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RESUMO

ANTONIETO, A. C. C. Ildentificacdo e caracterizagcdo de um novo fator de
transcricdo, homélogo ao Azfl de Saccharomyces cerevisiae, envolvido na
regulacdo da expressao de celulases no fungo filamentoso Trichoderma
reesei. 2018. 116 p. Tese de doutorado - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de Séo Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

O fungo Trichoderma reesei € conhecido por sua elevada capacidade de secre¢éo
de enzimas celuloliticas que atuam degradando o polimero de celulose em
moléculas de glicose, sendo este um ponto chave na producdo do etanol de
segunda geragcdo. O presente trabalho tem por objetivo contribuir para o
entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos no processo de
desconstrucdo da biomassa por T. reesei atraves da identificacdo de novos fatores
de transcricdo associados a este processo. Para isso, foi realizado um screening de
14 fatores de transcricdo potencialmente envolvidos com a degradacdo de biomassa
e identificacdo do gene Tr103275, homélogo ao regulador Azfl de Saccharomyces
cerevisiae. Posteriormente, foi feita a constru¢cdo de um mutante com delecdo do
gene azfl em T. reesei. Durante o crescimento em celulose e bagaco de cana, o
gene azfl foi altamente expresso em T. reesei, a0 passo que glicose reprimiu a
expressdo génica desse fator de transcrigdo. A auséncia de azfl afetou o
crescimento e a esporulacdo em T. reesei, uma vez que a linhagem mutante
produziu esporos menores e em quantidade reduzida em relacédo ao parental. Além
disso, a proteina TrAzfl atua como um regulador positivo da expressao de enzimas
holoceluloliticas, considerando que as os genes que codificam as CBHs, EGs, BGs e
xyn4 foram down regulados no mutante Aazfl em celulose e bagaco de cana. O sitio
de ligacdo para TrAzfl foi predito nesse trabalho através de analise de
bioinformatica. Para avaliar a interagédo de TrAzfl com esse sitio de ligagdo no DNA,
0 motivo dedo de zinco de Azfl recombinante foi obtido por expressdo heteréloga
em E. coli e utilizado nas analises de SPR. No entanto, a validacdo da interacao
fator de transcricdo-DNA por SPR nao foi conclusiva e outros experimentos devem
ser realizados para validar o motivo de ligacdo de TrAzfl em T. reesei. O papel de
Azfl na regulacdo da degradacdo da biomassa vegetal foi descrito, pela primeira
vez, nesse trabalho. Esse fator de transcricdo € um alvo em potencial para
manipulagédo genética de T. reesei, visando o melhoramento da produgdo de
enzimas holoceluloliticas por essa espécie.

Palavras-chave: 1. Trichoderma reesei. 2. Azfl. 3. Celulases. 4. Regulagdo da
expressao génica.



ABSTRACT

ANTONIETO, A. C. C. Identification and characterization of a new transcription
factor, homologous to Saccharomyces cerevisiae Azfl, involved in the
regulation of cellulase expression in the filamentous fungus Trichoderma
reesei. 2018. 116 p. Tese de doutorado - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

The fungus Trichoderma reesei is known for its high capacity in secrete cellulolytic
enzymes that act in the degradation of the cellulose polymer into glucose molecules,
being a key point in the production of second generation ethanol. The present work
aims to contribute to the understanding of the molecular mechanisms involved in the
process of biomass deconstruction in T. reesei through the identification of new
transcription factors associated to this process. For this, we screened 14 transcription
factors potentially involved in the degradation of biomass and identified the gene
Tr103275, homologous to the Azfl regulator of Saccharomyces cerevisiae.
Posteriorly, a mutant strain with deletion of azfl was obtained. During growth in
cellulose and sugarcane bagasse, azfl was highly induced in T. reesei, while
glucose repressed the gene expression of this transcription factor. The absence of
azfl affected growth and sporulation in T. reesei, since the mutant strain produced
less and smaller spores relative to the parental strain. In addition, we have shown
that TrAzfl acts as a positive regulator of the expression of holocellulolytic enzymes,
whereas the genes coding for CBHs, EGs, BGs and xyn4 were down-regulated in the
Aazfl mutant in cellulose and sugarcane bagasse. The binding site for TrAzfl was
predicted in this work through bioinformatics analysis. To evaluate the interaction of
TrAzfl with this DNA binding site, the recombinant Azfl zinc finger motif was
obtained by heterologous expression in E. coli and used in the SPR analyzes.
However, validation of the transcription factor-DNA interaction by SPR was not
conclusive and other approaches should be performed to validate the binding motif of
TrAzfl in T. reesei. The role of Azfl in regulating the degradation of plant biomass
was described for the first time in this work. This transcription factor is a potential
target for the genetic manipulation of T. reesei, aiming to improve the production of
holocellulolytic enzymes by this species.

Keywords: 1. Trichoderma reesei. 2. Azfl. 3. Cellulases. 4. Regulation of gene
expression.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estrutura da lignocelulose. O principal componente da
lignocelulose € a celulose, um polissacarideo formado por unidades
repetidas de glicose unidas através de ligagcées [(1,4). A hemicelulose,
segundo componente mais abundante da lignocelulose, é composta por
acucares de 5 e 6 carbonos como arabinose, galactose, glicose, manose e
xilose. A lignina é constituida de trés componentes fendlicos principais
denominados alcool p-cumarilico, alcool coniferilico e alcool sinapilico.
Juntas, essas trés estruturas formam as microfibrilas, que estdo
organizadas em macrofibrilas que garantem a estabilidade estrutural da
parede celular vegetal (Adaptacdo de Genome Management Information
System, 2005).

Figura 2. Comparagao entre as principais caracteristicas do genoma
de T. reesei com as outras quatro espécies mais bem estudadas
quanto a degradacdo de biomassa e S. cerevisiae. A) Analise
filogenética entre as seis espécies analisadas. B) Tamanho do genoma. C)
Conteudo génico. D) Proporcéo de fatores de transcri¢do, transportadores

e CAZymes (Adaptacado de Gupta et al., 2016).

Figura 3. Modelo enzimatico de degradacdo da celulose. Inicialmente,
as endoglucanases (EG) e celobiohidrolases (CBH) degradam a celulose
em oligossacarideos mais simples, principalmente celobiose. Em seguida,
as B-glicosidases hidrolisam a celobiose, originando moléculas de glicose.
A enzima GH61 participa desse processo através da degradacdo oxidativa
da celulose. Em conjunto, essas proteinas proporcionam a desconstrucao
da biomassa vegetal (Adaptacédo de Horn et al., 2012).

Figura 4. Visao global da regulacdo da expressao das celulases em T.
reesei. A expressao dos genes celuloliticos é controlada pelos fatores de
transcricdo principais: XYR1, ACE1, ACE2, ACE3, CRE1 e o complexo
HAP2/3/5. Além disso, a proteina LAE1, uma metiltransferase putativa, e
VELVET mostraram-se importantes na expressao dos genes de celulases.
Sob condi¢des de glicose elevada, T. reesei ndo induz a expressao de
celulases e o fator de transcricdo CRE1 € o responsavel por mediar o
mecanismo de repressdo catabdlica de carbono. Além dos fatores de
transcricdo j& conhecidos, novas proteinas regulatérias ainda né&o
caracterizadas podem participar da ativagdo ou repressdo, direta ou
indireta, dos principais fatores de transcricdo envolvidos com a expressao
das celulases (Adaptacéao de Gupta et al., 2016).

