, na obtenção da seqüência da

região promotora de Trhxtl e para se obter a sequência completa de Trhxt2. As bibliotecas

foram construídas a partir do DNA de fagos contendo os genes Trhxtl ou Trhxt2.

Primeiramente, o DNA dos fagos foi submetido à sonicação e, em seguida, tratado com as

enzimas klenow (USB) e T4polynucleotide kinase (Invitrogen), para a geração de hlunt

ends e fosforilação das extremidades 5'. Finalmente, fragmentos localizados na faixa entre

0,5 e 2 kb foram isolados de gel de agarose e ligados no vetor pUC18/SmaI/BAP

(Amersham Biosciences). Os insertos dos plasmídeos obtidos foram seqüenciados a partir

de ambas as extremidades, comprimers do próprio vetor.

4.8 Preparação de soluções de glicose radioativa

Nos ensaios de transporte, utilizou-se glicose marcada uniformemente com o isótopo 14C,

D_[U-14C]glicose, adquirida em solução aquosa contendo etanol 3 % (310 mCi mmol rI)

(Amersham Biosciences). A partir desta solução estoque, foram preparadas soluções de

glicose radioativa de diferentes concentrações (l00 J..LmolrI, 1 mmol rI, 10 mmol rI,

100 mmol rI e 1 moI r\ contendo de 25.000 a 75.000 dpm J..LrI.

Na preparação destas soluções, volumes adequados da solução estoque foram

submetidos, primeiramente, à liofilização. A seguir, a glicose cristalina radioativa foi

dissolvida em solução aquosa de glicose fria (não marcada), na concentração desejada.
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4.9 Ensaios de transporte de glicose

o método utilizado para a determinação da taxa de captação de glicose foi baseado nos

procedimentos descritos por Stambuk et aI. (1998) e Coons et a!. (1995). O transporte de

glicose em células de S. cerevisiae foi realizado conforme descrito em Coons et a!. (1995).

Esporos de T. reesei (106esporos mrI) foram inoculados em meio rico, contendo

glicose 2 % (m/v), por 1O-12h,a 28°C, sob agitação constante de 200 rpm. O micélio do

fungo foi, então, recolhido por centrifugação (16000 x g, por 15 min, a 4°C) e suspendido

no mesmo meio de cultura, suplementado com glicose 0,05 % (m/v), por 2h.

Após esse tempo, o micélio foi recolhido por filtração e suspendido em fosfato de

potássio 100 mmol r\ pH = 5,0, a 4°C, a uma concentração de, aproximadamente,

8 mg mrI. Na filtração, foram utilizados membranas Millipore, constituídas de ésteres

mistos de celulose, com poros de 0,45 JlIl1de diâmetro.

Alternativamente, os esporos foram inoculados em baixa concentração de glicose

(0,8-1 mmol rI), por 6-8h, em condições semelhantes.

A partir deste ponto, as células foram mantidas em gelo durante todo o restante do

experimento. Em cada ensaio, 80 /-11da suspensão de células foram misturados com 20 /-11

de solução de glicose radioativa, a 28°C. Após o tempo de incubação apropriado, 80 /-11da

suspensão de células foram imediatamente filtrados e lavados com 2,5 ml de água gelada.

Em seguida, os filtros foram transferidos para 5 ml de líquido de cintilação

(ACS Scintillation Cocktail, Amersham Biosciences), e a radioatividade medida após 24 h,

em um cintilador Rackbeta liquid 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 controle da

radioatividade não específica, aderida à superficie da membrana plasmática ou aos filtros.

4.10 Transformação de T. reesei

A transformação de T. reesei foi feita pela técnica de bombardeamento de partículas, de

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

bombardeio das células alvo com micropartículas de ouro, ou tungstênio, recobertas como
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DNA exógeno. No interior das células, o DNA é dissociado das micropartículas e

integrado ao DNA genômico.

Na transformação de T. reesei, foram utilizadas micropartículas de tungstênio M5,

com diâmetro médio de 0,2 Jlm.Esporos de 7 a 10 dias de cultivo foram espalhados em

placas de PDA, ~ 107esporos por placa (82 mm de diâmetro), e deixados em um ambiente

estéril com as placas abertas por 4 h. Em seguida, as placas foram bombardeadas sob

pressões de 1400 e 1600 psi. (9,65 x 106e 1,10 x 107Pa). Após o bombardeio, as placas

foram incubadas a 28°C, por 7h. Adicionou-se, então, uma camada de PDB-agarose 1 %

(potato dextrose com agarose 1 %), suplementada com o antibiótico higromicina B (Hyg)

para uma concentração final de 100 Jlgml-l.

O cassete de integração utilizado na transformação de T. reesei contém o gene hph,

de higromicina fosfotransferase. Esta enzima inativa o antibiótico Hyg por fosforilação.

Dessa forma, a seleção das células transformadas de T. reesei foi feita pelo plaqueamento

em PDA, suplementado Hyg (100 Jlgmrl).

Colônias dos primeiros transformantes surgiram entre 3 e 4 dias após a

transformação. Na etapa de seleção, os transformantes foram transferidos, individualmente,

para uma nova placa de PDA suplementada com Hyg, na mesma concentração. Após a

repetição deste procedimento por 3 vezes, os transformantes foram transferidos para uma

placa contendo apenas PDA e incubados por 7 dias para que ocorresse a esporulação.

Os esporos foram recolhidos e plaqueados novamente em meio seletivo. Nesta

etapa, uma grande porcentagem dos transformantes não é capaz de germinar na presença

do antibiótico. Os que se desenvolveram foram submetidos a uma nova passagem no meio

seletivo e considerados, a partir daí, como transformantes estáveis.

I
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5.
5.1

Resultados

Identificação de transportadores de glicose em T. reesei

o banco de dados de ETSs de T. reesei, desenvolvido por nosso laboratório, contém 5934

seqüências expressas de DNA (ESTs), que compreendem 1713 genes unigenes,

representados por seqüências parciais simples (singlets) ou agrupadas (contigs). Este banco

foi obtido a partir do seqüenciamento aleatório, em larga escala, de duas bibliotecas de

cDNA, A e B, preparadas a partir do micélio do fungo cultivado na presença de,

respectivamente, glicerol e glicose.

Os dados obtidos do seqüenciamento da biblioteca A foram analisados e estão

disponíveis em http://trichoderma.iq.usp.br.Emrelaçãoàbiblioteca B, os trabalhos de

análise encontram-se em andamento.

Os genes obtidos da biblioteca A, 1151 no total, foram classificados, de acordo com

programa BLASTX (Altschul et aI., 1990)(NCBI), conforme discutido em Materiais e

Métodos, em identificados (39%), com valores de score;;;:80, e não identificados (61 %),

com score <80. Posteriormente, os genes foram classificados de acordo com a sua função,

com base em critérios semelhantes aos do banco EGAD (Expressed Genome Anatomy

Database), do instituto de pesquisa TIGR (The Institute For Genomic Research)

(http://tigr.org/docs/tiger-scripts/egad_scripts/role_report.spl) (White et aI., 1996), nas

seguintes categorias: divisão celular (1%); sinalização celular (2%); estrutura celular (1%);

defesa celular (2%); síntese de proteínas (9%); síntese de RNA (2%); metabolismo (14%);

não classificados, que compreendem os genes identificados não incluídos em nenhuma das

categorias anteriores (5%); e desconhecidos, que apresentam similaridade com genes de

função não determinada (3%) (Chambergo et ai., 2002) (Fig. 1).

Os genes identificados se distribuem em uma grande variedade de funções

estruturais e metabólicas, compondo um quadro relativamente geral da biologia celular de

T. reesei.

Trinta e sete genes, o correspondente a, aproximadamente, 2 % do número total de

genes obtidos, estão envolvidos potencialmente em alguma função de transporte. Alguns

exemplos são dados na Tabela 5, com a descrição do melhor alinhamento obtido pelo

programa BLASTX, e os respectivos valores de score e e-value fornecidos pelo programa.

Os genes apresentados estão envolvidos com o transporte de um número variado de

substratos.

I I
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Fig. 1. Classificação de 1151 unigenes de T. 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 lnstitute For Genomic Research) (http://tigr.org/docs/tiger-scripts/egad_scripts/roleJeport.spl), nas categorias

indicadas. Não Classificados referem-se aos genes identificados não incluídos em nenhuma das categorias; Desconhecidos, aos genes que apresentam similaridade com
genes de função não detérminada; e Não Identificados compreendem os ESTs que não apresentaram similaridade significativa com o banco de dados GenBank (NCBI)
(Chambergo et ai., 2002). w

o



31

Tabela 5 Genes de T. reesei potencialmente envolvidos no transporte através de

membranas

Dois genes supostamente envolvidos com o transporte de carboidratos, Trhxt1 e

Trhxt2, foram identificados e constituem o objeto de estudo deste trabalho. Devido ao fato

de Trhxt2 ter sido identificado mais recentemente, os dados disponíveis sobre este gene

são, conforme se poderá notar, ainda preliminares.

O gene Trhxt1, identificado no seqüenciamento da biblioteca A, está representado

no banco de dados por um contig, constituído de 7 ESTs. Na Fig. 2a, temos uma

representação esquemática destes ESTs e do contig correspondente. A seqüência

codificadora de TrhxtI, cujo seqüenciamento está descrito posteriormente, também está

representada. Podemos observar que o contig obtido inicialmente compreende uma grande

parte de Trhxt1.

Os cinco melhores alinhamentos produzidos pelo programa BLASTX para a

seqüência consenso deste contig - gerada pelos programasphredlphraplcrossmatch (Ewing

et a!., 1998;Ewing & Green, 1998; Gordon et aI., 1998) - estão apresentados na Fig. 2b.

Observamos que a seqüência parcial de Trhxt1 apresenta similaridade com transportadores

de glicose de diferentes microorganismos.

I

Melhor Alinhamentoa

Gene de T. reeseib Descrição Organismo AC # (git Score E-value

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

TrEST-A0798 Putative carnitinelacylcamitine A th f 17529160 95,9 3e-19
translocase . a lana

TrEST-Al178 Protein transportprotein P. pastoris 18266896 143 2e-33
SEC13

TrEST-A2463 Guter mitochondrial membrane N 130684 169 3e-41. . .aaa
protem porm

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

TrEST-A3696 Putative tricarboxylate S.pombe 19115332 199 2e-50
transportprotein

TrEST-A3723 Putative calcium P-type N crassa 6688829 168 4e-41
ATPase

TrEST-A3772 High-affinity ironpermease C. albicans 7770293 138 3e-32
CaFTR2

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

TrEST-Al178 Probable phosphate transport N crassa 11595705 164 1e-39
protein M/RI

a Confonnediscutidonotexto,a identificaçãodosgenesde T.reeseifoi feitapeloprograma
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

b Identificação dos genes de T. reesei no banco de dados de ESTs
c Accession number, de acordo com o GenBankc
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Descrição Organismo

putative glucose transporter, Gttl T. harzianum

high affinity glucose transporter, Hgtl p K lactis

high affinity glucose transporter, Hgtlp C. albicans

monosaccharide transporter, AmMST-1 A. muscaria

galactose-proton symport, GalP Salmonella enterica

QAccessionnumber de acordo com o GenBank (NCBI)

Fig. 2. Identificação do gene Trhxtl de T. reesei. A) Representação esquemática dos 7 ESTs de Trhxtl

identificados no banco de dados de ESTs de T. reesei. O contig indicado na figura foi gerado pelos
programas phredlphrap/crossmatch, conforme discutido no texto. Toda a seqüência codificadora de
Trhxtlestá representada sobre o contig (em escala). B) Os cinco melhores alinhamentos obtidos na análise do

contig indicado em A pelo programa BLASTX. [Adaptação de resultados fornecidos pelo programa
BLASTX (NCBI).]

o gene Trhxt2, por sua vez, foi identificado no seqüenciamento da biblioteca B por

apenas um EST. O desenho esquemático deste EST e os resultados do BLASTX estão

apresentados na Fig. 3. Conforme os resultados indicam, o EST de Trhxt2 também mostra

similaridade com transportadores de glicose de vários outros microorganismos. O EST de

Trhxt2 corresponde à porção final do gene, ao contrário do que se observa no caso de

Trhxtl.

-
AC # (gi)8 Score E-Value

20135735 744 0.0

1346290 342 6E-93

6016201 303 4E-81

2258125 188 lE-46

16761866 178 lE-43
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Fig. 3. Identificação do gene Trhxt2 de T. reesei. A) Representação esquemática do único EST de Trhxt2

identificado no banco de dados de ESTs de T. reesei. Toda a seqüência codificadora de Trhxt2 está

representada acima do EST (em escala). B) Os cinco melhores alinhamentos obtidos na análise do EST
indicado em A pelo programa BLASTX. [Adaptação de resultados fornecidos pelo programa BLASTX
(NCBI).]

Na atribuição de função a uma determinada seqüência nucleotídica, através do

programa BLASTX, é preciso analisar os resultados obtidos com certa cautela, dada à

possibilidade de que o alinhamento produzido pelo programa esteja restrito a uma pequena

região da seqüência analisada. Pode ocorrer, por exemplo, que 2 proteínas com funções

diferentes apresentem um pequeno domínio conservado, não havendo similaridade

significativa entre elas além desta região.

Após o seqüenciamento completo dos genes Trhxtl e Trhxt2, a análise de suas

seqüências nucleotídicas pelo BLASTX forneceu resultados semelhantes aos obtidos

inicialmente com os ESTs. Nos dois casos, observamos alinhamentos significativos de

TrHXTl (Fig. 4) e TrHXT2 (Fig. 5) com transportadores de glicose de vários

Descrição Organismo AC # (gi)" Score E-value

monosaccharide transporter, AmMST-1 A. muscaria 2258125 157 9E-38

high-affinity glucose transporter, HXTl U fabae 14348970 112 3E-24

low-affinity glucose transporter, Ragl p K. lactis 131828 102 3E-21

glucose permease, Rgt2p S. cerevisiae 6320063 102 4E-21

high-affinity hexose transporter, Hxtllp S. cerevisiae 6324417 101 6E-21

"Accession number de acordo com o GeneBank (NCBI)
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microorganismos e, em especial, com transportadores de outras espécies de fungos

filamentosos.

Além disso, cabe ressaltar que os alinhamentos apresentam uma boa cobertura, isto

é, a similaridade de TrHXTl e TrHXT2 com diferentes transportadores de glicose se

estende por praticamente todo o comprimento de suas seqüências.