Figura 5. Estrutura de um motivo dedo de zinco do tipo CyH,. A) Esse
motivo é caracterizado por formar estruturas secundéarias com duas folhas-
beta antiparalelas e uma alfa-hélice. O ion zinco participa da estabilizacao
da estrutura desse motivo (Adaptacéo de Razin et al., 2012). B) Predicao
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da estrutura do Azfl de T. reesei.

Figura 6. Representacdo esquematica da construcdo do vetor
mediada por recombinacdo em levedura. Para a contrucdo do cassete
de delecédo, as regibes promotora, terminadora e o gene de resisténcia a
higromicina sdo amplificados e montados no vetor pela leverdura S.
cerevisiae (Adaptacado de Schuster et al., 2012).

Figura 7. Mapa do plasmideo pRS426. Esse vetor foi utlizado na
transformacdo da levedura SC9721 para montagem do cassete de
delecao génica.

Figura 8. Mapa do plasmideo pET42bTrAzf1234-370. O plasmideo
possui a sequéncia do gene sintético TrAzf1234-370, a tag GST, o sitio de
clivagem para a protease TEV e resisténcia a canamicina.

Figura 9. Fatores de transcricdo potencialmente associados a
degradacédo da biomassa em T. reesei. Em S. cerevisiae, 0s motivos
identificados correspondem as proteinas regulatérias AZF1, SFL1, MOT3,
RME1 e MAC1. Os principais homoélogos em T. reesei foram obtidos com
auxilio da ferramenta BLAST.

Figura 10. Atividades enzimaticas da linhagem QM9414 crescida em
bagaco de cana. O sobrenadante foi obtido nos tempos de 24, 48, 72 e
96 horas. A) CMCase (endoglucanase). B) FPase (celulase total).

Figura 11. Dosagem de glicose. A linhagem QM9414 foi cultivada em
bagaco de cana por 24, 48, 72 e 96 horas e o0 sobrenadante foi utilizado
para a dosagem de glicose utilizando o kit Glicose Liquiform.

Figura 12. Expressdo génica absoluta através de gRT-PCR dos
fatores de transcricdo candidatos. Cinco genes mostraram-se mais
expressos durante o cultivo em bagaco de cana quando comparado a
glicose. Sao eles: Tr38080, Tr122767, Tr103275, Tr3856 e Tr120475. A
escala do heat map indica a expressao absoluta dos genes avaliados. O
software Mev 4.8.1 foi utilizado para a construcdo do heat map. A
clusterizacdo génica foi feita pelo método average linkage utilizando a
correlacdo de Pearson como distancia métrica.

Figura 13. Expresséo do gene azfl em diferentes fontes de carbono.
A expressao génica foi obtida por gqRT-PCR usando actina como controle
endogeno. A) Celulose. B) Bagaco de cana e glicose.

Figura 14. Arvore filogenética dos homologos de Azfl de diferentes
espécies. A arvore foi criada pelo programa Mega 4 com 1000 bootstraps.

Figura 15. Montagem do cassete pela levedura S. cerevisiae. A) Gel de
agarose mostrando os produtos de PCR purificados das regiées 5’, 3’ e do
gene de resisténcia a higromicina. B) Gel de agarose mostrando a
amplificacdo do cassete de delecdo de 3350 pares de base referente ao
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gene Tr103275.

Figura 16. Confirmacéo da delecdo do gene Tr103275 (azfl) por PCR.
A) Amplificacdo das ORF do gene Trl03275 (1508 pb) apenas nha
linhagem parental. B) gRT-PCR mostrando que o gene azfl de T. reesei
s6 é expresso na linhagem parental. P: parental; M: mutante.

Figura 17. Estratégia de dele¢ao e confirmagao do mutante Aazfl. A)
Para o southern blot, os DNAs das linhagens parental e mutante foram
digeridos com as enzimas de restricdo EcoRI e Xhol, resultando em dois
fragmentos de 6.2 kb e 2.16 kb, correspondentes as linhagens parental e
mutante, respectivamente. B) A construcdo da linhagem mutante foi
realizada substituindo a ORF do gene azfl (Tr103275) pelo gene de
resisténcia a higromicina (hph). A analise de Southern blot confirmou a
obtencdo dos fragmentos esperados: 6.2 kb na linhagem parental e 2.16
kb no mutante Aazfl.

Figura 18. Azfl esta relacionado com o controle do crescimento em
diferentes fontes de carbono. As linhagens parental e mutante Aazfl
foram cultivadas em placas de meio minimo contendo 1% de amido,
celulose, glicerol, glicose, lactose, sacarose e PDA. A incubacgao foi
realizada a 28 °C e o crescimento foi registado no quarto e sétimo dias.

Figura 19. A delecao de azfl pode afetar o crescimento em resposta
ao pH ambiente. As linhagens parental e mutante e Aazfl foram
cultivadas em placas de PDA com pH ajustado para 5,0, 7,0, 9,0 e 11,0. A
incubacéo foi realizada a 28 °C e o crescimento foi registado no quarto e
sétimo dias.

Figura 20. Crescimento das linhagens parental e Aazfl em race tubes.
O crescimento das duas linhagens foi observado durante 14 dias e
mostrou-se semelhante. No entanto, elas mostraram um perfil de
esporulacdo diferente, uma vez que o mutante esporulou menos que a
linhagem parental.

Figura 21. Azfl esta envolvido nos mecanismos de esporulacdo em T.
reesei. Esporos da linhagem mutante sdo menores do que na linhagem
parental (11,5% de esporos pequenos em Aazfl e 4,7% de esporos em
pequenos em TUG6_Aku70).

Figura 22. Andlise da incorporacédo de iodeto de propidio (PI) pelas
linhagens de T. reesei TU6_Atku70 e Aazfl. A fluorescéncia emitida
pelo PI foi medida para 10 mil eventos (100%). As areas M1 e M2
representam as células que se encontram nas fases GO/G1l e G2/M,
respectivamente.

Figura 23. Peso seco das linhagens do parental e mutante Aazfl. Nao
houve diferenca estatistica no crescimento das duas linhagens, indicando
gue elas sdo comparaveis.
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Figura 24. Os genes cel7a, cel3a e cel7b sdo afetados por Azfl. As
linhagens parental e Aazfl foram cultivadas na presenca de celulose e
bagaco de cana durante 8, 12 e 24 horas e a expressao dso genes cel7a,
cel3a e cel7b foi avaliada por gqRT-PCR.

Figura 25. Genes celuloliticos e hemiceluloliticos estdo sob controle
de Azfl em T. reesei. A expresséo génica de 17 celulases, 4 xilanases e
da proteina solenina foi avaliada apds o cultivo de TU6_Atku70 e Aazfl
em presenca de celulose e bagaco de cana durante 8, 12 e 24 horas. O
software Mev 4.8.1 foi usado para a constru¢do do heat map. Os valores
de expressdo génica estdo em log,. Os asteriscos indicam que ha
diferenca estatistica entre parental e mutante em pelo menos um dos
tempos analisados; ***P < 0.001.

Figura 26. Azfl é um fator de transcricao de 506 aminoacidos. A) Os
quatro dedos de zinco presentes no Azfl estdo destacados em verde na
sequéncia. B) Motivo de ligacdo ao DNA predito para Azfl.

Figura 27. SDS-PAGE gel mostrando a expressdo do complexo (GST
fusionada a TrAzf1234-370) sob diferentes condi¢cdes. Os numeros 1, 2
e 3 correspondem a: (1) fracao soluvel em LB (controle); (2) fracdo soltvel
em TB e (3) fracdo insolavel em TB. A) Inducédo a 25 °C. B) Inducéo a 30
°C. A proteina de fuséo aparece a aproximadamente 40 kDa.

Figura 28. A proteina pura foi obtida apdés quatro etapas de
purificacdo. O gel SDS-PAGE mostra os principais resultados da
purificacdo de dedo de zinco de Azfl: o lisado total antes da purificacéo da
proteina (linha 2), o flowthrough da coluna GSH Sepharose 4FF (linha 3) e
o complexo dedo de zinco de Azf1-GST ap0ds a eluicdo com GSH (linha 4),
o produto da clivagem com TEV (linha 5), o flowthrough da coluna HiTrap
QFF (linha 6), a GST no flowthrough da coluna SP Sepharose (linha 7), a
fracdo eluida da coluna de SP Sepharose (linha 8) e a proteina pura apo6s
a cromatografia de exclusdo molecular (linha 9). FT: flowthrough.

Figura 29. Sensogramas mostrando a cinética da interacdo para as
sete concentracbes de Azfl e os DNAs dupla-fita. A) Flow cell de
referéncia (sem DNA). B) cel7a. C) swo. D) sitio de ligagédo de CBC.

Figure 30. Sensogramas correspondentes a cinética (esquerda) e
afinidade no estado estacionario (direita) do complexo Azfl-DNA
apoés a subtracdo da flow cell de referéncias. A) cel7a. B) swo. C) sitio
de ligagéao de CBC.

Figura 31. Sensogramas mostrando a cinética de interacao entre Azfl
(200 nM) e os DNAs dupla-fita ap6s a adicdo de PdIdC. Nesse ensaio,
diferentes concentragbes do competidor ndo especifico PdIdC foram
utilizadas: 5, 10, 15, 20 and 25 pg/mL. A) Flow cell de referéncia (sem
DNA). B) cel7a. C) swo. D) sitio de ligacao de CBC.

82

83

84

85

86

88

90

91



LISTA DE TABELAS
Tabela 1. Enzimas celuloliticas de T. reesei. Adaptacdo de Druzhinina e
Kubicek, 2017.

Tabela 2. Primers utilizados para amplificacdo dos genes identificados
na analise de bioinformatica através de qRT-PCR.

Tabela 3. Oligonucleotideos utilizados para amplificacdo da hph e
regides promotora e terminadora do gene Tr103275.

Tabela 4. Primers utilizados para verificacdo dos possiveis mutantes.

Tabela 5. Primers utilizados nos experimentos de gRT-PCR para
andlise da expressado dos genes holoceluloliticos.

Tabela 6. Oligonucleotideos utilizados na analise de SPR.
Tabela 7. Resumo dos célculos utilizados na imobilizacdo do DNA,

mostrando o peso molecular do ligante (Mw), Rmax, RL € 0 volume de
DNA injetado nas flow cells.

33

48

51

57

59

64

87



LISTA DE ABREVIATURAS

AA9 — do inglés, Auxiliary activity 9

AEBSF — do inglés, 4-(2-aminoethyl)benzenesulfonyl fluoride hydrochloride
ANP - Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis
Azfl — do inglés, Asparagine-rich Zinc Finger protein

BG - B-Glicosidase

CBC - do inglés, CCAAT-binding complex

CAZymes — do inglés, Carbohydrate active enzymes
CBH — Celobiohidrolase

CCR —do inglés, Carbon catabolite repression

ChiP-Seq - do inglés, Chromatin Immunoprecipitation Sequencing
CMC - Carboximetilcelulose

CMCase — Carboximetilcelulase

DMSO - Dimetilsulfoxido

DNA — Acido Desoxirribonucleico

cDNA — DNA complementar

DNS - &cido dinitrosalicilico

EDTA -do inglés, Ethylenediamine tetraacetic acid

EG - Endoglicanase

EMSA - do inglés, Electrophoretic Mobility Shift Assay
FPase — do inglés, Filter paper activity

FSC-H — do inglés, Forward scatter

FT - do inglés, Flowthrough

GH - Glicosil hidrolase

GO —do inglés, Gene ontology

GST - Glutationa S-transferase

Hph — do inglés, hygromycin B phosphotransferase

Pl - do inglés, Propidium iodide

JGI — do inglés, Joint Genome Institute

LB - Luria-Bertani

LPMO - do inglés, Lytic polysaccharide monooxygenases
Mw - do inglés, Molecular weight

MAMPs - do inglés, Microbe-associated molecular pattern


http://www.jgi.doe.gov/

MEV — do inglés, MultiExperiment Viewer

MEX — do inglés, Malt extract

ORF - do inglés, Open reading frame

PCR - do inglés, Polymerase chain reaction

gRT-PCR — PCR em Tempo Real

PDA - do inglés, Potato dextrose agar

PEG - Polietilenoglicol

RNA — Acido Ribonucleico

RNA-seq — Sequenciamento de RNA de nova geracéo
RU - do inglés, Resonance units

SDS - Dodecil sulfato de sodio

SOC - do inglés, Super optimal broth with catabolite repression
SPR —do inglés, Surface plasmon ressonance

SSC-H - do inglés, Side scatter

SWO - do inglés, Swollenin

TCEP - do inglés, Tris(2-carboxyethyl)phosphine

TE — Tris-EDTA

TEV - do inglés, Tobacco Etch Virus

ZF - do inglés, Zinc finger

YNB — do inglés, Yeast Nitrogen Base


http://en.wikipedia.org/wiki/Polymerase_chain_reaction

SUMARIO

) INTRODUCAO

I) LEVANTAMENTO TEORICO

II. 1) A biomassa lignoceluldsica

II. 1. 1) Celulose

II. 1. 2) Hemicelulose

II. 1. 3) Lignina

II. 2) O género Trichoderma

II. 3) O sistema celulolitico de T. reesei

Il. 4) Regulacéo transcricional dos genes de celulases

II. 5) O fator de transcricdo Azfl

[l) OBJETIVOS

IV) METODOLOGIA

IV. 1) Identificacdo de fatores de transcricdo de T. reesei potencialmente
associados a degradacao da biomassa através de andlises in silico