Score <40 4(1-50' ~;~j;%:J:0tir(~;[m$ki:;~i-;iT"'.':~,~cbL'.'.''f{')'~'..:--;j"!"':"".I.''f~(j.f~J;~

I ' 1 1 1 I ' I I .1 .1 1 , 1 I.. 1 1 I I ' 1 . 1 I. I 1 I I ,......
O 250 500 750 1000 1250 1500

Fig. 4. Análise da seqüência nucleotídica do gene Trhxtl de T. reesei. Apenas a seqüência nucleotídica do
gene, do códon de iniciação ao códon de terminação, sem a presença de introns, foi submetida à análise pelo
programa BLASTX (NCBI). Os 5 melhores alinhamentos obtidos pelo programa estão indicados, com os
respectivos valores de score e e-value. [Adaptação de resultados fornecidos pelo programa BLASTX.]

<40 40-50 \'i'1l~~~tt:í\Bi;ji.p~'.!iZip;i.rnr~l)Xiíi:"õP8'f~Score

I I 1 I 1 I I I 1 I j 1 1 I I i 1 . I 1 I 1 1 I , i I . , , I 1 I ,
O 250 500 750 1000 1250 1500

Fig. 5. Análise da seqüência nucleotídica do gene Trhxt2 de T. reesei. Apenas a seqüência nucleotídica do

gene, do códon de iniciação ao códon de terminação, sem a presença de introns, foi submetida à análise pelo
programa BLASTX (NCBI). Os 5 melhores alinhamentos obtidos pelo programa estão indicados, com os

respectivos valores de score e e-value. [Adaptação dos resultados fornecidos pelo programa BLASTX.]

Descrição Organismo AC # (gi)a Score E-Value

putative glucose transporter, GTT1 T. harzianum 20135735 1044 0.0

high affinity glucose transporter, Hgt1p K. lactis 1346290 459 1E-128

high-affinity glucose transporter, Hgt1p C. albicans 6016201 406 lE-112

monosaccharide Transporter, AmMST-1 A. muscaria 2258125 253 5E-66

glucose permease, Rgt2p S. cerevisiae 6320063 225 2E-57

aAccessionnumber,deacordocomo GenBank

Descrição Organismo AC#(gi) Score E-Value

monosaccharide transporter, AmMST-1 A. muscaria 2258125 399 1E-110

high-affinity glucose transporter, HXTl U.fabae 14348970 357 3E-97

glucose permease, Rgt2p S. cerevisiae 6320063 325 8E-88

low-affinity glucose transporter, Hxt1p S. cerevisiae 171741 316 5E-85

low-affinityglucose transporter, Hxt3p S. cerevisiae 6321886 315 lE-84
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5.2 Clonagem e seqüenciamento

Em relação ao gene Trhxtl, o plasmídeo p27 (Fig. 6), correspondente ao EST com a

extremidade 5' de maior comprimento, foi utilizado nos trabalhos de seqüenciamento. O

inserto de p27 (;:::;1,8 kb) foi seqüenciado por primer wa/king, utilizando-se um conjunto

de 12 oligonucleotídeos (veja a Tabela 3, em Materiais e métodos).

Paralelamente, o inserto de p27 foi utilizado como sonda na triagem de uma

biblioteca genômica de T reesei, construída no fago Lambda DashTMII (Stratagene)

(Matheucci, 1993). Dois fagos, denominados de ÂHXTla e ÀHXTlb, foram obtidos na

triagem desta biblioteca e analisados por southern b/ot. Fragmentos de mesmo tamanho

foram obtidos na clivagem do DNA de ambos os fagos com várias enzimas de restrição.

Na clivagem com a enzima BamHI, foram obtidos dois fragmentos, de 2,2 e 4 kb. Estes

fragmentos foram clonados no vetor pBluecript KS (-) (Stratagene) e os plasmídeos

correspondentes denominados de pTH2 e pTH4 (Fig. 6).

O plasmídeo pTH2 abrande a maior parte da seqüência codificadora de Trhxtl; a

extremidade 3' do gene está contida em pTH4. O inserto do plasmídeo pTH2 e parte do

inserto de pTH4 foram seqüenciados com o mesmo conjunto de oligonucleotídeos

utilizado no seqüenciamento do plasmídeo p27, isolado de uma biblioteca de cDNA.

O seqüenciamento da região promotora do gene Trhxtl foi feito por uma

abordagem diferente. Neste caso, fizemos o seqüenciamento por shotgun de uma biblioteca

construída com o DNA do fago ÂHXTla, no vetor pUCI8/SmaI/BAP (Amersham

Biosciences), conforme descrito em Materiais e métodos. A fnn de facilitar o trabalho de

seqüenciamento, identificamos e isolamos, primeiramente, um fragmento de,

aproximadamente, 5 kb, contendo a região promotora de Trhxtl. Em seguida, fizemos uma

triagem da biblioteca do fago com este fragmento, e apenas aqueles clones que

hibridizaram com a sonda foram utilizados no seqüenciamento.

A comparação entre as seqüências de cDNA e do DNA genômico revelou a

presença de uma ORF de 1644nucleotídeos, interrompida por dois introns, de 55 e 57 pb.

A seqüência de aminoácidos prevista codifica uma proteína de 60,4 kD (Fig. 7).

Doze segmentos transmembrânicos previstos computacionalmente (veja discussão

posterior) estão indicados na seqüência nucleotídica de Trhxtl.
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Na análise da região promotora de Trhxt1, identificamos uma provável seqüência

TATA, localizada na posição -148, em relação ao primeiro nucleotídeo do códon de

iniciação.

Um sítio de ligação da proteína Crel, envolvida na repressão por glicose em

T. reesei (Strauss et aI., 1995;Takashima et aI., 1996) foi localizado na posição -1361.

Este sítio está sublinhado na Fig. 7.

Sítios de ligação semelhantes aos de HIF-1, de células de mamíferos, ou ao sítio

LORE, identificado em S. eerevisiae, não foram identificados no promotor de Trhxt1. Estes

elementos em eis estão envolvidos com a indução de genes hipóxicos na carência ou na

ausência de oxigênio.

O gene Trhxt2, conforme dito anteriormente, foi identificado no seqüenciamento da

biblioteca B. Apenas um EST foi obtido. O inserto do plasmídeo correspondente,

denominado de p26 (Fig. 8), é de, aproximadamente, 600 pb.

A biblioteca B, ao contrário da biblioteca A, é normalizada, conforme discutido em

Materiais e Métodos. Em uma das etapas de sua construção, o cDNA foi clivado com a

enzima de restrição RsaI, tendo-se obtido uma população de moléculas cDNA

fragmentada. Por esta razão, a fim de obtermos um clone de cDNA completo do gene

Trhxt2, fizemos a triagem da biblioteca A, utilizando-se o inserto do plasmídeo 26 como

sonda. Os clones obtidos foram analisados por southern hlot e seqüenciamento. Apenas um

deles, no entanto, correspondia ao gene Trhxt2. O cDNA correspondente de,

aproximadamente, 1,8 kb de comprimento (p28), continha mais de 80% da seqüência

codificadora de Trhxt2 (Fig. 8).

A seqüência completa do gene Trhxt2 e de parte de sua região promotora foi obtida

de forma análoga ao que foi feito para a região promotora do gene Trhxt1. Primeiramente,

fizemos a triagem de uma biblioteca genômica de T. reesei. Os fagos obtidos foram

analisados por southern hlot. A seguir, construímos uma biblioteca com o DNA isolado de

um dos fagos. Esta biblioteca foi, então, seqüenciada por shotgun.

Uma ORF de 1662 nucleotídeos, interrompida por apenas um intron de 71 pb, foi

identificada. A proteína prevista pela seqüência de nucleotídeos é de 60,5 kD (Fig. 9).

Doze segmentos transmembrânicos também foram previstos na análise

computacional da seqüência de aminoácidos da proteína TrHXT2 (veja discusssão

posterior).
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Fig. 6. Representação esquemática do lócus TrhxtI. A seqüência codificadora do gene TrhxtI foi seqüenciada porprimer walking, a partir do plasmídeo p27,

isolado de uma biblioteca de cDNA, e dos plasmídeos pTH2 e pTH4, contendo ftagmentos de, respectivamente, 2,2 e 4 kb, do DNA genômico de T. reesei.

Os sítios de BamHl, indicados por setas, foram utilizados na construção de pTH2 e pTH4. A região promotora de TrhxtI foi seqüenciada por shotgun; neste
caso, fizemos o seqüenciamento de uma biblioteca construída com o DNA de um fago isolado na triagem de uma biblioteca genômica de T. reesei. O
seqüenciamento da região 3' do gene TrhxtI também foi obtido por shotgun. As caixas e linhas representam, respectivamente exons e introns de TrhxtI.
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-4008 CCGCGGAGGTATAACTCTATAGAGAAGCGACAG