IV. 2) Avaliagdo da expressédo génica dos 14 fatores de transcricdo
identificados pela andlise in silico

IV. 2. 1) Manutencéo e crescimento do fungo

IV. 2. 2) PCR em tempo real (QRT-PCR) para avaliacdo da expresséo
génica dos 14 fatores de transcrigédo identificados

IV. 3) Atividades enzimaticas e dosagem de glicose do QM9414 em
bagaco de cana

IV. 3. 1) Atividade de CMCase

IV. 3. 2) Atividade de FPase

IV. 3. 3) Dosagem de glicose

IV. 4) Analise filogenética

IV. 5) Delecéo do fator de transcricdo Azfl de T. reesei

IV. 5. 1) Amplificacédo das regibes promotora, terminadora e hph

IV. 5. 2) Digestéo do vetor

V. 5. 3) Transformacao da levedura Saccharomyces cerevisae SC-9721

IV. 5. 3. 1) Preparo das células competentes

IV. 5. 3. 2) Transformacao da levedura

IV. 5. 4) Extragdo do DNA gendmico da levedura

IV. 5. 5) Amplificagdo do cassete de delegcao

IV. 5. 6) Transformagao da linhagem TU6_Atku70

IV. 5. 6. 1) Obtencao dos protoplastos

IV. 5. 6. 2) Transformacao do fungo

IV. 5. 7) Extracdo do DNA genémico

IV. 5. 8) Confirmacé&o da delecao de azfl na linhagem mutante

IV. 6) Avaliacdo do perfil de crescimento e esporulacdo da linhagem
Aazfl

IV. 7) Citometria de fluxo

IV. 8) Avaliagdo da expressdo de genes holoceluloliticos no mutante
Aazfl

23
27
27
28
29
29
30
32
37
40
44
46
46

46

46
47

48

48
49
49
49
49
50
51
52
52
53
53
54
54
54
55
56
56
57

58
58



IV. 8. 1) Crescimento das linhagens parental e mutante em celulose e
bagaco de cana

IV. 8. 2) gRT-PCR para avaliacao da expresséo dos genes celuloliticos
IV. 9) Predicdo do motivo de ligacdo de Azfl ao DNA através de analise
de bioinformética

IV. 10) Expresséo heterdloga do motivo dedo de zinco de Azfl

IV. 10. 1) Linhagens e plasmideos utilizados

IV. 10. 2) Transformacao de E. coli

IV. 10. 2. 1) Transformacéao de E. coli DH5a

IV. 10. 2. 2) Transformacéo de E. coli BL21 (DE3)

IV. 10. 3) Determinacéo dos parametros de expressao da proteina

IV. 10. 4) Expressao soluvel de TrAzf1234-370

IV. 10. 5) Purificacdo de Azfl

IV. 10. 5. 1) Preparagdo da amostra

IV. 10. 5. 2) Purificacdo do dedo de zinco de Azfl

IV. 11) Ressonéancia Plasménica de Superficie (SPR)

V) RESULTADOS

V. 1) lIdentificacdo dos fatores de transcricdo de S. cerevisiae e
respectivos homélogos em T. reesei possivelmente envolvidos na
desconstrucao da lignocelulose

V. 2) Atividades enzimaticas do QM9414: CMCase e FPase

V. 3) Dosagem de glicose do QM9414 em bagaco de cana

V. 4) Perfil de expressao génica dos fatores de transcricdo candidatos

V. 5) A expressdo do homologo de azfl de T. reesei é induzida pela
biomassa vegetal e reprimida por glicose

V. 6) Analise filogenética do fator de transcricdo Azfl

V. 7) O gene azfl foi deletado com sucesso T. reesei

V. 7. 1) A montagem do cassete de delecdo pela levedura S. cerevisiae
V. 7. 2) Verificacdo dos possiveis mutantes obtidos

V. 8) O fator de transcrigdo Azfl afeta o crescimento e esporulagdo em T.
reesei

V. 9) Azfl néo esta envolvido no controle do ciclo celular em T. reesei

V. 10) Azfl é um regulador positivo da expressao de genes de celulases
V. 11) O motivo de ligacdo ao DNA de Azfl foi predito através de andlises
de bioinformatica

V. 12) O motivo dedo de zinco de Azfl recombinante foi produzido por
expressao heterdloga em E. coli

V. 12. 1) Azfl é expresso em E. coli na fragédo soluvel

V. 12. 2) A proteina pura foi obtida apos quatro etapas de purificagédo

V. 13) Investigacdo do motivo de ligagéo de Azfl por SPR

V. 13. 1) Interagdo da proteina com o DNA dupla-fita

V. 13. 2) Analise de cinética e afinidade

V. 13. 3) Lidando com a ligacdo nao especifica

VI) DISCUSSAO

VI) CONCLUSAO

VIIl) REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

58

58
60

60
60
61
61
62
62
62
63
63
63
64
67
67

68
69
70
71

72
73
73
74
76

80
80
83

84

84
85
86
86
89
90
94
101
103



IX) ANEXOS 114
IX. 1) ANEXO 1: Producgé&o durante o doutorado 114



Introducao



Amanda C. C. Antoniéto — TESE (2018) Introducéo

1) INTRODUCAO

Os combustiveis fésseis tais como o petroleo, o gas natural e o carvao sao os
responsaveis pela maior parte da energia mundial produzida atualmente. Esses
combustiveis sdo originados por meio de processos naturais que ocorrem ao longo
de milhares de anos, como a decomposicdo de animais e vegetais que Ss&o
depositados em camadas profundas da crosta terrestre ou do fundo do mar. Essas
fontes de energia ndo sao renovaveis, ou seja, se encontram em quantidades
limitadas na natureza e podem ter suas reservas esgotadas ao longo de sua
utilizacao (Bhattarai et al., 2011). Entretanto, os impactos negativos causados pelo
uso dos combustiveis fosseis vao muito além da possivel extingdo desse recurso na
natureza: o meio ambiente sofre diretamente com o uso indiscriminado dessa fonte
de energia e as consequéncias tém sido drasticas. A producdo e o uso desses
combustiveis resultam no aumento da emissdo de gases que provocam o efeito
estufa, intensificando o aquecimento global e provocando mudancas significativas no
clima do planeta. Ao mesmo tempo, derramamentos de 6leo e a geracdo de
residuos téxicos séo recorrentes e também contribuem para a busca de solucbes
energéticas alternativas (Head e Gray, 2016). Diante desse quadro, o0s
biocombustiveis tém sido alvo de atencao crescente nos ultimos anos.

No Brasil, o principal biocombustivel consumido € o etanol com uma producao
de quase 30 milhdes de metros cubicos somente no ano de 2016, de acordo com a
Agéncia Nacional do Petrdleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP) (2016). O
investimento em tecnologias para alavancar a producdo de etanol teve inicio na
década de 1970 quando o pais passou pela crise mundial do petréleo, fato que
motivou a criagdo de programas de estimulo a producdo desse biocombustivel,
como o Prodlcool. Desde entéo, o Brasil tornou-se um importante produtor do etanol
de primeira geracao (Cruz et al., 2012). Este, por sua vez, pode ser produzido a
partir de diversas plantas cultivadas como trigo, beterraba, milho e mandioca, sendo
gue o rendimento mais vantajoso é oriundo da fermentagdo do caldo extraido da
cana-de-acgucar (Raizen, 2018).

O uso do etanol como combustivel & cercado de inUmeras vantagens. Além
de diminuir a dependéncia externa do petroleo, ele € considerado um combustivel
limpo e sustentavel, uma vez que a sua producdo e queima reduzem
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significativamente a emissdo de gas carbdnico e, consequentemente, contribuem
para a minimizacao do efeito estufa. Contudo, um impasse que vem sendo debatido
mundialmente é o fato de que o terreno utilizado para produzir a matéria-prima do
etanol € o mesmo empregado no plantio de alimentos. Desse modo, tem-se
investido cada vez mais em novas tecnologias que aperfeicoem a producdo deste
biocombustivel sem que haja competicdo com as terras destinadas a producao
alimenticia (Pacheco, 2011; Paulova et al., 2015). Nesse sentido, o desenvolvimento
do etanol de segunda geracao (2G), ou bioetanol, tem recebido atencéo crescente
de ambientalistas e economistas.