-3975 AGCTGCCTCGGGAGTTGATTGGCCGCTCGGCAACATGCTGCTTGCCGTGAAGGGATTCTAGGCGAGGCCAGGCAG

-3900 TGGTTGATTGCCGTCGGCTGGTGGCCTTGGGGTCTCTGGTAGAACTAGCAAGCCGGTCGGACGAGGCTGGTGTTG

-3825 GCGACGTCATATAGTCCGAAGAGCGAGGAGTTGTCAGTATGTTGAAGTTGGGTGAATATGTCATGTGATGGGCTG

-3750 GTGTTGGATTGGAGTCGTAGATGTATTAGAGAGGCGTCGTGTTATGGATCGGTGGTTAGCACAGGTGACAAAGAC

-3675 GATGGGCGATTGGCGAAGCAGAAGCATTCCTAGGCCTGGGGAAGCTGCAGGGCTTTGGCCGCCGCTGGCACCGTG

-3600 TCAACCACACCGTCCCTAGATGCAAGCATCGCATCCAGGCCATGTGCGACGTCTCCAACCATGACATTGACGTGT

-3525 CAGAAGTCGTGCGATACTGTGCAATCTTGTGTTGCATCGGATCATCGCGGTGGAGAGAGAGAGAGCTGAATTGGA

-3450 GAGAGGGATCCAAAGGGGAGCTTGGATTGTGCTCCCCTGACGACTGGCCCTGGTGAAGGTGAGAGAGAGCGTGAG

-3375 AGCGGGAGCGGATCGGCAAGGCTTGAGCAAGGACAGGCGGAGCGGAGGAGAGAAGGTCGGTCGAATCAGCAATGC

-3300 GGAGCTGGAGCCAGTGGTGTGACAAACAAACGGCÇAAGAGTGAGGCTATACTGAACTGAATAGTGTGTATTATGG

-3225 ATTTGTAAAATATTAGTAGTACAAAACAGAGCAGGACCAGGCAAGGGGGACAAGAACAGCAAGGCCATGGCTGGA

-3150 TGATTGGTTGGTGACTGTAGACGGCTGATGCGTGAAGGAGGAGAAAAGATTCATGCTGGATGTTCAATTTTGGCT

-3075 GGAGTGAGTCTGTCTATGCCTGGTCATGTGCATGTACGAGTATTGCTTGTGCCTGCCGTTTGAGTGCGGTACTGT

-3000 GCAGATGGCATCAGCTTGATACTGTGTGGCCTCCTTCGCAACAGGCGATCACTGCCGTTCTGAGTCGGTGATGGA

-2925 CAGAGGAAAGAGCGTTCGCCGTATTTGCTGCGGGGCAGCAGCCTGGGGTTTGCGAGTCAATTTGACGAATAACGC

-2850 CGATTGTTTAGATGGGGTTTTCTGTTCCTGTTCTTGCCCTCTTTTTTTTGGGTACCTGTATGTAGTACCTGGGGT

-2775 TTCACTGGGGCCTGAGATGAGATGCCATCATCCCCTTTCACCAGGAACACGGCGGTAAAGACGACTTATCTTACG

-2700 CTTTACACTCATACTGACGAAAGCGACCAGACTCTCTACTACAGCTCTCATAGACCAGCTGCTACCACTACCGAC

-2625 TGCCGCTCGTCTGCATTGCCGTGCCAAAGCCGGCGGAGGATAATCTGAGCCAGGGCGACGTCATTTGGCCAAAGC

-2550 CGGGGAAAGTGGAGAGCCCACTAGCCAACCGCCCAGGCGCTTCTTCAGTGGCGCCGAGGCCTAACAGGCCCTGGG

-2475 CGTCGGGAGCTAGGCCGCGAGCGGACAAGGGCGGGCTTGGGCGAGCTTGAACCTCCATCTTTTGGACAGGCCATG

-2400 ATGACAATACACGTACCTATCTACGAGCAATATGGAGGAGCCAGGTCTATTGTTCGGCTGCTCTTGGGCGTGTAT

-2325 GTTCACGGATTACCCATATGTGCAGACTACCTACGTAGGTGCTATTAGTAGGCGTTAATATTGCTACAATAATCT

-2250 TACTCGTACTACCAGGAAAAAGGCCCTGCTGGTAGCTGTAGAGACGGATTGAGTATTGAAACGCCGGTACATACC

-2175 TCTATGGAGGACAGACAAGGATGGAGCGAAAGCGCCCCCAAAACAGCCAGAAGAGAACATAGCACCACACACCAC

-2100 ACCGCAGCAATATGCATGCACGTCAATGGGTGCTTGCTCCTCAAGTAATAAGTCTCGAACAGAACAGAGATGCTG

-2.025 CTGATAAATATCCTCGACAAACACCGGCAACTTGCTGCCGAGCGCCCAGCGCAACACTCGTACTCTCACAACAGC

-1950 CAGTCTTCTTGGCAGACCACATCCTCGCTGAACTACCTACATCTGTATTATCGCCTTCAGGCGACCAGCTTCTAG

-1875 TGGCCATCTAGACGAACCGAGTCCAGTCCCCCCTCCCCCCCAATTCTCACGCCCCTCCTCCCCCAACGGCCAGAC

-1800 TCTCGGCGACATGCAACCCCCCAGATGACCCCGGGGGGACGCTTGCAATGACCCAAATGGAACCGGCCGGCGATC

-1725 CTCCAGCATGGGGCTTAGTTCGGGGCCGGGTTGGCACGAGCTTTTCCAACTCTCGCGCCGTGGAAACAGACGTTG

-1650 AACCGCGATTCTACGTGTAACAGTGATCCGTACCATTGTCTTTCGCGTCTCATTATTGGCAGGACCAGCAATGGA

-1575 AGAAGCATGCGTAAAACTACTAGTCATAATACATACACGTGAGGAGTCAGAGCTGGAAAGCTCAACAACCGGGGC

-1500 CCCAAGGATTCAGAAATGGCAAGACTTCGGCCTGTGTGACGGCGGGTGGTGTTACCGGCCTTGATGCCATGTATG

-1425 GAAGTACATGTAGGGGCCTGTGTTCGTGCTCGTACAAGGACTGCTCGTAATGGCACCACGAATGGCGGAGCTGAT

-1350 GCTTTTTTGCTGCTGTTAGTCGAAAGGATCATGAGCGGTGATGCTGCCGTACGTGACACGGCCTGTTGCTGCATC

-1275 GATTGGGTTTGCAGGATCGTATCATGTGCAGAATTGCGACTTGATGTTGGGCACTTGGATGATCCTGAAAGCTGA

-1200 GGCACAAGCGAGAAGATCACCTCAACTGTTGGGAGGTACCTACAGAACAGAACAGTCAGTACACTTGTTGGCACA

-1125 ATCATTCCACCACACTTCTTGTCAGGTGTCGGTCATCGATCCCAGATTGTACTCATCCTCGCACCTCGTACCCCA

-1050 GACAGCCACACTACCTGAGTATTGAACCAATACTATCCAAGTCCATCCCCAGTCCCAATAATCCTGGGGACACAG

-975 ACATTGAACCAGAAAATACCAGGTAAAAAGTTGGAGGGGAGGCGGGGGAGCAACTGGCAAGCTTTTAGGCCCTTT

-900 TTGGGGAAATGCGATTCTGGAGGTCAAGGGGGTGTTGAGGCCTTGTCCAAGGTACACAACGCCGGATGGGGCAGT

-825 ACTCGAAGCGGCGCGTACAGGTACTTGCAGGCGCGGGCCATGCAAGGCGAGACAAGGCTTGCCAGCTTTGCTCCA



-750 TCATCACCTTGCTTTGCCCATCCCGCATGCGACTTACACGCGCTCACCTCCCGACAGACCCCTGCGCGTGCGTGT

-675 ACCGTTGCAGCAGGGCATCCCGCAAGCGTCAGTACCTGCTACCGCGGCAGCCATGTACTCGATACACCGTACCCC

-600 GGATCCTGCAGACGCAAGTGGCTTCAATGCTCCGAGCATCTCTCCTGATGGGACTCCATGGGGAAATCTCCAGGC

-525 CTGGGGCCAACAGCCTACAGGTAGTACTGCCTAGTACTACCTATGGACCTAGAGTTGGGCGAGCGTGCAGCAGCA

-450 GCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGATGACAAGGGACAGGGGTC

-375 GGGGCAAGTGAATCCGGTCTCGTTGTTGCTCTGCCCACCTCACTTCATGTTCCCACATGCCTGTCTGGCAGCAGC

-300 TTGCCCTGCTCTGCCCTGCTCTGCTCTGCCCTGCTCGAGCCAACCAGCCAGCTGCCCGCCATCACTCACTACCTA

-225 CCTACCTACCTACCTACCTGCCTGTCGATTGGCAGCTGCTCGCACAGCTTCCGGCGTAACAACCACCCGAGCACA

-150 CATATATAGCCCATCTCCCTTCCTCTCCTCCCCCCCAATCCCACTCTTCCTCCTCTTGAAACGCCCCCTTCCTCT

-75 TGTCCTCCCCGTCACCAAACCGCTCATGGTCACGGCCCCTCTCTGCAAGAGTATCAAAGAGTGACAGCCTCAGCC

1 ATGCCCATTGGCAACATCTACGTGATCGCCGGCGTGTCCGTCGTCGGCGGCGCGTTGTTCGGCTTCGACATCTCG

G F D I S

76 TCTGTGTCGGCCCAGCTGGCCGAGCAGTCGTACCTCTGCTACTTCAACCAAGATGAGAATCCGCCCACCACCGTC

S V S A Q L A E Q S Y L C Y F N Q D E N P P T T V

151 GATGGCACCTGTGGTGGCCCGCGGTCCCTCGTCCAGGGCGGCATCACGGCCTCCATGGCTGCTGGGTCCTGGCTG
D G T C G G P R S L

226 GGCGCCCTGATCTCGGGTCCCCTGTCTGATCGCCTGGGCCGCAAGTACTCCATCATGGTCGGATGTATCATTTGg
G P L S D R L G R K ~1~~f~$fl%I~~1~1i\~~~ft~m!~!Wf!\t;'i~~1~~I!~~~~~~

301 tgagttgaagaagaaccaagagggaagagcatcacgattgctàacagatgtcagGGTTATTGGCTCCACCCTCTC

376 GTGCGCTTCTCAAAACATTGGCATGCTCATTGTCGCCCGTATCATCAACGGTCTCTCCGTCGGTATCGAATCTGC
Q N I G M L I

451 TCAGGTCCCCGTCTACATTGCCGAGATTTCGCCTCCCTCCAAGCGCGGCCGCTTCATCGGCATGCAGCAGTGGGC

I A E I S P P S K R G R F I G M Q Q

526 CATCACCTGGGGCATCCTCATCATGTACTACATCTCCTACGGCTGCTCCTTCATCGGCAAGCAGAACCCTCTCGA
G K Q N P L E

601 GTACAACACTGCCTCGTGGCGTATTCCATGGGGTCTGCAGATGATTCCCGCCTTCTTCCTCTTCTTCATGATGAT
Y N TAS W

676 GCCGCTTCCCGAGTCTCCCCGTTGGCTCGCCCGCAAGGACCGCTGGGAGGACTGCCGCGCCGTGCTCACCCTCGT

L P E S P R W L A R K D R W E D C R A V L T L V

751 CCACGGCAAGGGCGATCCCAACCACCCCTTTGTTGCCTACGAACTGCAGGACATCAAGGACATGTGCGAGTTTGA

H G K G D P N H P F V A Y E L Q D I K D M C E F E

826 GCGTCGCCATGCTGATGTCACCTACCTCGACCTGTTCAAGCCCAACATGCTCAACCGCACATTCATTGGTCTCTT
R R H A D V T Y L D L F K P N M L N RTF I G L F

901 TACCCAGATCTGGTCCCAGCTGACGGGCATGAACGTCATGAgtgagtatcccagaaacaccctccttttgggctg
T Q I W S

976 agcaaagctgacttggttctcagTGTACTACATTGCCAACATCTTCTCCATGGCTGGCTACAGCGGCAACGCCAA
m~~ll~~~:lfi*1!?ii~~1Imii~!q~JBif~~1~iWI~~~1:~~1~Y S G N A N

1051 CCTGCTCGCCTCGTCCATCCAGTACATCATCAACGTGCTGATGACCATTCCCGCCCTGCTTTGGGTCGACAAATG

L L D K W

1126 GGGTCGCCGTCCCACGCTGCTCGTCGGTTCCGTCCTCATGGCCCTGTGGATGTACGCCAACGCGGGTATCCTCGC
G R R P T

1201 CACCTACGGTGAAGTCGTCCCCGGCGGCATTGATCACGTCGCTGCCCAGTCGATGCGTGTCTCGGGCGCCCCTGC
T Y G E V V P G G I D H V A A Q S M R V S

1276 CAAGGGTCTCATTGCCTGCACGTACCTGTTTGTGGCCTCGTTCGCGCCCACCTGGGGTCCCGTCTCGTGGACCTA
T W G P V S W T Y

1351 CCCTCCGGAGCTGTTCCCCCTCCGCCTCCGAGGCAAGGGCGTGGCTCTGGCGACTTCCGGAAACTGGGCCTTCAA
P P E L F P L R L R G K G V A L

1426 CACGGCGCTGGGTCTCTTCACCCCGGTGGCCTTTGCCAACATCAAGTGGAAGTCGTACCTCATCTTTGCCATCTT
ANIKWKS

1501 CAACACTGTCGCCTTCTTCCACGTCTTCTTCGTCTTCCCCGAGACGGCCGGCAAGACGCTCGAGGAGACGGAGGC
E T A G K T L E E T E A
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1576 CATGTTCGAGGATCCCAACGGCATCAAGTACCTGGGCACGCCCGCGTGGAAGACGAGGGTGGCCACGAGCCTCAC

M F E D P N G I K Y L G T P A W K T R V A T S L T

1651 GGAGCGTGCCGAGCACGGCGACATTGAGGCCAAGATTGGCCATGACACGGAGAAGCCTCCGGTCCACACTCACGA

E R A E H G D I E A K I G H D T E K P P V H T H E

513

538

1726 GGAGGAGAAGGCCAGCACTCCCCCTCCCCAGTAGATGGGGATGCGTGATGAGACATCTTGATTCCGATATGTAAG

E E K A S T P P P Q *
1801 GGGATGTGATTTGTTGATACCCGATGGGAGGTGCTAGCGTTGCCAGATGTGCAGCGCTTAATAGTCGTCTATACC

548

1876 AATACATTGCAATTGCAGTCTATCAGTCTGTGCCTTGACTCGTGATGAACCCCTGAACCAATTGCTACCAATACA

1951 TGTACGTGACGTGAAGATGAATGGCAGCGGAAGTGCTGTCGTAGGATGAAGTTCTGATATGACTAAGCTGGGACG

2026 TTGACATCTCATCGCCAAAGACTCGGCCTCATCCCCTCAAACAAAACAGAGAGACTCGTCTCATTTTCAGACATC

2101 TTGCTCATCGGAGAGTATATGTTGAAGGTTCTCATTCTATGTATAGACGCTATGTACTATCTATCCAAGTATTCT

2176 CACAGTCTCTGTATCTGTATCTGTATCTCTGTATCCAGTAATCCTTCATCATTGAAAAGCAAACGCCGTGCCATG

2251 CCATCCCACGCTCATATCAGCATTCATAACCCGACATCTCGCACATCATCAAATGCTCATCGCTTCTCTATCCCA

2326 CCAAATCCGCGCTTTCGTTACAAAAAGAGAAAAGATACACTCTCATCGTCCATCATCCCAGCCAACCCACCTCCG

2401 AATAATATCATCCACAGTCCGCACCGCGTCCCTCGAAGCCTCCACCTCGAACCACTCCTTGTGCTCCCGCCCACA

2476 CGTCTCGCACGCGCCCAGATCGGCGCGCAGCCCCATGCCCGTGAGCTCAATGTGAATCAGCCGTTCCACCTTTTT

2551 GACGTGCGGCGTGGGATGGGGCGAGGCGGCGCTCGCCGGAGACGGGGATCGACCGGCGCCCTTGGTTGCTGCTGC

2626 TGAATGCGCGGACGTGGCGTCGAACGAGGCCGGGTTGGAGGACGAGGACATGTATGGGTAGAAGCGGAGGAGCTG

2701 GATCGAGTGGCCGCACTGGCGGGACCATTGGTTCATGCGGCG

Fig. 7. Seqüência nucleotídica e de aminoácidos prevista para o gene TrhxtI. Os códons de iniciação e tenninação

estão indicados em negrito. Os dois introns identificados na seqüência codificadora de Trhxtl estão representados

por letras minúsculas. A numeração à esquerda corresponde à posição dos nucleotídeos em relação à adenina do

códon de iniciação; os aminoácidos estão numerados à direita. A análise computa cio naI de TrhxtI revelou a

presença de 12 segmentos transmembrânicos, indicados pela área sombreada. Uma provável seqüência TATA,

localizada a -148, e um suposto sítio de ligação de CRE 1 na região promotora do gene, na posição -1361,
encontram-se sublinhados.

r
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Fig. 8. Representação esquemática do lócus Trhxt2. O fragmento de 2,4 kb apresentado na figura foi seqüenciado porprimer walking e por shotgun. O
plasmídeo p26, isolado da biblioteca de cDNA B, e o plasmideo p28, isolado da biblioteca de cDNA A, foram utilizados no seqüenciamento porprimer

walking. A seqüência completa do gene foi obtida através do seqüenciamento por shotgun de uma biblioteca construída com o DNA de um fago obtido na
triagem de uma biblioteca genômíca de T. reesei. As caixas e linhas representam, respectivamente exons e introns de Trhxt2.
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-351 TGGTCTGATCTGGGCTTGGTCGATGGGCGACGCTCCAATGGCTCGACGCTC

-300 GCTCCTCCGGCTGACTCTGGCTCCTCCTGCTCTGCGCTCTGCCTGGACGGACGGACGGACTCGCTCGCTGGTCCC

-225 GGCGTCACGACAATAAAAAGGCCGGCCTGCCTCCCGCCCCCCTCTGCTCCTTCTCCTGTCTCGCCTCGTCGGTCT

-150 CTGTCTCACGCAACAAAGAGTCGTTCCGTTCACTCGGCCCGGGTCTCGTCTTTCTTCCTGCCATCCCCAGCCAGC

- 75 ATCTTCACTCCCACGCGTCAAGTCAACAAGAGTCCCCCTGAACAAAAAAAGACAAGCCCAGCGTCGACCGCAGCC

1 ATGGCCGACGTCCACGTCGCAGACGCCCCAGAGGGCCGCAAGCAGTCCATCGGCATCCATACCACCCAGGATGTC
M A D V H V A D A P E G R K Q S I G I H T T Q D V

76 GAGCACATCGAGGCTCCCATCACCTGGAAGGCCTACCTGATGTGTGCCTTTGCCTCGTTCGGTGGTATCTTCTTC
E H I E A P I T W

25

50

151 GGCTACGACTCCGGTTACATCAACGGCGTCAACGGCTCTGCCATCTTCTACAAGGCCGTTGAGGGCATCAACGCC

;l\l'l._~ G Y I N G V N G S A I F Y K A V E G I N A
226 ACCAAGCTCAGCGACAGCCACACCTCCCTCATCACCTCCATTCTCTCCTGCGGTACCTTCTTCGGTGCCCTCATC

T K L S D S R!1t~~~.~~a.j!~'1~&~.~~:l-mfBf.j~
301 GCCGGTGACGTTTCCGACTGGATTGGCCGCAAGTGGACCGTCATCATTGGCTGTGTCATCTACATGCTCGGTGTC