O bioetanol € um biocombustivel produzido a partir da biomassa
lignocelulésica. A sua producdo envolve o aproveitamento total do acucar da planta
e ndo apenas do caldo. Residuos agricolas e florestais que sao normalmente
descartados podem ser utilizados como matérias-primas para obtencéo de bioetanol,
como é o caso do bagaco e palha de cana-de-acucar, espigas de milho, farelo e
casca de arroz, casca de coco, residuos urbanos dentre outros (Menezes e Barreto,
2015). No entanto, a disponibilizacdo de agucares para producédo do bioetanol sé é
possivel através de processos quimicos ou enzimaticos, 0 que torna O processo
mais dispendioso que a producao do etanol de primeira geragdo (Gusakov, 2011).

A utlizagdo de enzimas na hidrélise da biomassa tem sido fortemente
investigada uma vez que elas oferecem diversos beneficios quando comparadas a
hidrélise acida. Dentre eles, inclui-se uma maior conversdo da holocelulose em
acucares fermentesciveis, a formacado reduzida de subprodutos que podem trazer
prejuizos na etapa de fermentagdo e uma potencial reducdo de custos a
médio/longo prazo (Leu e Zhu, 2012). Todavia, o alto custo dessas enzimas é hoje
um dos maiores desafios na producdo do bioetanol, incentivando assim a busca por
fontes mais acessiveis das mesmas. Neste ponto, 0S microrganismos
lignoceluloliticos entram como agentes importantes de transformacdo de biomassa
em insumos energeéticos (Saini et al., 2014).

O fungo filamentoso Trichoderma reesei esta entre as linhagens microbianas
mais bem estudadas em relacdo a degradacdo da celulose e por isso é considerado
um organismo modelo para tais estudos (Sarkar et al., 2012). Esse fungo produz, em
grandes quantidades, um conjunto completo de celulases extracelulares que atuam

na degradacéo do polimero de celulose (Gupta et al., 2016). Recentemente, muitos
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esforcos tém sido feitos a respeito da modificacdo genética desse microrganismo
com o objetivo de otimizar a producdo e secrecdo das enzimas celuloliticas. Tais
modificacdes consistem na remocdo de caracteristicas genéticas ndo desejaveis e
incorporacdo de caracteristicas que permitam reducdo do numero de etapas do
processo de conversdao, reducdo de custos, aumento do rendimento e
consequentemente aumento da competitividade do bioetanol (Barros e Jardine,
2017). Nesta perspectiva, o sequenciamento do genoma de T. reesei por Martinez e
colaboradores, em 2008 (Martinez et al.,, 2008), abriu portas para uma melhor
compreensao dos mecanismos moleculares envolvidos na sintese e regulacdo das
enzimas celuloliticas.

O sinergismo existente entre as celulases para degradar o polimero de
celulose € um processo complexo que exige o recrutamento de inUmeras proteinas
com funcdes regulatérias. Muitas delas sédo, entretanto, fatores de transcricdo ainda
nao estudados ou cuja funcdo nado foi completamente descrita (Antonieto et al.,
2014; Campos Antoniéto et al., 2016; dos Santos Castro et al., 2016; dos Santos
Castro et al., 2014; Hakkinen et al., 2014). Nesse contexto, a identificacdo e
caracterizacdo de novos reguladores do processo de desconstrucdo da biomassa
sdo de grande importancia, considerando que a manipulacdo genética de tais genes
pode originar linhagens mais potentes em relacdo a producdo de celulases e,
consequentemente, aprimorar a producdo do etanol de segunda geracdo. Nesse
trabalho, nos identificamos e caracterizamos um novo fator de transcricdo, homologo
ao Azfl de Saccharomyces cerevisiae, envolvido na regulacdo do processo de
degradacdo da biomassa em T. reesei. Essa proteina pode, em condi¢cdes
especificas, regular positivamente a expressdo de genes que atuam na hidrélise
celulose. Os resultados aqui obtidos contribuem para um melhor entendimento dos
mecanismos de regulacdo da expressdo génica em T. reesei, intensificando a

aplicacao desse fungo na industria biotecnoldgica.
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Il) LEVANTAMENTO TEORICO

Il. 1) A biomassa lignocelul6sica

A lignocelulose é o principal componente estrutural das plantas e 0 composto
organico mais abundante da biosfera, participando de aproximadamente 50% da
biomassa terrestre (Pereira et al., 2008). Sua composicdo precisa é altamente
complexa e varia de acordo com a espécie vegetal, tipo de tecido, estacdo do ano e
localizacdo geografica (Benocci et al., 2017). O termo biomassa lignocelulésica esta
relacionado estd relacionado a parede celular da planta, que € composta por
estruturas organizadas e fibrosas. Consiste em trés componentes principais: a
celulose, hemicelulose e lignina, que representam, respectivamente, cerca de 40 a
50%, 15 a 25% e 20 a 25% do peso seco da planta, sendo que os 5 a 10% restantes
sdo representados por outros componentes (Lange, 2007; Zeng et al.,, 2017). A

estrutura da lignocelulose pode ser observada na Figura 1.

Parede celular
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Figura 1. Estrutura da lignocelulose. O principal componente da lignocelulose € a celulose, um
polissacarideo formado por unidades repetidas de glicose unidas através de ligacdes B(1,4). A
hemicelulose, segundo componente mais abundante da lignocelulose, é composta por agucares de 5
e 6 carbonos como arabinose, galactose, glicose, manose e xilose. A lignina é constituida de trés
componentes fendlicos principais denominados alcool p-cumarilico, &lcool coniferilico e alcool
sinapilico. Juntas, essas trés estruturas formam as microfibrilas, que estdo organizadas em
macrofibrilas que garantem a estabilidade estrutural da parede celular vegetal (Adaptacdo de
Genome Management Information System, 2005).
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Celulose e hemicelulose, conjuntamente denominadas holocelulose, sao
polissacarideos que estdo associados a uma estrutura macromolecular que contém
substancias aromaticas, a lignina, que tem como funcdo aumentar a resisténcia da
estrutura da parede celular da planta a atagues quimicos e enziméticos (Pereira et
al., 2008).

lI. 1. 1) Celulose

A celulose é o polissacarideo mais abundante da natureza encontrado na
parede celular das células vegetais, particularmente em troncos, galhos em todas as
partes lenhosas da planta. Todo ano, aproximadamente 10" toneladas de celulose
séo sintetizadas e degradadas no planeta (Berg et al., 2014; Nelson e Cox, 2014).

Estruturalmente, € um polimero fibroso, resistente e insolivel em agua. A
rigidez conferida a celulose se da pelo fato de que sua composicdo quimica é
composta por cadeias lineares de D-glicose unidas por ligacdes glicosidicas do tipo
B(1,4), sendo o dissacarideo celobiose a menor unidade de repeticdo da celulose
que pode ser convertida em residuos de glicose (Nelson e Cox, 2014). O
homopolissacarideo formado é linear e ndo ramificado. As microfibrilas de celulose
sdo compostas por cerca de 30 a 36 cadeias de glicose agregadas lateralmente por
meio de ligacBes de hidrogénio, interacdes hidrofébicas e forcas de van der Waals.
O tamanho exato dessas microfibrilas é desconhecido, mas observou-se que
cadeias contendo até 14000 unidades de glicose podem alcangcar um comprimento
de cerca de 7 um (Arantes e Saddler, 2010; Jarvis, 2017; Somerville et al., 2004).