~ G D V S D W I G R K
376 GTTGTCCAGATGATCACTGCTCCAAACCACGCTCTGGGTCCCATCGTTGCCGGTCGTCTGATTGCCGGTCTCGGT

,'i!(;!'-~~V!lli'f",~""~~ A P N H A L G P ""~'i'~"1í;7FI;ç'~"1t'm~~~~"'WiiI~7r'E};~'~Ã'I<~~~~L"íi ~\ir.<,,~~~~f.m,~~~'j;;~~~:m,$,*\\k'i!"-',,\í'I

75

100

125

150

451 GTCGGCTTCGAGTCCGCCATTGTCATTCTGTACATGTCTGAGATTgtaagttgacgagcaatgaccctcccacca
L Y M S E I 165

526 tcactggcatttccctcgctaacacgctgttcctcaaacagTGCCCCCGCAAGGTTCGTGGTGCCCTCGTCGCCG

CPRKVRG&;.~~~
601 GCTACCAGTTCTGCATCACCATCGGTATCCTGCTCGCCTCCTGCGTCGTCTACGGCACCAAGGACTTCACCAACA

~~;iit~.-~~..~~~._~ V Y G T K D F T N

176

201

676 CCGGTGCCTACCGCATCCCCATTGCCCTCCAGTTCCCCTGGGCCCTGATCCTCGGTGGCGGTCTGCTCTTCCTCC
T G A Y L 226

751 CCGACTCCCCCCGTTACTTCGTCAAGAAGGGCGAGATCCAGAAGGCTATCAACTCTCTGTCTCGCGTCCGTGGCC
P D S P R Y F V K K G E I Q K A I N S L S R V R G 251

826 AGCCTGAGGACTCCGAGTATGTCCAGAACGAGCTTGCTGAGATTATCGCCAACGAGGAGTACGAGCGTGCTCTGA

Q P E D S E Y V Q N E L A E I I A N E E Y E R A L 276

901 TCCCCTCCACCACCTGGTTCGGCTCTTGGGCCAACTGCTTCAAGGGCTCTCTGTGGACCGGCAAGTCCAACCTGC
I P S T T W F G S W A N C F K G S L W T G K S N L 301

976 GACGAACCATCCTCGGTACCTCTCTCCAGATGATGCAGCAGTGGACCGGTGTCAACTTCATCTTCTACTACTCCA

R R T I L G T S L Q M M Q Q rii!~~~~j'~i~V~;ft~j~;l,~~fli~ ,\1Z~@fiY~"'~6'3 2 6~r."«~--"!1I._.";h"~"_,"~\'Ji*,'!},~.,~,,.J:it,,,,",=...'M.,'1~_-w,iti,-,n~

1051 CTCCCTTCCTCCAGTCCACCGGCGCCATCAAGAACTCGTTCCTCATCTCCCTCATCTTCTCCCTGGTCAACGTCT
""',(,m\'rl""",1i*~~~<.\1,!,ri!\i\~'i!;d"1W",li'rii!>~W'~<!!i'J!i '~"""!ii!.~~,t~t""'I:ii:\'\~i/i,f'~"1!t'i1~".-"'W",&.,-;:w.1\&1i~,,~,,~>~,J,.."''''''i!<!\!m~~l~~~~~~~~~ I K N S ~~J~V'g,i,~!t>líl'~i>R.i!I!.im~~~~~»'\~~~'!íifí!h>~ 351

1126 GCTCTACTCCCCTGTCCTTCTGGACCGTTGAGCGATTCGGCCGTCGTACCATCCTCATCGCGGGTGCCTTCGGTA.~..,=. '.. --RI
' --

~.,., '''''' B!
'' 'o.'

~=~-. ~" a -"''''''''''''''''*'"--'-~= m''''''''w
."" ,.à~;'" - i'l'.;' "~- .,~ ." ~m T V E R F G R Rf'" -!i,~-!-~g,"'~;"~~~,..,,,{[m1\~ .~~t:: 376- . ~""'. - ,.."" . -,,,I!><. ."'~ ,. '" . ~,"'''' .-<,~Ii\!t,",,,,,,"~"",,,,~~Ii!IaY",.~.1I."MI.!

1200 TGCTCATCTGCCAGTTCCTCGTAGCCATCATTGGTGTCACCGTCGGCTTCAACAAGACCCACCCCGACCCCAGCA

"'-''''''"'''-'''',,,>-'<-'','''''''''M..'''''''''''''''''''''''",,-,, ,",,,,,,,,,--'"""""''''''''''0>" G V T V G F N K T H P D P S 4O1
1276 ACCCCGACGCTGCTCTGGCCGACAACATCCCCGCTGTCAACGCCCAGATCGCCTTCATCGCCATCTTCATCTTCT

N P D A A L A D N I P A V N A Q I ~~~"Wi1'~i.a~;'I;~~~~ 426~"-;:;~~.\'W:;'9'~~._",,~-~!ii

1351 TCTTCGCCTCCACCTGGGGTCCCGGTGCCTGGATCGTCATTGGTGAAATCTTCCCTCTGCCCATCCGATCTCGTG
~~1~~~~m1#~é>*-I,?íi~l*'~<'~i!.'j\'~i\"!',~fll~~1Ç~~~'(t.i~~ V I G E I F P L P I R S R 451i!11",~.~\\í'Sj\,,,,,"--,,",i'!if!jh!,",,,,.J~--,~f,1UN.,,,,~IJ-'fiil~',--''',,, ,MI!'.",~1'Ict!I~" .",L,..

1426 GTGTCGCTCTGTCCACCGCCTCCAACTGGCTGTGGAACACCATCATCTCCGTCATCACCCCCTACATGGTCGGCA
'"'~~~'\'t'<\I1i"íi\!~"W<?.i;.~m.'1"~~"'ihm.!f..'f~..~""'~"i'.mIl".,m~~ii1*t:~~$i1;~G V e:~~~~á~~~~~~~~~l!t%.»t!~~~- M V G

1501 CTGACAAGGGCAACCTGAAGTCGTCCGTCTTCTTCATCTGGGGCGGCCTCTGCACCTGCGCCTTCGTCTACTCTT

T D K G N L K ~.iil~!':11!;1!i(f"''W'!~~~~~~m~i1!rJ1-'.I'1>1&~~W~~W-~1;1~~'''(~~Ji',~A5~iti.w.~j\í~"~i\j),,,,&~itt~.,1,,1<,,,,,-,,~"',~'i~~~'*1À~~..~~,,,,,\:\~,~'"

476

501

1576 ACTTCCTCATCCCCGAGACCAAGGGCCTGTCTCTCGAGCAGGTCGACAAGATGATGGAGGAGTCCAGCCCCCGCA

~íI;i L I P E T K G L S L E Q V D K M M E E S S P R 526

1651 CCTCCTCCAAGTGGAAGCCCACCACCACCTTTGCCGCTCAGATGGGCACTGGTGAGTACATTGAGAAGCCTACCG
T S S K W K P T T T F A A Q M G T G E Y I E K P T 551

1726 CCGAGGTCTAAAGGACTCTCCTGCTTCCGGATGGATGCTTGAGATGTTTCTTTCTTGCCTTTTTTGTTTCTCCTT

A E V * 554

11'.
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1801 TTGTTTTATCAAAGCTTTTTCCTTTATAACGCGGTGGGGTGGGCGGCTGCAGGTAATGGCTAGCTTCTGCAGCTT

1876 TTTGACGAAATCATACCCAGGGCCACTACGGAGTGTGTCCGTCGAGATGTATCTGACGACGTGAAGACGTTTTTG

1951 TAATGCGGTAGATGTGGACATACACTAGCTACAAATGCGAACAACTTTCCAAAGAAAAAAGAAACTGCTCTTCTT

2026 TTGCGCTTCCAAGGTTGTTCTTCCGAACCCTTTGATAGCTGCACTTTTCTATCTATACTTTTAATAAGATCACTT

2101 GTTTGATC

Fig. 9. Seqüência nucleotídica e de aminoácidos prevista para o gene Trhxt2. Os códons de iniciação e terminação

estão indicados em negrito. A seqüência codificadora de Trhxt2 é interrompida por apenas um intron, representado
por letras minúsculas. A numeração à esquerda corresponde à posição dos nucleotídeos em relação à adenina do
códon de iniciação; os aminoácidos estão enumerados à direita. A análise computacional de Trhxt2 revelou a
presença de 12 segmentos transmembrânicos, indicados pela área sombreada.
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5.3 Análise computacional de Trhxtl e Trhxtl

No programa BLAST, o alinhamento de duas seqüências nucleotídicas, ou de aminoácidos,

é feito apenas na região de maior similaridade entre elas. A fim de se avaliar a similaridade

das proteínas TrHXTI e TrHXT2 com transportadores de glicose de diferentes organismos,

através de alinhamentos completos, utilizamos o programa Gap, com a matriz de

comparação BLOSUM 62

(http://www.acce1rvs.comlproducts/gcg wisconsin Dacka~e/program list.html~)

(Tabela 6).

Valores significativos de similaridade e identidade de TrHXTI e TrHXT2 com

transportadores de glicose de leveduras e fungos filamentosos, já caracterizados

funcionalmente, foram obtidos. TrHXTI é especialmente similar (96,5 %) ao transportador

de glicose GTTI, de T. harzianum, enquanto a similaridade de TrHXT2 é maior (56,3 %)

com o transportador de glicose AmMSTI, do fungo micorrizaA. muscaria.

Tabela 6 Comparação entre as seqüências de aminoácidos de TrHXTI e TrHXT2 e

transportadores de glicose de vários organismosa

TrHXTl TrHXT2

Organismo Transportador Similaridade Identidade Similaridade Identidade

(%) (%) (%) (%)

T. reesei TrHXT2 43,1 31,3 - -

T. harzianum GTTl 96,5 94,8 42,5 30,3

K lactis Hgt1p 55,7 46,2 40,6 29,4

C albicans Hgt 1P 53,7 42,9 41,9 29,3

A. muscaria AmMSTl 45,8 35,5 56,3 45,7

U.fabae HXT1 43,1 32,8 49,9 41,7

P. stipitis Sut1p 41,0 30,9 47,3 36,3

S. cerevisiae Hxt1p 40,6 31,4 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 RC03 39,4 29,4 49,8 39,5

S. pombe GhUp 38,5 28,9 43,5 33,1

H. sapiens Glut1 36,1 27,0 38,3 26,9

a De acordo com programa Gap, conforme discutido no texto
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A similaridade de TrHXT1 e TrHXT2 entre si (43,1 %) é semelhante à observada

entre os transportadores de alta, Hgt1p, e baixa, Rag1p, 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) são

semelhantes aos valores observados entre GLUT1 e os transportadores de glicose da

família HXT de S. cerevisiae (42 % - 48 %).

Segmentos de proteínas situados no interior de membranas apresentam

caracteristicamente maior hidrofobicidade que as regiões localizadas no interior de

proteínas globulares. A partir disso, é possível prever, ao longo da seqüência de

aminoácidos de uma dada proteína, a existência de segmentos potencialmente

transmembrânicos.

Os perfis de hidrofobicidade de TrHXT1 (Fig. 10) e TrHXT2 (Fig. 11) foram

construídos de acordo com o método de Kyte & Doolittle (1982), utilizando-se umajanela

de 15resíduos. Os picos de maior hidrofobicidade observados nos gráficos correspondem a

regiões potencialmente localizadas na membrana plasmática.

Além disso, 12 segmentos transmembrânicos foram previstos pelos programas

THMM (Krogh et aI., 2001) (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMMJ)e SOSUI

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

fornecidos por estes programas, desenhos esquemáticos de TrHXT1 e TrHXT2 foram

representados sobre os seus respectivos perfis de hidrofobicidade. Observamos, em cada

gráfico, que os picos de maior hidrofobicidade correspondem aos segmentos

transmembrânicos previstos pelos programas THMM e SOSUI.

É possível ver claramente nos gráficos apresentados a presença de uma longa e

hidrofilica alça citoplasmática conectando TM6 e TM7, que, conforme vimos, é uma

característica comum entre os membros da MFS. O comprimento desta alça, mas não a sua

seqüência, parece ser vital para a correta inserção dos transportadores da MFS na

membrana plasmática. O encurtamento ou a substituição de resíduos hidrofilicos presentes

nesta região por resíduos de maior hidrofobicidade levam à perda de atividade e

estabilidade e podem, ainda, impedir a inserção do transportador na membrana

(Weinglass & Kaback, 2000).
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Fig. 10. Perfil de hidrofobicidade de TrHXTl. Os picos de maior hidrofobicidade correspondem a regiões potencialmente localizadas na
membrana plasmática. O gráfico foi construído a partir dos valores de hidrofobicidade calculados pelo método de Kyte & Doolittle
(1982), utilizando-se uma janela de 15 resíduos. O desenho esquemático de dozes segmentos transmembrânicos em TrHXT1 (1-12),

representados por caixas, foram previstos pelos programas THMM e SOSUI, conforme discutido no texto.
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A similaridade das seqüências de TrHXT1 e TrHXT2 foi investigada, ainda, por um

alinhamento múltiplo das duas proteínas entre si e com membros representativos de

transportadores de glicose de outros microorganismos. No alinhamento apresentado na

Fig.12, estão alinhadas as seqüências das proteínas Hxt2p (8. cerevisiae), GLUT1

(humana), Hgt1p (K. lactis), GTTl (T. harzianum) e AmMST1 (A. muscaria), além de

TrHXT1 e TrHXT2. O alinhamento foi feito com o programa ClustalX (Thompson et aI.,

1994), utilizando-se matrizes da série BLOSUM, e editado pelo programa GeneDoc

(Nicholas et aI., 1997).

Motivos*conservados entre diversos transportadores de glicose da MFS foram

encontrados em TrHXTl e TrHXT2. Estes motivos estão sublinhados no alinhamento e

enumerados de I a V.

A seqüência consenso R-X-G-R-R (I), em que X representa qualquer aminoácido,

localizada entre TM1 e TM2, foi primeiramente reconhecida por Henderson & Maiden

(1990) e parece estar presente, em uma forma mais expandida, em todas as 17 subfamílias

da MFS (Pao et aI., 1998). Uma segunda cópia deste motivo (IV) ocorre, com menor grau

de conservação, entre TM8 e TM 9, o que sugeriu que estes transportadores tenham

surgido da duplicação de uma proteína ancestral, contendo 6 segmentos transmembrânicos

(Maiden et a/., 1987). De acordo com Bairoch (1993), a seqüência consenso deste motivo

é: [LIVMSTAG]-[LIVMFSAG]-X(2)-[LIVMSA]-[DE]-X-[LIVMFYWA]-G-R-[RK]-

X(4,6)-[GSTA]. A importância deste motivo, entre TM1 e TM2, foi demonstrada

experimentalmente na bactéria E. calí, em trabalhos envolvendo o transporte de lactose

(Jessen-Marshall et a/., 1995) e o contra-transporte de íons H+e um complexo de metal e

tetraciclina (Yamaguehi et aI., 1992).