Estudos baseados em diferentes métodos fisicos e quimicos mostram que as
microfibrilas ndo sdo completamente cristalinas, apresentando, na verdade, duas
regides distintas. A primeira delas consiste em moléculas de celulose altamente
ordenadas, e por isso € chamada de regido cristalina. A outra parte, chamada de
regido amorfa ou paracristalina, € constituida por moléculas de celulose menos
ordenadas. As regides amorfas sdo mais suscetiveis a hidrélise devido a sua maior
area superficial e facilidade de penetragcdo das moléculas de agua no interior das
fibras. Juntas, essas duas regides formam uma estrutura altamente aderente que
confere as fibras de celulose um carater hidrofébico e uma forca excepcional (Berg

et al., 2014; Hon, 1994).
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II. 1. 2) Hemicelulose

A hemicelulose constitui aproximadamente um terco da parede celular das
plantas e, diferente da celulose, esta classe de polissacarideos apresenta um
significativo grau de ramificacdo que os tornam amorfos e principalmente sollveis
agua. A estrutura do esqueleto principal da hemicelulose é composta por um tipo
especifico de residuo tal como a D-xilose, L-arabinose, D-glicose, D-manose, D-
galactose, acido glucurdnico e acido manurénico. Esses monossacarideos estao
unidos através de ligagbes do tipo B(1,4) e a partir do esqueleto principal, surgem
ramificacOes laterais de cadeias curtas de outros compostos (Farinas, 2011). Devido
a sua heterogeneidade e complexidade, as hemiceluloses sédo frequentemente
tratadas como uma entidade Unica (Sorieul et al., 2016).

As hemiceluloses sdo geralmente classificadas de acordo com o residuo de
acucar principal do esqueleto como, por exemplo, xilanas, glucanas e mananas. De
acordo com a espécie da planta, tipo de tecido e estagio de desenvolvimento, varias
subclasses de hemiceluloses podem ser encontradas, incluindo glucuronoxilanas,
xiloglucanas, arabinoxilanas, glicomananas, mananas lineares galactomananas,
galactoglicomananas e B-glucanas (Ogeda e Petri, 2010). Na parede primaria de
dicotiledbneas e monocotiledéneas ndo gramineas, a xilana é a hemicelulose mais
abundante, podendo representar até 20% do peso seco da parede celular (Sandgren
et al., 2005). As cadeias individuais das xilanas s&o mais curtas que as da celulose e
seu esqueleto principal € composto por unidades de D-xilopiranoses (xilose) unidas
por ligacdes B(1,4). Além da xilose, a xilana pode conter arabinose, acido glicurénico
ou seu éter 4-O-metilico, e os acidos acético, feralico e p-coumarilico (Naidu et al.,
2018; Saha, 2003) A estrutura diversificada da hemicelulose permite que esses
polissacarideos interajam entre si e com as microfibrilas de celulose através de
ligacdes de hidrogénio. Além disso, h& evidéncias de que a hemicelulose possa ser
ligada covalentemente a lignina e a outors polissacarideos como a pectica (Pauly et
al., 2013).

[I. 1. 3) Lignina
A lignina é o polimero aroméatico mais abundante na natureza. E encontrado
na maioria das plantas terrestres e seu depdsito na parede celular ocorre durante o

crescimento da parede secundaria da planta (Sandgren et al., 2005). A lignina
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compde aproximadamente 15 a 40% de peso seco da biomassa e tem como
funacdo proporcionar a integridade estrutural da parede celular (Ragauskas et al.,
2014). Outro importante papel da lignina nas plantas inclui a defesa contra estresses
bidticos e abidticos, especialmente agentes patogénicos e insetos, além de conferir
estabilidade aos vasos do xilema para o transporte eficiente de agua (Frei, 2013).

A estrutura complexa da lignina se forma através da polimerizacdo de trés
mondmeros fendlicos cuja abundancia relativa é variavel entre as espécies vegetais:
alcool p-coumarilico, alcool coniferilico e alcool sinapilico (Pereira et al., 2008).
Devido a sua natureza aromatica e a rede de polimeros altamente ramificada, a
lignina é bastante inerte a degradacdo (de Gonzalo et al., 2016; M. Abdel-Hamid et
al., 2013).

Um dos fatores que elevam o custo da producéo do etanol lignicelulésico € a
dificuldade de liberacdo dos monossacarideos durante a acdo das celulases e
hemicelulases na parede celular e isso ocorre devido ao atrelamento da lignina a
holocelulose, tornando-a resistente a hidrolise enzimatica. A fim de facilitar esse
processo, diversos pré-tratamentos mecanicos, térmicos e quimicos tem sido
desenvolvidos para romper a estrutura da parede vegetal, tornando o material
lignocelulésico mais acessivel a acdo das enzimas holoceluloliticas (Vanholme et al.,
2012).

Il. 2) O género Trichoderma

Trichoderma spp. compreende fungos filamentosos presentes com maior
frequéncia em regibes de clima temperado e tropical (Machado et al., 2012).
Apresentam um crescimento rapido, conidios esverdeados e hifas ramificadas
(Schuster e Schmoll, 2010). Diferentes substratos servem como habitats para o
desenvolvimento desses fungos como o solo, madeira em decomposicao,
cogumelos comestiveis e até mesmo plantas, para algumas espécies endofiticas
(Montoya et al., 2016). Mesmo em condi¢des diversas, eles sdo capazes de se
adaptar ao ambiente por meio de regulacdo do crescimento, conidacao e producéo
de enzimas e, portanto, sdo alvos interessantes a serem explorados (Schuster e
Schmoll, 2010).

O género Trichoderma é um dos mais estudados entre os fungos filamentosos

devido ao seu grande potencial de aplicacdo do ponto de vista industrial e
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biotecnolégico (Samuels, 1996). Dentre as espécies pertencentes ao género
Trichoderma, T. reesei é considerado o principal produtor de enzimas envolvidas na
degradacéo da biomassa vegetal, enquanto T. virens e T. atroviride sdo agentes de
controle biologico contra fitopatdgenos. Esses dois Ultimos destacam-se como uma
alternativa aos pesticidas sintéticos que podem ser prejudiciais a saude humana e
ao meio ambiente (Druzhinina e Kubicek, 2005; Schmoll et al., 2016). O interesse
econdmico em Trichoderma spp. levou ao isolamento desses fungos de fontes
inesperadas tais como baratas, mexilhdes e mariscos (Schuster e Schmoll, 2010).
Além das espécies ja citadas, T. longibrachiatum também se tornou conhecida por
ser um patdgeno oportunista de mamiferos, incluindo seres humanos
imunocomprometidos (Druzhinina e Kubicek, 2005).

A espécie T. reesei possui 0 menor genoma dentro do género Trichoderma.
Interessantemente, apesar de sua alta eficiéncia na degradacdo da parede celular
vegetal, o genoma de T. reesei conttm o menor numero de celulases entre os
ascomicetos mais comumente estudados (Schmoll et al., 2016). A Figura 2 traz uma
comparacao entre o genoma de T. reesei com 0 de outras espécies bem estudadas
guanto a degradacdo da biomassa (Neurospora crassa, Aspergillus niger,

Aspergillus nidulans e Penicillium chrysogenum), e a levedura S. cerevisiae.