O motivo II ocorre no final de TM4 e na alça entre TM4 e TM5, com a seqüência

consenso: [LIVMF]-X-G-[LIVMFA]-X(2)-G-X(8)-[LIFY]-X(2)-[EQ]-X(6)-[RK], de

acordo com Bairoch (1993). O motivo III se estende a partir do final de TM6, e está

representado pela seqüência consenso [P-E-S-P] (Bairoch, 1993;Kruckeberg, 1996),

enquanto o de número V ocorre no final de TM 12, com a seqüência consenso

[V-P-E-T-K] (Han et aI., 1995).

* O termo motivo está sendo usado aqui em referência a um padrão de seqüência de arninoácidos, designado
em inglês pelo termo motif.
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Classificação de TrHXTl e TrHXT2

Os transportadores de membrana são classificados de acordo com critérios estabelecidos

pelo Transport Comission (TC) system (http://tcdb.ucsd.edultcdb/background.php). Cada

transportador recebe um número de identificação (TC number), de acordo com

informações filogenéticas e dados sobre a especifidade e os mecanismos envolvidos no

transporte.

Os resultados obtidos através da análise computacional de Trhxtl e Trhxt2 indicam

que os dois genes fazem parte da superfamília de transportadores MFS, e que se encontram

inseridos na família de transportadores de açúcares (Sugar Porter, SP). Os membros desta

família são identificados pelo número TC.2.A.l.l, onde o primeiro dígito e a letra A

referem-se ao mecanismo de transporte; o segundo dígito identifica a superfamília MFS; e

o terceiro dígito designa a família de transportadores de açúcares SP.
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5.4 Análise da expressão de Trhxtl e Trhxtl

Em S. cerevisiae, o transporte de glicose exerce um grande controle no fluxo através da via

glicolítica (Cortassa et aI., 1995) e a expressão de seus diversos transportadores é regulada

pela concentração extracelular de glicose, sobretudo ao nível transcricional (Ozcan &

Johnston, 1999).

A influência da glicose na expressão dos genes Trhxt1 e Trhxt2 foi investigada por

northern hlot. Esporos de T. reesei foram inoculados em meio rico (106esporos mrl), em

diferentes concentrações de glicose, e o crescimento do fungo acompanhado através de

alíquotas utilizadas para a preparação de RNA e determinação da concentração de glicose.

As culturas foram mantidas a 28°C, sob agitação de 200 rpm.

Em alta concentraçãode glicose(52mmolrI ou ~ 1% em m/v), a expressão de

Trhxtl não foi observada (Fig. 13a), o que indica que a expressão do gene é reprimida por

glicose.

Na Fig. 13b, observamos a expressão do gene em concentrações de glicose

inferiores a 10mmol rI; neste caso, a cultura foi monitora até que a glicose do meio se

esgotasse. A expressão de Trhxt1 foi observada apenas em baixos níveis de glicose (em

tomo de 100 J..lmolrI, coluna 4). Em concentrações mais altas (colunas 2 e 3), ou na

ausência de glicose (coluna 5), o mRNA do gene não foi detectado.

A expressão de Trhxtl também foi analisada em culturas de T. reesei realizadas em

glicerol. Esporos de T. reesei fora inoculados em glicerol 0,8 % (m/v) por 20h. Após esse

tempo, as células foram transferidas para meio de cultura fresco contendo glicerol na

mesma concentração. Alíquotas foram retiradas após 1 e 2 h (Fig. 14). A expressão de

Trhxtl não foi observada.

De acordo com os resultados obtidos, a expressão de Trhxt1 não ocorre na presença

de alta concentração de glicose ou na sua ausência. Também não observamos a expressão

de Trhxt1 em glicerol, o que indica que a expressão do gene depende da presença de baixos

níveis de glicose.

o padrão de expressão de Trhxt2 é muito diferenciado. Ao contrário de Trhxtl, a

sua expressão não é reprimida por glicose (Fig. 13a) e parece ser relativamente

independente de sua concentração (Fig. 13b, colunas 2-5). Na presença de glicerol, o gene

é expresso, ao contrário do que ocorre com Trhxtl (Fig. 14).
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Glicose / mmol [1 Glicose / mmol [1

52,0 6,2 1,5 0,1 o

Trthxtl Trthxtl

Trthxt2 Trthxt2

act act
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Fig. 13. Efeito da concentração de glicose na expressão dos genes Trhxtl e Trhxt2. A) Esporos de
T. reesei foram inoculados em glicose 80 mmol rI, e a cultura monitorada através de alíquotas utilizadas

para a preparação de RNA. B) Neste caso, o fungo foi pré-cultivado em glicerol, e depois transferido para
glicose 20 mmol rI. o gene de actina foi utilizado como controle interno.

Fig. 14. Análise da expressão dos genes Trhxtl e Trhxt2 em glicerol. Esporas de T. reesei foram pré-
cultivados em glicerol por 24 h. Após esse tempo, o micélio do fungo foi transferido para o mesmo
volume de meio fresco, contendo glicerol 0,8 %. Alíquotas foram recolhidas para a preparação 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 Trhxt1 esteja

envolvidocomo transporteembaixasconcentraçõesde glicose(~ 100/.LmolrI) e que,

portanto, a proteína TrHXT1 tenha uma alta afinidade pelo substrato.

A expressão de Trhxt2 na presença de alta concentração de glicose, por outro lado,

indica que a expressão do gene não é reprimida por glicose, e sugere que o transportador

TrHXT2 seja importante para o crescimento do fungo nestas condições. É razoável supor,

por esta razão, que a afinidade de TrHXT2 por glicose seja relativamente menor que a de

TrHXT1.

Apesar da expressão de Trhxt1 ter sido observada apenas em baixos níveis de

glicose, a concentração de glicose em que o rnRNA do gene foi detectado sofreu pequenas

oscilações entre diferentes experimentos. Isto se deve, em parte, pelas variações constantes

que ocorrem durante o cultivo de microorganismos em agitadores mecânicos (shakeflask

eultures). Mesmo em fermentadores, nos quais é possível manter sob controle importantes

fatores de crescimento, tais como o pH e a concentração de oxigênio dissolvido, ocorrem

alterações constantes e bruscas na composição do meio.

O uso de culturas contínuas, por outro lado, permite o cultivo de microorganismos

em condições controladas, e oferece a oportunidade de se avaliar o efeito de diferentes

fatores de crescimento na cultura, uma vez que estes fatores podem ser manipulados de

forma independente (Weusthuis et a/., 1994).Neste tipo de cultura, o fermentador é

alimentado continuamente com meio fresco, a uma determinada taxa de diluição (D). O

volume se mantém constante, no entanto, pela remoção contínua da cultura, incluindo a

biomassa presente no fermentador.

Outro aspecto importante a ser ressaltado é o fato de um dos nutrientes ser mantido

em condições que limitam a taxa de crescimento do microorganismo. No estado

estacionário,a velocidadeespecíficade crescimento(/.L)do microorganismo-definida

como a taxa de crescimento por unidade de biomassa ou, de outra forma, como o aumento

relativo de biomassa no tempo -se iguala à taxa de diluição do meio, e a concentração de

todos os nutrientes se mantém constante.

Devido ao fato de as condições de cultivo permanecerem constantes, o estado

fisiológico do microorganismo permanece o mesmo ao longo da cultura.

Experimentos de cultivo contínuo de T. reesei foram realizados no Departamento

de Engenharia Química da Escola Politécnica da USP-SP, em um trabalho de colaboração

com os professores Andreas K. Gombert e Aldo Tonso.

I
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Os experimentos foram realizados a uma taxa de diluição de 0,1 h-I, a 28°C, sob

agitação de 900 rpm, conforme descrito em Materiais e métodos. A glicose foi utilizada

como substrato limitante. No abastecimento do meio, a sua concentração era de

100 mmol rI; na cultura, no entanto, o consumo imediato da glicose reduzia sua

concentração a, aproximadamente, 80 f.lmolrI.

Nestas condições, os genes Trhxtl e Trhxt2 encontraram-se expressos (Fig. 15b).

Este resultado é uma forte evidência do envolvimento do gene Trhxtl com o transporte em

concentrações muito baixas de glicose, em torno de 100 f.lmolrI.

Efeito do oxigênio na expressão de Trhxtl e Trhxt2

O efeito do oxigênio na expressão gênica de T. reesei foi investigado a partir de uma

cultura contínua do fungo, na presença de glicose como substrato limitante. Após o

estabelecimento do estado estacionário, a concentração de O2foi reduzida, gradativamente,

em intervalos de 1 h, conforme descrito em Materiais e métodos.

A concentração de O2foi reduzida de 5 mg rI, condições de plena de aeração, a

Omg rI; em seguida, a sua concentração foi restabelecida ao valor seu valor inicial. Um

gráfico da concentração de oxigênio em função do tempo, ao longo do experimento, está

indicadona Fig. 15a.Nos temposindicadospor setas, 1h apóscadareduçãona

concentração de O2,amostras do micélio do fungo foram recolhias para análise.

O efeito do oxigênio na expressão de Trhxt1 e Trhxt2 foi analisado nestas amostras

por northern hlot (Fig. 15b). Observamos que a expressão de Trhxtl é induzida pela

carência de O2.

É importante notar que, à medida que a tensão de O2era reduzida, a concentração

de glicose tornava-se progressivamente maior. Apesar da presença de glicose, no entanto,

em baixos níveis de O2,a expressão de Trhxt1 foi observada. A carência de 02, portanto,

parece se sobrepor ao efeito repressor da glicose, causando a indução do gene. Após o

restabelecimento dos níveis normais de O2,a expressão de Trhxt1 se reduziu,

provavelmente como conseqüência do efeito repressor da glicose (28,9 mmol rI).

No caso de Trhxt2, o oxigênio parece exercer o efeito contrário, causando a

repressão do gene. Considerando-se que Trhxt2 não é reprimido por glicose, a repressão

observada em concentrações de oxigênio inferiores aI mg rI deve estar associada

I
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A

+

Fig. 15. Efeito do oxigênio na expressão dos genes Trhxtl e Trhxt2. A) O gráfico mostra a remoção gradual
na concentração de oxigênio durante uma cultura contínua de T. reesei. No tempo t = O,a cultura encontrava-
se no estado estacionário, A partir deste momento, a tensão de O2foi reduzida em intervalos de 1h, conforme
indica o gráfico. As setas correspondem aos tempos em que alíquotas foram recolhidas para análise. B)

Análise por northern blot da expressão de Trhxtl e Trhxt2 em diferentes concentrações de oxigênio,
conforme indicado em A O gene de citocromo b, cuja expressão em A. nidulans é independente da
concentração de O2,foi utilizado como controle interno.
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especificamente à carência de 02. Quando o oxigênio é restabelecido, a repressão

causada por 02 é aliviada, e a expressão do gene volta a ocorrer.

Nestes experimentos, o gene de citocromo b, cuja expressão, em A. nidulans, é

independente da concentração de oxigênio (Raitt et aI., 1994), foi utilizado como controle

interno.

5.5 Expressão heteróloga em levedura

As propriedades dos diversos transportadores de glicose de S. cerevisiae têm sido

eficazmente estudadas através da expressão individual de seus genes em cepas deficientes

no transporte de glicose (Reifenberg et aI, 1997). Além disso, a complementação de S.

cerevisiae tem sido muito utilizada na identificação e caracterização 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 heterólogo.

A caracterização funcional de Trhxtl foi investigada, primeiramente, através da

expressão heteróloga em S. cerevisiae. A cepa mutante KY73 (Kruckeberg et a/., 1999),

incapaz de crescer na presença de glicose como única fonte de carbono, foi utilizada nos

experimentos. Nesta cepa, os genes dos principais transportadores de glicose de S.

cerevisiae (HXTI-HXT7 e GAL2) foram deletados.

O gene Trhxtl, obtido de um clone de cDNA e, portanto, sem a presença de introns,

foi clonado no vetor de expressão pJN40, sob o controle de um promotor induzível por

cobre (Gietz & Sugino, 1988), originando o plasmídeo pYH41. O gene HXT2, de S.

cerevisiae, foi clonado no mesmo vetor (pHXT2) e utilizado como controle positivo.

Após a transformação, as células de S. cerevisiae foram plaqueadas em meio

seletivo - meio mínimo YNB, sem uracíla -contendo maltose (2 % m/v) como fonte de

carbono. As colônias capazes de se desenvolver na ausência 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 CUS040,1 mmol rI (Fig. 16a). Apenas

as células transformadas com o plasmídeo pHXT2, contendo o gene HXT2 de S. cerevisiae,

foram capazes de crescer na presença de glicose.
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Fig. 16. Expressão heteróloga do gene Trhxtl em cepas de S. cerevisiae e S.pombe deficientes no

transporte de glicose. A) Cepa KY73 de S. cerevisiae transformada com o gene Trhxtl, sob o controle de
um promotor induzível por cobre, no vetor pJN40. As placas contêm YNB 0,7 % (m/v), suplementadas
com CUS040,1 mmol rI. o gene HXT2, de S. cerevisiae, c1onadono mesmo vetor, foi utilizado como

controle. B) Cepa YGS-5 de S.pombe transformada com o gene Trhxtl, clonado no vetor pREP1. O gene
GHT1, de S.pombe, foi utilizado como controle. A cepa selvagem de S.pombe 972h- (WT) está incluída
nas culturas, que consistem de meio mínimo EMM, com as fontes de carbono indicadas.
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Após o resultado negativo no teste de complementação, fizemos um northern b/ot

para detectar o rnRNA de Trhxt1 nas células de S. cerevisiae (Fig. 17). O transcrito de

Trhxt1 foi facilmente observado na cepa KY73, durante a fase exponencial de crescimento.

As células foram cultivas em meio mínimo YNB, na presença de CUS040,1 mmol rI. Os

resultados do northern b/ot indicam que a transcrição de Trhxt1 ocorre normalmente nas

células da levedura

A análise das células de S. cerevisiae transformadas com o gene Trhxt1 foi feita,

ainda, por ensaios de transporte de glicose in vitro, utilizando-se glicose radioativa,

marcada com o isótopo 14C.