A B C D
“ Repeticoes & Compartilhado por todos W Fatores de transcricdo
% Compartilhado por 2-5 espécies ® Transportadores
Sordariomycetes ‘ Unicas CAZymes
T. reesei
N. crassa
P. chrysogenum
A. nidulans
1
A. niger I
Eurotiomycetes
Saccharomycetes
S. cerevisioe I
4 )X 1
Tamanho do genoma (Mb) Genes Proteinas

Figura 2. Comparacdo entre as principais caracteristicas do genoma de T. reesei com as
outras quatro espécies mais bem estudadas quanto a degradacdo de biomassa e S. cerevisiae.
A) Andlise filogenética entre as seis espécies analisadas. B) Tamanho do genoma. C) Conteldo
génico. D) Proporcéo de fatores de transcricao, transportadores e CAZymes (Adaptacao de Gupta et
al., 2016).
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Observa-se que essas espécies possuem uma similaridade em relacdo ao
tamanho do genoma (com excecao de N. crassa, cujo genoma é maior (>40 Mb)). A
maioria das proteinas produzidas € compartilhada por pelo menos duas dessas
espécies, sendo que T. reesei é a que possui menor niumero de proteinas unicas.
Além disso, essas espécies aparentam ter a mesma proporcdo de fatores de
transcricdo, transportadores e CAZymes (Carbohydrate Active Enzymes),
independente do tamanho do proteoma (Gupta et al., 2016).

T. reesei foi identificado pela primeira vez durante a Segunda Guerra Mundial,
devido a deterioracdo de tecidos de algodao pertencentes ao exército dos Estados
Unidos nas llhas Salomé&o, onde foi isolado (Peterson e Nevalainen, 2012; Seiboth et
al.,, 2011). Tempos depois, verificou-se que o fungo assexuado T. reesei era
indistinguivel da espécie sexuada Hypocrea jecorina, indicando que eles pertencem
a mesma espécie. Assim, inicialmente classificados como géneros diferentes, T.
reesei e H. jecorina sdo manifestacdes de um mesmo organismo. De acordo com
uma decisao tomada no Congresso Internacional do Botanica em julho de 2011, que
entrou em vigor em 1 de janeiro de 2013, agora exige-se o uso de um anico nome,
no caso Trichoderma, baseado na predominancia em publicacbes e voto da
comunidade cientifica (Schmoll et al., 2016; Seiboth et al., 2011).

Dentro do género Trichoderma, as pesquisas em torno das enzimas
holoceluloliticas aplicaveis na producdo de bioetanol tém sido direcionadas
principalmente ao T. reesei. Essa espécie é ainda utilizada em outros ramos da
industria incluindo papel e celulose, tratamentos téxteis e processamento de

alimentos para animais (Aro et al., 2001).

Il. 3) O sistema celulolitico de T. reesei

O fungo T. reesei produz um conjunto de enzimas que atuam de modo
sinérgico para hidrolisar a celulose cristalina a oligossacarideos menores e,
finalmente, a glicose (llmen et al.,, 1997). De acordo com as suas estruturas, as
enzimas do complexo celulolitico sdo agrupadas entre varias familias de glicosil
hidrolases (GHs) que estdo depositadas no banco de dados das CAZymes
(Hakkinen et al., 2012). Em relacdo ao local em que atuam, € possivel classificar
essas enzimas em pelo menos trés grandes grupos: as endoglicanases (EG), que

clivam as ligac@es internas da fibra de celulose; as exoglicanases (CBH), que atuam
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na regido externa da celulose; e as B-glicosidases (BG), que hidrolisam celobiose e
outros oligossacarideos soluveis em moléculas de glicose (Esterbauer et al., 1991).
A Tabela 1 tras a relacdo completa das celulases produzidas por T. reesei com suas

respectivas classificagoes.

Tabela 1. Enzimas celuloliticas de T. reesei. Adaptacdo de Druzhinina e Kubicek,
2017.

Enzima Familia Nomecla;ura Nomeclgtura Identificaga?lob
atual anterior

Celobiohidrolases GH6 Cel6a CBHIl Trire2:72567
GH7 Cel7a CBHI Trire2:123989

Endoglicanases  GH5 Cel5a EGII Trire2:120312
GH5 NN Trire2:53731
GH5 NN Trire2:82616
GH7 Cel7b EGI Trire2:122081
GH12 Cell2a EGIII Trire2:123232
GH12 NN Trire2:77284
GH45 Cel45a EGV Trire2:49976

B-glicosidases GH3 Cel3a BGI Trire2:76672
GH3 Cel3b Trire2:121735
GH3 Cel3c Trire2:82227
GH3 Cel3e Trire2:76227
GH3 Cel3f Trire2:104797
GH3 Cel3h Trire2:108671
GH3 Cel3j Trire2:66832

®NN, nome especifico ainda néo definido.
De acordo com o] banco de dados do genoma de T. reesei
(http://genome.jgi.doe.qov/Trire2/Trire2.home.html).

As celulases produzidas por T. reesei pertencem a cinco familias de GHs: as
endo-B-1,4-D-glicanases sao encontradas nas familias GH5, GH7, GH12 e GH45 e
GH3, as exoglicanases nas familias GH6 e GH7 e as B-glicosidases na familia 3.
GH7 é a unica familia que contém tanto CBHs (CBH1/Cel7a) quanto endo-B-1,4-D-
glicanases (EGI/Cel7b) (Druzhinina e Kubicek, 2017). Cel7a é a enzima dominante
do complexo celulolitico, compreendendo cerca de 60% do total de proteinas
secretadas por T. reesei. Em seguida, aparecem a Celéa (20%) e as
endoglicanases, em sua maioria Cel7b (10%). Em menor quantidade, as (-
glicosidases representam apenas 1% das proteinas totais secretadas por essa

espécie (Brady et al., 2015; Strakowska et al., 2014).
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As endoglicanases (EC 3.2.1.4) clivam as ligacdes glicosidicas internas da
celulose de modo aleatorio, liberando oligossacarideos de varios comprimentos e,
consequentemente, novas cadeias finais. Endoglicanases flngicas possuem, em
sua maioria, pH 6timo entre 4,0 e 5,0 e temperatura 6tima na faixa de 50 e 70 °C, e
apresentam-se geralmente como mondémeros com pouca ou nenhuma glicosilacéo
(Dashtban et al., 2009; Kubicek et al., 2009). As principais endoglicanasas de T.
reesei sdo as EGI e EGIIIl. A endoglicanase lll (EGI/Cel7b) de T. reesei pertence a
familia de proteinas GH7. Tem um peso molecular de 54 kDa e um ponto isoelétrico
(P1) de 4,7. Contém em torno de 4% de carboidratos, dos quais 70% estéo ligados a
proteina por ligagcbes O-glicosidicas. A endoglicanase Il (EGIll/Cell2a) é
classificada como membro da familia GH12. Em T. reesei, a massa molecular desta
enzima € de 25 kDa, € composta por 234 aminoacidos e possui um Pl de 4,8
(Strakowska et al., 2014).