Células de levedura crescidas em maltose 2 % (m/v), na presença de CUS04

0,1 mmol r\ a uma densidade ótica (DO) em tomo de 1,0, foram utilizadas nos

experimentos de captação de glicose. Os ensaios de transporte foram realizados durante 10,

20 e 60s, em glicose 5 mmol rI.

Nestes intervalos de tempo, não pudemos observar evidências de captação de

glicose nas células transformadas com plasmídeo pYH41, contendo o gene Trhxt1

(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 plasmídeo pHXT2, contendo o gene HXT2, foram capazes de captar a

glicose radioativa disponível no meio.

De acordo com os resultados obtidos, o gene Trhxt1 não é 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) têm sido utilizados na identificação de transportadores

de glicose de outros organismos. Podemos destacar, através desta abordagem, a

caracterização funcional do gene Ammst1, do fungo A. muscaria (Nehls et aI., 1998).

Devido aos resultados não conclusivos na complementação de S. cerevisiae,

decidimos testar a complementação de S.pombe com o gene Trhxt1.

Para isso, o gene Trhxt1 foi clonado no vetor de expressão pREP1 (Maundrell,

1993). O plasmídeo resultante, denominado de pREP1-TrHXT1, foi utilizado para a

transformação da cepa mutante YGS5 de S.pombe (Mildbradt & Hofer, 1994). O gene do

transportador de glicose Ght1p, de S.pombe, foi clonado no mesmo vetor e utilizado como

controle positivo.

A complementação de S.pombe pelo gene Trhxt1 não foi observada (Fig. 16b).

I
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Cepa KY73

Trhxtl Vetor

Trhxtl

rRNA 258

1 2

Fig. 17. Análise da expressão de Trhxtl em 8. cerevisiae. Células da cepa KY73, transformadas com o
plasmídeo pYH41, contendo o gene Trhxtl (coluna 1), ou com apenas o vetor (coluna 2), foram cultivadas

em maltose 2%, na presença de CUS040,1 mmol ri, até a fase exponencial de crescimento. O gene de rRNA
25s foi utilizado como controle interno.

...

...

Fig. 18. Análise cinética do transporte de glicose em S. cerevisiae. O gráfico apresenta a captação de glicose

em células da cepa KY73 de S. cerevisiae transformadas com os plasmídeos pYH41, pHXTI ou com apenas
o vetor (pJN40). pYH41 e pHXT2 contêm, respectivamente, o gene Trhxtl, de T. reesei, e o gene HXT2, de
S. cerevisiae. O ensaio de transporte foi realizado conforme descrito em Coons et a!. (1995). A concentração
de glicose neste experimento foi de 5 mmol ri. Os pontos indicados no gráfico correspondem aos valores
médios de leituras feitas em duplicata.
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5.6 Nocaute de Trhxtl em T. reesei

A caracterização funcional do gene Trhxti foi investigada através do nocaute do gene em

T. reesei. Um cassete de integração (Fig. 19a) foi construído para substituir, por

recombinação homóloga, o lócus Trhxti.

A construção do cassete de integração envolveu várias etapas, que se encontram

descritas em Materiais e métodos.

A porção final do gene Trhxti, compreendendo os 4 últimos segmentos

transmembrânicos, foi substituída pelo gene de higromicina fosfotransferase (HpH) (Gritz

& Davies, 1983). A interrupção da seqüência de aminoácidos de TrHXTl foi feita

imediatamente antes de um motivo altamente conservado entre transportadores da MFS,

localizado entre TM8 e TM9, conforme discutido anteriormente.

Em N. crassa (Madi et aI., 1997), um mutante nulo do gene rco-3 foi construído de

forma semelhante. Neste mutante, a seqüência de aminoácidos da proteína foi interrompida

no mesmo local. Cabe ressaltar que o fenótipo deste mutante é similar a de outros nos

quais toda a seqüência codificadora do gene foi deletada.

A enzima HPH inativa o antibiótico higromicina B (Hyg) por fosforilação. Dessa

forma, a seleção das células transformadas foi feita pelo plaqueamento em PDA,

suplementado com Hyg (100 J..lgmr1). O gene hph está sob o controle do promotor

constitutivo (PtrpC) e do terminador (TtrpC) do gene de triptofano C de A. nidulans

(Cullen et a/., 1987; Staben et aI., 1989).

A inserção de seqüências modificadas in vitro em localizações específicas no DNA

genômico tem sido empregada em diversos estudos. Em fungos filamentosos, a freqüência

de integração do DNA exógeno, por recombinação homóloga, depende da espécie ou,

ainda, do lócus de integração. Em geral, no entanto, a freqüência de substituição homóloga

parece ser estimulada pelo comprimento das seqüências homólogas derivadas do lócus

alvo, e pela utilização de fragmentos lineares de DNA (Suominen et aI., 1993; Shiotani &

Tsuge, 1995; Steiner et a/., 1995;Bird & Brashaw, 1997).

De acordo com Karhunen et a/. (1993), a freqüência de substituição homóloga, no

lócus cbhi de T. reesei, utilizando-se um cassete de integração linear, com seqüências

homólogas de 2 kb, atinge valores de até 63%.

A partir destes dados, construímos um cassete de integração no qual o gene hph

está flanqueado por fragmentos de 1,7 e 3,0 kb, derivados do lócus Trhxti (Fig. 19a).

I
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Esporos de T. reesei foram transformados com o cassete de integração pelo método

de biobalística. Após a transformação e seleção 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 lócus Trhxt1 corretamente substituído pelo

cassete de integração.

Na Fig. 19b, está indicada a análise de um transformante que teve o lócus Trhxt1

corretamente substituído pelo cassete de integração. Conforme se pode ver no esquema

apresentado, a porção final do gene Trhxt1 foi substituída pelo gene hph. Na análise do

lócus Trhxtl com a enzima de restrição Bamffl, vemos que um fragmento de 2,2 kb,

presente na cepa selvagem QM 9414 (colunal), foi substituído por um fragmento de,

aproximadamente, 7 kb, no mutante I1Trhxt1 (coluna 2). Isto ocorre porque o fragmento

removido da extremidade 3' do gene Trhxtl continha um sítio de Bamffl (indicado por um

asterisco).

Análises semelhantes com várias enzimas de restrição indicaram a correta

substituição do lócus Trhxt1 pelo cassete de integração.

A análise por southern blot da cepa mutante L1Trhxtl foi feita, ainda, com uma

sonda da região 3' do gene Trhxt1 (sonda 2). Esta sonda corresponde a um fragmento de

Trhxtl que foi removido durante a construção do cassete de integração. De acordo com o

esperado, não houve hibridização desta sonda com o DNA genômico da cepa mutante

L1Trhxt1.

o crescimento do mutante L1Trhxt1 foi testado em placas contendo meio mínimo

suplementado com diferentes fontes de carbono. A taxa de crescimento da cepa mutante foi

menor que a observada na cepa selvagem em diferentes concentrações de glicose, desde

valores muito baixos, inferiores a 100 J..LmolrI, a concentrações mais altas, de 50 a 100

mmol rI (resultados não apresentados).

O mesmo comportamento foi observado em manose e frutose.

I
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5.7 Caracterização do transporte de glicose em T. reesei

A análise cinética do transporte de glicose em T. reesei foi feita em diferentes condições

experimentais. As células utilizadas nos experimentos de transporte encontravam-se na

fase inicial do processo de germinação ou se constituíam de esporos recém germinados.

Em todos os casos, as células foram cultivadas em baixos níveis de glicose «0,05% m/v).

Primeiramente, a captação de glicose na cepa selvagem QM 9414 foi determinada

em função do tempo. Esporos de T. reesei foram inoculados em meio rico, na presença de

glicose 2 % (m/v), por lOh. Após esse tempo, as células foram recolhidas por

centrifugação (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 filtração

e suspendidas em fosfato de potássio 100 mmol r\ pH = 5,0, a uma concentração em tomo

de 8 mg mrl.

Observamos, na Fig. 20, que a faixa de linearidade entre a captação de glicose,

medida em nmol mg-l (peso seco), e o tempo se estende por, pelo menos, 45 s. A fim de se

evitar possíveis efeitos do metabolismo da glicose nos dados de transporte, os

experimentos subseqüentes forma realizados com tempos de incubação entre 15e 30 s,

conforme indicado.

A análise do transporte de glicose em diferentes concentrações de glicose

(0,2-160 mmol r\ nas mesmas condições descritas acima, está apresentada na Fig. 21, na

forma de Michaelis-Menten e de Eadie-Hofstee. Tradicionalmente, gráficos de Eadie-

Hofstee, nos quais a velocidade de transporte é dada em função da razão

velocidade/concentração de substrato, têm sido utilizados para a apresentação de dados de

transporte.

O gráfico de Eadie-Hofstee apresentado na Fig. 21b é típico de um sistema de

transporte bifásico, devido a não linearidade dos dados. Isto indica que o transporte de

glicose em T. reesei é realizado por um sistema constituído de dois componentes, um de

alta e outro de baixa afinidade.

A. nidulans e N. crassa são fungos filamentosos que têm o solo, um ambiente pobre

em nutrientes, como seu habitat natural. Nestes microorganismos, o transporte de alta

afinidade apresenta valores de Kminferiores a 100 /-lmolr l, conforme discutido

anteriormente.
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Fig. 20. Captação de glicose em função do tempo na cepa QM 9414 de T. reesei. Os ensaios de transporte
foram realizados em células recém germinadas, conforme discutido no texto. A concentração de glicose
utilizada neste experimento foi de 5 mmol ri. Os pontos apresentados correspondem ao valor médio de
leituras em triplicata. As barras referem-se a 2 vezes o desvio padrão de cada ponto.

Considerando-se que o fungo T. reesei também é um habitante natural do solo,

resolvemos investigar o transporte de glicose na faixa entre 5 e 100 f..I.I1l01rI.

Neste caso, os experimentos foram realizados com esporos em um estágio de

germinação mais inicial que o dos experimentos descritos anteriormente. Esporos de T.

reesei foram inoculados na presença de glicose 0,8 mmol rI, por 6h30. Ao microscópio, as

células recolhidas neste estágio se apresentavam intumescidas, no início de formação dos

tubos germinativos.

Devido às concentrações muito baixas de glicose, a concentração das células nos

ensaios foi reduzida para valores em tomo de 0,4 mg mrl. Em todos os casos, o consumo

de glicose não excedeu 10% da quantidade total de glicose disponível.

Primeiramente, fizemos experimentos de captação de glicose em função do tempo,

em intervalos de 10, 15 e 20 s, em diferentes concentrações de glicose (Fig. 22a). Os

ensaios de transporte foram feitos em duplicata, cuja variação entre as 2 leituras foi, em

geral, inferior a 5 %.
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Ao invés de valores médios, o gráfico da Fig. 22a apresenta os valores em duplicata

obtidosduranteo experimento.A partirdestesdados,osvaloresde velocidadeem cada

concentração de glicose foram calculados por regressão linear.

Em seguida, estes valores de velocidade foram utilizados para a construção de um

gráfico de velocidade em função da concentração de glicose (Fig. 22b). Os pontos

experimentais neste gráfico puderam ser ajustados, adequadamente, a um sistema de

transporte constituído de um único componente. Isto foi feito através da regressão não

linear dos pontos à equação de Michaelis-Menten, utilizando-se o programa Sigma Plot.

Os valores obtidos de Vmaxe Km,através deste ajuste, foram iguais a,

respectivamente, 0,33 nmol S.1mg-l (peso seco) e 18 /-IlIlolrI. Os dados estatísticos

referentes a este ajuste estão apresentados na Tabela 7.

Este valor de Kmé 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 T. harzianum, o Kmdo transporte de alta afinidade por glicose foi recentemente

calculado em 12 f.!molrI (Delgado-Jarana, submetido), um valor muito próximo do que

obtivemos para o fungo T. reesei.

Transporte de glicose na cepa mutante ATrhxtl

De acordo com os dados de expressão vistos anteriormente, a expressão de Trhxt1 parece

ocorrer apenas em baixos níveis de glicose (em tomo de 100 f.!molrI). Por esta razão,

resolvemos analisar a captação de glicose no mutante ATrh:xt1 no intervalo entre

5 e 100 f.!molrI de glicose.

Os ensaios de transporte foram realizados em condições semelhantes às do

experimento apresentado na Fig. 22. Neste caso, porém, a captação de glicose foi analisada

em apenas um tempo de incubação (15 s).

Os dados obtidos estão apresentados na Fig. 23. Observamos uma discreta redução

na taxa de captação de glicose no mutante ATrhxt1.

Estes resultados sugerem que o gene Trhxt1 esteja envolvido com transporte em

baixas concentrações de glicose. É claro, no entanto, que outros transportadores, além de

TrHXTl, atuam na captação de glicose em T. reesei nesta faixa de concentrações de

glicose.
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Tabela 7 Parâmetros cinéticos do transporte de glicose em T. reesei em

concentrações:::;100 !-lmolri.

Km / f..lmolri

17,7 (1,9)

Vmax/ nmol S-I mg-I
Dados estatísticos

n* R

0,998

F

927,40,33 (0,01) 6

Os valores de Km e Vmaxforam obtidos pela regressão não linear dos dados apresentados no gráfico
da Fig. 22b. Os valores em parênteses referem-se ao desvio padrão das estimativas. O cálculo foi
feito com o programa Sigma Plot
* Número de pontos utilizados na regressão
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Fig. 23. Captação de glicose na cepa selvagem QM 9414 de T. reesei e na cepa mutante ATrhxtI. Os ensaios
de transporte foram realizados conforme descrito no texto. Os valores obtidos de leituras em duplicata estão

apresentados no gráfico para cada concentração de glicose.
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5.8 Expressão do sistema de celulases de T. reesei

Durante o crescimento de T. reesei em celulose, a ação coordenada de seu sistema

celulolítico promove a hidrólise de celulose a glicose. Celobiohidrolases e endoglucanases

atuam em sinergismo sobre a celulose, produzindo celobiose e outros oligossacarídeos, que

são convertidos em glicose pela ação de j3-glicosidases.

Em culturas de T. reesei realizadas na presença de celulose, observa-se que a

concentração de açúcares redutores no meio de cultura toma-se progressivamente maior,

enquanto a concentração de glicose se mantém relativamente constante, abaixo de

100 J!mol rI (Abrahão-Neto, 1991).

Conforme vimos, a expressão do gene Trhxt1 foi observada nesta faixa de

concentrações de glicose. Por esta razão, decidimos analisar a expressão de Trhxt1 durante

o cultivo de T. reesei em celulose.

Esporos de T. reesei foram inoculados (106esporos mrl) em meio rico, contendo

celulose microcristalina 0,8 % (Forlab), e a cultura acompanhada através de alíquotas

retiradas ao longo do tempo. Observamos, na Fig. 24, que a expressão de Trhxtl,

inicialmente não detectada, é induzida durante o crescimento do fungo em celulose.

Estes resultados sugerem que a proteína TrHXT1 esteja envolvida com a captação

da glicose gerada a partir da hidrólise da celulose.

A expressão do gene Trhxt2, por outro lado, se manteve constante durante o

crescimento o fungo em celulose. Este resultado, associado aos dados de expressão do

gene em glicerol e em diferentes concentrações de glicose, sugere que a expressão de

Trhxt2 ocorra de forma relativamente constitutiva, independentemente da fonte de carbono

ou da concentração de glicose.

Além de celulose, o sistema de celulases de T. reesei é intensamente induzido pelo

dissacarídeo soforose~neste caso, porém, o tempo de indução, de 4 h, é significativamente

menor que o observado na presença de celulose, de 14 h. A indução por celulose requer,

inicialmente, a formação de um indutor solúvel pela expressão basal do sistema

celulolítico, o que toma, provavelmente, o processo de indução mais lento

(Henrique-Silva et aI., 1996~Carle-Urioste et ai., 1997).

A indução de Trhxtl durante o cultivo de T. reesei em celulose nos levou a

investigar a possibilidade de que o gene também estivesse expresso na presença de

soforose.
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Esporos de T. reesei foram inoculados (106esporos mrI) em glicerol 0,8 % por

24 h. Após esse tempo, o micélio do fungo foi lavado e incubado em fosfato de potássio

100 mmol rI por 2h. Em seguida, as células foram transferidas para meio fresco contendo

soforose 2,5 mmol rI. A cultura foi monitorada por 4 h.

De acordo com os resultados apresentados na Fig. 25, o mRNA de Trhxtl é

induzido em soforose.

16 22 28 40h

Trthxtl

Trthxt2

act

Fig. 24. Análise da expressão dos genes Trhxtl e Trhxt2 durante o cultivo de T. reesei em celulose. Esporos do
fungo foram inoculados (106esporos rol-I)em meio rico contendo celulose microcristalina 0,6 % (m/v).
Alíquotas foram removidas para a preparação de RNA nos tempos indicados.

o 2 4h

Trthxtl

act

Fig. 25. Análise da expressão de Trhxtl em soforose. Esporos de T. reesei foram inoculados

(106esporos rol-I)em glicerol 0,8 % por 24 h. Após esse tempo, o micélio do fungo foi lavado e incubado

em fosfato de potássio 100 mmol ri por 2h. Em seguida, as células foram transferidas para meio fresco
contendo soforose 2,5 mmol ri. Nos tempos indicados, alíquotas foram recolhidas para a preparação de
RNA. O gene de actina foi utilizado como controle interno.
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A partir destes resultados, resolvemos analisar a expressão do sistema de celulases

de T. reesei na cepa mutante jjTrhxtl. A expressão do sistema foi monitorada pela

expressão do gene cbhl, que codifica celobiohidrolase I, a celulase abundante do sistema

celulolítico de T. reesei. É importante notar que a expressão do sistema é feita de forma

coordenada e que, portanto, é possível analisar a expressão de todo o sistema através de

apenas um de seus membros (Torigoi et aI., 1996).

Interessantemente, a expressão do gene cbhl está significativamente retardada na

cepa mutante jjTrhxtl (Fig. 26a). Estes resultados sugerem que o transporte de glicose

tenha um papel importante nos mecanismos de indução dos genes das celulases de T.

reesei.

Quando analisamos a indução do sistema com soforose, no entanto, não foram

observadas alterações entre cepa selvagem QM 9414 e a cepa mutante jjTrhxtl (Fig. 26b).

Uma vez que a expressão de cbhl não está alterada na indução com soforose, é

razoável supor que o transporte de glicose seja importante para a formação do indutor

solúvel do sistema a partir de celulose.
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A

WT A.Trhxtl

14 17 20 39h 14 17 20 39h

cbhl

act

B

WT A.Trhxtl

2 4 6h 2 4 6h

cbhl

act

Fig. 26. Análise da expressão do gene cbhl de T. reesei na cepa mutante A.Trhxtl. A indução do sistema de

celulases foi feita na presença de celulose (A) ou soforose (B). Nos dois casos, esporos da cepa selvagem
QM 9414 (WT) e da cepa mutante A.Trhxtl 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 potássio 100 mmol rI por 2 h.
Após esse tempo, o micélio do fungo foi transferido para meio fresco contendo celulose microcristalina
0,8 % ou soforose 2,5 mmol rI. Note a diferença no tempo de indução de cbhl entre celulose e soforose. O
gene de actina foi utilizado como controle interno.
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6. Discussão

Com o advento da era genômica, tomou-se possível a comparação de ESTs de diferentes

organismos ou, ainda, a comparação de genomas completos. Em Zeng et ai. (2001), os

genomas de C. albicans, N crassa e Cryptococcus neoformans que, naquele momento,

encontravam-se quase concluídos, foram comparados entre si e com o genoma de S.

cerevisiae. A comparação foi feita com base em ORFs identificadas no genoma de cada

organismo. Além disso, ESTs de A. 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 taxonômica entre os fungos

em geral. Como exemplo, podemos citar as leveduras S. cerevisiae e S.pombe, cuja

distância evolutiva entre si é tão grande quanto a que apresentam com seres humanos

(Forsburg, 1999).

O aspecto mais importante do trabalho de Zeng et aI. (2001), no entanto, foi a

demonstração de que o número de proteínas homólogas entre as diversas espécies de fungo

utilizadas em seu trabalho e os seres humanos é, praticamente, 2 vezes maior que o número

encontrado quando se faz a comparação apenas entre S. cerevisiae e o homem.

Estes resultados nos dizem que é preciso ampliar o número de microorganismos

utilizados como modelo no estudo de genes humanos.

Em comparação a organismos unicelulares, tais como S. cerevisiae, os fungos

filamentosos apresentam estruturas morfologicamente mais complexas, especializadas para

a reprodução, infecção e crescimento vegetativo, o que toma o seu uso relevante no estudo

de células eucarióticas (Casselton & Zolan, 2002).

Em relação a estas considerações, cabe destacar, aqui, o papel histórico dos

primeiros mutantes auxotróficos de N crassa, no trabalho pioneiro de Beadle & Tatum

(1941). Ao revelar a relação funcional entre genes e enzimas, este trabalho estimulou o uso

de microorganismos na pesquisa genética e abriu uma nova era entre a bioquímica e a

genética molecular.

Recentemente, a contribuição de N crassa para o estudo de células eucarióticas foi

revista por Davis & Perkins (2002), e inclui estudos sobre recombinação, ritmo circadiano

e metilação de DNA.

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

(http://www.trichoderma.iq.usp.br) irá contribuir para o desenvolvimento e diversificação
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da pesquisa científica neste microorganismo, sobretudo nas áreas de biologia molecular e

celular.

No presente trabalho, descrevemos a caracterização de dois genes, Trhxtl e Trhxt2,

supostamente envolvidos com o transporte de glicose no fungo filamentoso T. reesei. Estes

genes foram identificados no banco de dados de EST de T. reesei, e codificam proteínas

com alta similaridade a transportadores de glicose de vários microorganismos.

A seqüência codificadora de Trhxtl, interrompida por dois introns, de 55 e 57 pb,

codifica uma proteína de 548 aminoácidos, com massa molar prevista de 60,4 kD. A

similaridade de TrHXTl é especialmente alta com o transportador de glicose GTT1, de

T. harzianum - 96,5 % de similaridade em um alinhamento completo das duas proteínas, de

acordo com o programa Gap. Depois de GTT1, a maior similaridade de TrHXTl 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

proteína de 554 aminoácidos e massa molar prevista de 60,5 kD. A maior similaridade de

TrHXT2 foi observada com transportadores de glicose de outras espécies de fungos

multicelulares: AmMST1 (56,3 %), de A. muscaria, e HXT I (49,9 %), de U.fabae.

A análise computacional de Trhxt1 e Trhxt2 indica que ambos fazem parte da MFS,

inseridos na família de transportadores de açúcares (SP) (Pao et a!., 1998). Assim como

ocorre com os demais membros da família SP, TrHXTl e TrHXT2 apresentam 12

segmentos transmembrânicos, com uma longa e hidrofilica alça citoplasmática conectando

TM6 e TM7.

O alinhamento múltiplo de TrHXTl e TrHXT2 entre si e com membros

representativos de transportadores de glicose de microorganismos eucariotos revelou a

presença de motivos conservados e característicos de transportadores de açúcares da

família SP, tanto em TrHXTl quanto em TrHXT2.

Kasahara et a!. (1997) demonstraram que dois aminoácidos localizados na TM 10

do transportador Gal2p de S. cerevisiae, Tyr446(Y) e Trp455(W), são fundamentais para o

reconhecimento e transporte de galactose. Em particular, a substituição de Tyr446por

qualquer um dentre os outros 19 aminoácidos resulta em proteínas incapazes de captar

galactose.

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

de galactose. Os aminoácidos de Hxt2p correspondentes a Tyr446e Trp455de Gal2p são,
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Regulação da expressão de Trhxtl e Trhxt2

A utilização adequada de glicose depende de um sistema de transporte eficiente e flexível,

capaz de se ajustar à disponibilidade do açúcar no meio. Conforme vimos, a expressão dos

diversos transportadores de glicose de S. cerevisiae, e de outros microorganismos, é

regulada pela concentração extracelular de glicose, visando à utilização mais eficiente do

substrato disponível.

Em geral, transportadores de baixa afinidade estão mais expressos em alta

concentração de glicose, tais como Hxtlp, de S. cerevisiae, e Raglp, de K. lactis. Em

baixos níveis de glicose, por outro lado, a presença de transportadores de alta afinidade

toma-se necessária para a captação do açúcar. É o caso de Hxt6p e Hxt7p, de S. cerevisiae,

e de Hgtlp, de K. lactis.

O efeito de glicose na expressão de Trhxt1 e Trhxt2 foi investigado por northern

hlot. Durante o consumo de glicose em agitadores mecânicos, a expressão de Trhxtl foi

observada apenas em baixos níveis de glicose (~ 100 Jlmol rI); em concentrações mais

altas ou após o consumo de glicose, o transcrito do gene não foi observado.

Em uma cultura contínua de T. reesei, utilizando-se glicose como substrato

limitante, a concentração de glicose manteve-se constante em tomo de 80 Jlmol rI. Nestas

condições, a expressão de Trhxt1 foi facilmente detectada. Estes resultados sugerem que o

gene Trhxtl esteja envolvido com o transporte de alta afinidade por glicose em T. reesei.

Além de TrHXTl e GTT1, de T. harzianum, serem altamente similares, expressão

de seus genes em glicose também é semelhante. Ambos são induzidos em baixos níveis de

glicose, e reprimidos em altas concentrações. Na presença de glicerol, no entanto, o gene

gttl está expresso em níveis basais, ao contrário de Trhxtl, cuja expressão parece depender

da presença de glicose.

O padrão de expressão de Trhxtl é semelhante ao dos genes HXT2 e HXT4 de S.

cerevisiae, que também dependem de baixos níveis de glicose para a sua expressão. Na

presença de glicose, a repressão de HXT2 e HXT4 é mediada pelo repressor Mig1p, que

contém um domínio .de ligação DNA do tipo zinc finger C2H2.O efeito repressor de Mig 1P

ocorre ao nível transcricional, através de sua ligação ao promotor dos genes sob o seu

controle. A inibição da transcrição causada por Mig1P depende do recrutamento de um

complexo protéico, constituído de Tuplp e Ssn6p (Gancedo, 1998).
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Na ausência de glicose, a expressão de HXT2 e HXT4 é reprimida por Rgtlp, cujo

domínio de ligação ao DNA também envolve a presença de íons Zn2+;neste caso, porém, o

domínio de ligação é do tipo C6Zn2(Ozcan et aI., 1996b).

Em A. nidulans, a repressão por glicose de vários genes é mediada por CREA

(Ruijter & Visser, 1997). Em um mecanismo semelhante ao de Miglp, o efeito repressor

de CREA se dá através de sua ligação a seqüências específicas nos promotores de genes

sob o seu controle. Isto foi claramente demonstrado em genes envolvidos no metabolismo

de etanol (Kulmburg et aI., 1993) e prolina (Sophianopoulou et aI., 1993).

Em T. reesei, o gene de um repressor homólogo a CREA de A. nidulans,

denominado de CREl, foi identificado mais recentemente por Takashima et aI. (1996) e

Strauss et aI. (1995). Nestes trabalhos, o envolvimento de CREl na repressão por glicose

foi demonstrado na expressão dos genes cbhl e xynl, que codificam, respectivamente,

celobiohidrolase I e xilanase I.

Uma seqüência idêntica ao sítio de ligação de CREl, presente no promotor do gene

xynl, foi identificado no promotor de Trhxtl, na posição -1361, em relação ao códon de

iniciação (veja a Fig. 7, pág. 38). Isto sugere que a proteína CREl esteja envolvida com a

repressão do gene Trhxt1 na presença de altas concentrações de glicose.

O gene Trhxt2, por outro lado, apresenta um padrão de expressão muito

diferenciado. Ao contrário de Trhxtl, a expressão de Trhxt2 não é reprimida por glicose.

Isto sugere que a proteína TrHXT2 seja importante para o transporte em altas

concentrações do açúcar. É razoável, supor, portanto, que a afinidade de TrHXT2 por

glicose seja relativamente menor que a de TrHXTl.

Além disso, a expressão de Trhxt2 parece ocorrer de forma constitutiva,

independentemente da concentração ou da presença de glicose. Tanto em glicerol quanto

em celulose, a expressão de Trhxt2 ocorre em níveis semelhantes aos de glicose.

Indução de Trhxtl por hipoxia

Conforme discutido anteriormente, o transporte de glicose é estimulado por condições de

hipoxia em células de mamíferos. O principal transportador responsável por este aumento

na taxa de captação de glicose, ou pelo menos o mais bem estudado em relação a esse

aspecto, é GLUTl. GLUT3 e GLUT4, no entanto, também estão envolvidos no aumento
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do transporte de glicose em baixas concentrações de oxigênio (Bruckner et aI., 1999;

Hayashi et aI., 2000).

A atividade de GLUT 1 é estimulada por uma série de fatores, entre os quais

podemos citar: fatores de crescimento, controle hormonal, transformação oncogênica e

hipoxia. Ao contrário de outros genes hipóxicos em mamíferos, no entanto, a expressão de

GLUTl também é induzida por inibidores da fosforilação oxidativa.

O efeito do oxigênio na expressão dos genes Trhxtl e Trhxt2 foi analisado a partir

de uma cultura contínua de T. reesei, reduzindo-se gradualmente a concentração de

oxigênio. No momento em que se iniciou a diminuição da concentração de O2,a cultura de

T. reesei encontrava-se em estado estacionário, no qual a concentração de todos os

nutrientes do meio estava constante; nestas condições, a concentração de glicose era de,

aproximadamente, 80 Jlmol rI.

O oxigênio exerce efeitos contrários na expressão de Trhxtl e Trhxt2. Em

condições de hipoxia, a expressão de Trhxtl é induzida, enquanto a de Trhxt2 é reprimida.

É interessante observar que a indução de Trhxt1 por oxigênio é semelhante à de

GLUT1, em células de mamíferos.

A indução, ao nível transcricional, de transportadores de glicose por hipoxia em

microorganismos é um assunto menos estudado. Conforme vimos, a análise da expressão

dos membros da família HXT de S. cerevisiae, em condições aeróbicas e anaeróbicas, não

revelou um padrão diferenciado na expressão dos principais transportadores de glicose

(Diderich et aI, 1999).

Em S. cerevisiae, portanto, a regulação do transporte de glicose, na carência ou na

ausência de oxigênio, parece ser diferente do que se observa em células de mamíferos, pelo

menos ao nível transcricional. É importante notar que a levedura S. cerevisiae é um

microorganismo anaeróbico facultativo, capaz de se desenvolver na ausência completa de

oxigênio. De fato, em culturas contínuas de S. cerevisiae, a redução na concentração de O2

não provoca um aumento na concentração de glicose, como verificamos com T. reesei. Isto

ocorre, provavelmente, porque a levedura é capaz de manter seu crescimento através do

metabolismo anaeróbico.

Ao contrário de processos celulares básicos, os processos através dos quais os

organismos interagem continuamente com o seu ambiente, ajustando-se às alterações

naturais de seu habitat, estão sujeitos a forças de pressão seletivas diferenciadas. É razoável
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que os mecanismos moleculares de regulação de tais processos sejam diferentes em

espécies evolutivamente distantes.

O uso de S. eerevisiae como modelo de estudo da resposta adaptativa à hipoxia

deve ser visto nesta perspectiva; ou seja, pela sua capacidade, desenvolvida ao longo da

evolução, de se utilizar tanto da fermentação quanto da respiração, células de S. eerevisiae

não se apresentam como um modelo adequado para a compreensão de como as células de

mamíferos se adaptam a períodos de hipoxiaJanoxia.

Um microorganismo estritamente aeróbico, como T. reesei

(Chambergo et aI, 2002), toma-se, portanto, um modelo de estudo complementar e mais

adequado que S. eerevisiae para a compreensão dos mecanismos sensores de oxigênio em

células eucarióticas.

Seria interessante, por exemplo, observar se o gene Trhxt1 responde da mesma

forma que GLUTI à presença de metais de transição, quelantes de ferro ou inibidores da

fosforilação oxidativa, fatores que estão associados à indução de GLUTl em células de

mamíferos.

Sítios semelhantes aos de HIF-1, de células de mamíferos, ou ao sítio LORE,

identificado em S. eerevisiae, não foram identificados no promotor de Trhxtl. Estes

elementos de controle em eis estão associados à indução de genes hipóxicos em baixos

níveis de oxigênio.

A investigação dos mecanismos de indução do gene Trhxtl por hipoxia poderia

fornecer informações relevantes sobre as similaridades e diferenças de tais processos entre

células de mamíferos, microorganismos multicelulares e microorganismos unicelulares.

Expressão heteróloga em levedura

De acordo com os resultados apresentados, o gene Trhxtl de T. reesei não complementa

cepas de S. eerevisiae ou de S. pombe, deficientes no transporte de glicose. Uma hipótese

razoável é a de que a proteína TrHXTI não esteja sendo corretamente endereçada à

membrana plasmática das células de levedura.

Em Kasahara & Kasahara (1996), observou-se que o transportador GLUTI de rato,

quando expresso em S. eerevisiae, não contribui para a captação de glicose nas células da

levedura. Experimentos de imunotluorescência indicaram que a proteína GLUTl fica

retida em vesículas intracelulares, nas células de S. eerevisiae.
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É provável que o sinal de endereçamento à membrana plasmática de GLUT1 não

seja devidamente reconhecido em S. cerevisiae. O mesmo pode ocorrer, portanto, na

expressão de Trhxtl em S. cerevisiae ou em S.pombe.

Cabe mencionar que o transportador GTT1, de T. harzinaum, com o qual TrHXT1

apresenta alta similaridade, também não é capaz de complementar mutantes de S.

cerevisiae deficientes no transporte de glicose.

Transporte de glicose em T. reesei

A análise do transporte de glicose em T. reesei revelou a presença de um sistema de

transporte bifásico, constituído de um componente de alta e outro de baixa afinidade por

glicose, assim como ocorre em outros microorganismos.

O transporte de nutrientes de um dado organismo ocorre no habitat específico em

que o organismo está adaptado a sobreviver.

No caso de T. reesei, o seu habitat natural é o solo, um ambiente considerado pobre

em nutrientes. De acordo com Burgstaller (1997), conforme vimos, isto corresponde a

concentrações de glicose inferiores a 200 J..lmolrI.

É natural supor, portanto, que T. reesei tenha desenvolvido um sistema de

transporte com afinidade muito alta por glicose, e provavelmente do tipo ativo.

A análise do transporte de glicose em T. reesei, em concentrações de glicose que

devem corresponder aos valores encontrados em seu habitat natural (de 5 a 100 J..lmolr\

revelou a presença de um sistema de transporte com valor de Kmem tomo de 20 J..lmolrI.

Este valor é semelhante ao encontrado em outras espécies de fungos filamentosos que

habitam o solo, tais como, T. harzinaum (Km~ 12 J..lmolrI). N. crassa

(Km~ 10-60 J..lmolrI) e A. nidulans (Km~ 40J..lmolrI).

O nocaute de Trhxtl no fungo T. reesei revelou apenas uma discreta redução no

transporte de glicose. Os resultados obtidos sugerem, portanto, que, além de TrHXT1,

outras proteínas estejam envolvidos com o transporte em baixas concentrações glicose em

T. reesei.

Um destes transportadores poderia ser o produto do gene Trhxt2, cuja expressão,

conforme vimos, também ocorre em baixos níveis de glicose (~ 100 J..lmolrI).

Estes resultados não descartam, naturalmente, que TrHXT1 também esteja

envolvido no transporte de outros açúcares. Em S. cerevisiae, os principais transportadores
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de glicose de S. cerevisiae também são capazes de captar frutose e manose, embora façam

isso com diferentes afinidades pelo substrato.

Sistema de celulases de T. reesei

Os microrganismos capazes de degradar celulose secretam, normalmente, um conjunto de

celulases com diferentes modos de ação e especificidade pelo substrato, compondo um

sistema enzimático de maior ou menor complexidade.

O fungo T. reesei produz e secreta um sistema de celulases muito eficiente na

degradação de celulose, que tem sido extensivamente investigado. Durante o cultivo de

T. reesei em celulose, a concentração de glicose mantém-se em níveis muito baixos

« 100 ~mol rI). Observamos que, nestas condições, o gene Trhxtl encontra-se expresso, o

que sugere o seu envolvimento na captação da glicose gerada pela degradação de celulose.

Interessantemente, o nocaute do gene Trhxt1 provoca um retardado significativo na

indução do sistema celulolítico de T. reesei por celulose. Quando o dissacarideo soforose é

utilizado como indutor, no entanto, não se observam alterações na expressão do sistema de

celulases na cepa mutante iJTrhxtl.

Estes resultados sugerem que o transporte de glicose seja, de alguma forma,

importante para o mecanismo de indução do sistema celulolítico de T. reesei. Podemos

especular, ainda, que o transporte de glicose seja importante para a formação do indutor

solúvel, a partir de celulose, já que a indução do sistema não está afetada na presença de

soforose.

Conforme vimos anteriormente, supõe-se que a soforose seja o indutor natural do

sistema de celulases de T. reesei. Neste modelo, a soforose seria formada in vivo a partir de

celobiose pela atividade de transglicosilação de jJ-glicosidases.No mecanismo desta

reação, a glicose tem um papel importante, atuando como um aceptor de resíduos de

glicose (Crook & Stone, 1957).

Isto poderia justificar a importância do transporte de glicose na indução do sistema

de celulases de T. reesei por celulose.

Também é possível que o atraso observado na expressão dos genes das celulases de

T. reesei esteja associado especificamente ao gene Trhxtl, e não ao transporte de glicose de

modo geral.
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7. Conclusões

Neste trabalho, descrevemos a caracterização de dois genes, Trhxtl e Trhxt2, supostamente

envolvidos com o transporte de glicose no fungo filamentoso T. reesei. Os dois genes

codificam proteínas com alta similaridade a transportadores de glicose de vários

microorganismos. A análise computacional de Trhxtl e Trhxt2 indica que ambos fazem

parte da MFS, inseridos na família de transportadores de açúcares (SP). Doze segmentos

transmembrânicos e vários motivos conservados entre os membros da MFS foram

identificados em TrHXTl e em TrHXT2.

A expressão de Trhxtl ocorre apenas em baixos níveis de glicose (~1O0J..lmolr\

enquanto a de Trhxt2 parece ocorrer de forma relativamente constitutiva,

independentemente da concentração de glicose ou da fonte de carbono.

A análise cinética do transporte de glicose em T. reesei revelou a presença de um

sistema de transporte bifásico, constituído de um componente de alta e outro de baixa

afinidade por glicose. O Krndo transporte de alta afinidade em T. reesei é de,

aproximadamente, 20 J..lmolrI, semelhante aos valores encontrados em outras espécies de

fungos filamentosos. Valores de Krnnesta faixa de concentrações de glicose

« 100 J..lmolrI) refletem a adaptação destes microorganismos ao solo, um ambiente

relativamente pobre em nutrientes.

Dados de expressão de Trhxtl e a análise cinética da captação de glicose em uma

cepa ,,1Trhxt1 indicam que o gene Trhxt1 está envolvido com o transporte em

concentrações muito baixas de glicose, em tomo de 100 J..lmoll-I,que correspondem,

provavelmente, aos valores encontrados no solo, o habitat natural de T. reesei.

Uma vez que foi observada uma redução discreta na taxa de captação de glicose no

mutante ,,1Trhxtl,o fungo T. reesei deve apresentar outras proteínas envolvidas com o

transporte em baixas concentrações de glicose. Um destes transportadores poderia ser o

produto do gene Trhxt2, cuja expressão em baixos níveis de glicose também foi observada.

Um dado importante apontado neste trabalho corresponde ao efeito do oxigênio na

expressão de Trhxt1 e Trhxt2. A expressão de Trhxt1 é induzida em condições de hipoxia,

de forma semelhante ao que ocorre com o transportador GLUTl, em células de mamíferos.

Esta indução em baixas concentrações de 02, por outro lado, não é 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 anaeróbico facultativo, ao contrário de T. reesei e de

células de mamíferos, que dependem majoritariamente do metabolismo aeróbico.

A expressão de Trhxt2, por outro lado, que ocorre de forma constitutiva em

condições de plena aeração, é reprimida durante a falta de oxigênio.

Interessantemente, o nocaute de Trhxtl em T. reesei provoca um retardo

significativo na indução do sistema de celulases por celulose. Nenhuma alteração é

observada, no entanto, quando se utiliza soforose como indutor. Estes resultados sugerem

que o transporte de glicose tenha um papel importante na expressão dos genes das

celulases de T. reesei. Com base no fato de que a indução destes genes não está alterada na

presença de soforose, podemos supor, ainda, que o transporte de glicose esteja envolvido,

direta ou indiretamente, na formação do indutor solúvel do sistema de celulases, a partir de

celulose.

Cabe ressaltar que Trhxtl e Trhxt2 são os primeiros genes de transportadores de

monossacarídeos descritos em T. reesei.

Finalmente, esperamos que este trabalho possa contribuir para o preenchimento de

uma lacuna em relação ao transporte de glicose em fungo filamentosos, de tal forma que se

possa compreender melhor a regulação e os mecanismos envolvidos na captação de glicose

nestes microorganismos.
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8. Perspectivas

Na continuação deste trabalho, esperamos concluir a caracterização funcional do gene

Trhxt1, através da análise da captação de glicose em diversas outras condições

experimentais. Especificamente, pretendemos determinar o transporte de glicose em

células de T. reesei cultivadas na presença de soforose. Conforme vimos, este dissacarídeo

induz a expressão de Trhxt1, o que pode vir se tomar um modo adequado de se comparar a

captação de glicose entre a cepa selvagem QM 9414 e a cepa mutante LlTrhxtl.

Ainda em relação a Trhxt1, pretendemos analisar com maior profundidade o

controle de sua expressão por oxigênio. Tendo o fungo T. reesei como modelo, esperamos

contribuir para uma melhor compreensão dos mecanismos envolvidos no controle do

transporte de glicose por O2em células eucarióticas.

Por outro lado, conforme dito anteriormente, a caracterização do gene Trhxt2 ainda

se encontra em uma fase preliminar. Experimentos de complementação heteróloga em

células de levedura e o nocaute do gene em T. reesei serão realizados em breve.

Por fim, gostaríamos de salientar que o trabalho apresentado nesta Tese introduziu

nosso laboratório ao tema do transporte através de membranas, não apenas ampliando as

linhas de pesquisa do laboratório, mas trazendo consigo, além disso, o aprimoramento dos

demais projetos que se encontram em desenvolvimento. Esperamos, portanto, que este

trabalho se tome o precursor de vários outros a serem realizados nesta área.
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