As exoglicanases ou celobiohidrolases (EC 3.2.1.91) hidrolisam
preferencialmente as ligagdes B-1,4-glicosidicas das extremidades da cadeia de
celulose, produzindo como produto principal a celobiose. As CBHs, assim como as
endoglicanases, sdo monémeros com pouca ou nenhuma glicosilacdo. Atuam em
uma faixa de pH 6timo que varia entre 4,0 e 5,0 e temperatura 6tima entre 37 e 60
°C. Em T. reesei foram identificadas duas diferentes celobiohidrolases. Uma delas,
denominada CBHII/Cel6a, atua a partir da extremidade n&o-redutora e a outra,
CBHI/Cel7a, na extremidade redutora da celulose, resultando em uma degradacgéao
celulolitica bastante eficiente (Dashtban et al., 2009; Pereira et al., 2008). A Cel7a de
T. reesei é uma glicoproteina com um peso molecular de 65 kDa, embora algumas
fontes afirmem que o peso molecular pode variar entre 59 a 68 kDa. Essa proteina
possui 496 aminoacidos, é composta por 10% de carboidratos e seu Pl € de 4,4. A
Cel6a tem um peso molecular entre 50-58 kDa e um Pl de 5,0, além de conter 8%
de carboidratos em sua estrutura (Strakowska et al., 2014). As exoglicanases
geralmente sofrem inibicdo pelo seu produto de hidrélise, a celobiose, que atua
como um inibidor competitivo, limitando a capacidade das enzimas em degradar
todas as moléculas de celulose de um sistema (Dashtban et al., 2009; Pereira et al.,
2008).

Por fim, as p-glicosidases (EC 3.2.1.21) hidrolisam celobiose e

oligossacarideos soluveis em glicose. Essas enzimas possuem um peso molecular
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entre 73—-150 kDa (Strakowska et al., 2014). As BGs ndo agem diretamente sobre a
cadeia de celulose. Elas desempenham um papel muito importante na regulacédo da
atividade de outros componentes do complexo celulolitico porque evitam o acumulo
de celobiose. Dessa forma, quando a atividade das B-glicosidades estd em baixa,
pode haver um acumulo desse dissacarideo, que € um inibidor da atividade das
celobiohidrolases e endoglicanases (Sipos et al., 2009). As B-glicosidases também
convertem o dissacarideo celobiose em soforose, através de um fenémeno
denominado transglicosilagéo (Elgogary et al., 1989; Saloheimo et al., 2002a).

Mais recentemente, foi descrito outro grupo de proteinas muito expresso em
fungos e relacionado ao processo de conversao da biomassa, as glicosil hidrolases
da familia 61 (GH61/AA9s), recém renomeadas LPMOs. A relacdo dessas enzimas
com a degradacao de celulose foi descrita recentemente e tem sido sugerido que
elas atuam diretamente sobre a celulose através de um mecanismo oxidativo,
tornando-a mais acessivel a acdo das celulases tradicionais (Quinlan et al., 2011).
Além das GH61, uma proteina conhecida como swollenin também participa da
desconstrucdo da parede celular vegetal. A sequéncia génica que codifica a
swollenin em fungos assemelha-se as expansinas vegetais, e ambas tem como
funcdo o rompimento das pontes de hidrogénio entre as microfibrilas de celulose
sem hidrolisa-las, aumentando a hidrélise da biomassa (Saloheimo et al., 2002b). O
mecanismo de atuacdo desse conjunto de enzimas pode ser observado na Figura 3.
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Figura 3. Modelo enzimético de degradacgao da celulose. Inicialmente, as endoglucanases (EG) e
celobiohidrolases (CBH) degradam a celulose em oligossacarideos mais simples, principalmente
celobiose. Em seguida, as B-glicosidases hidrolisam a celobiose, originando moléculas de glicose. A
enzima GH61 participa desse processo através da degradacgdo oxidativa da celulose. Em conjunto,
essas proteinas proporcionam a desconstrucdo da biomassa vegetal (Adaptacdo de Horn et al.,
2012).
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Isoladamente, as enzimas do complexo celulolitico ndo hidrolisam a celulose
de maneira eficiente. Sendo assim, € necessario que haja um sinergismo, ou seja,
uma acado em conjunto para que o rendimento das celulases quando atuam em
conjunto seja melhor do que a soma de seus rendimentos individuais (Pereira et al.,
2008). Séo conhecidas pelo menos trés formas de sinergia: sinergia endo-exo, em
gue as endoglicanases atuam nas regifes amorfas da celulose, liberando terminais
redutores e ndo redutores, que sofrem agdo das CBHs do tipo | e do tipo I,
respectivamente; sinergia exo-exo, em que as duas celobiohidrolases atuam
simultaneamente nos terminais redutores e nao redutores liberados pela acédo das
endoglicanases; e a sinergia exo-BG e endo-BG, em que as exoglicanases e
endoglicanases liberam celobiose e oligossacarideos, que servem como substratos
para as B-glicosidases (Lynd et al., 2002).

Sabe-se que a celulose sozinha é incapaz de desencadear o processo de
inducdo, uma vez que € um polissacarideo insolivel e ndo pode atravessar a
membrana celular. Dessa forma, T. reesei precisa “sentir” a presenga do
polissacarideo insoltuvel fora da célula para desencadear a maquinaria celulolitica.
Embora a identidade do verdadeiro "indutor" continue sendo especulativa, diversas
linhas de evidéncias foram apresentadas pela comunidade cientifica sugerindo que
os oligossacarideos soluveis liberados da celulose ou seus derivados podem ser as
moléculas que realmente desencadeiam a inducao as enzimas celuloliticas (Kubicek
et al., 1993a). Especificamente, a celobiose, principal dissacarideo resultante da
degradacéo da celulose, e a soforose, um derivado resultante da transglicosilacéo
da celobiose, mostram-se indutores da expressao génica e atividade celulolitica em
T. reesei (Kubicek et al., 1993b). Além disso, a presenca de um sistema de captacdo
de celobiose foi encontrada em T. reesei. Embora a identidade da celobiose
permease de T. reesei e seu papel na inducéo celuloitica ainda ndo estejam bem
elucidados, a dele¢cdo de um dos principais transportadores de agucar da Major
Facilitator Superfamily (MFS) em Neurospora crassa parece comprometer o
crescimento desse fungo em celobiose e celulose (Galazka et al., 2010), reforcando
0 papel da na regulacdo da expressao dos genes de celulases (Zhang et al., 2013).
Uma segunda hipotese ressalta que os conidios de T. reesei possuem atividade
celulolitica em sua superficie. Dessa forma, as enzimas localizadas na superficie

dos conidios sdo formadas independentemente das condi¢des nutricionais usadas
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para induzir a esporulacéo e sdo capazes de hidrolisar celulose cristalina (Kubicek et
al., 1988). A ultima linha de raciocinio baseia-se no fato de que, apés um periodo de
20 a 30 horas de cultivo em presenca de glicose, transcritos de celulases podem ser
detectados no meio. Esse fenbmeno sugere que um agucar indutor pode ser
derivado de carboidratos liberados pelo fungo durante condi¢ces de inanicdo (Ilmen
et al., 1997). Os trés modelos explicativos expostos acima ndo sao, entretanto,
essencialmente diferentes, apenas descrevem mecanismos operando em condi¢des
fisiologicas distintas, uma vez que todos levam a um caminho comum: a formacéo

de indutores da producéao de celulases (Kubicek et al., 2009).

Il. 4) Regulacao transcricional dos genes de celulases

Em T. reesei, a producdo de enzimas celuloliticas € regulada a nivel
transcricional de acordo com a fonte de carbono presente no meio. A sintese dessas
enzimas € iniciada somente quando o fungo precisa utilizar os polissacarideos
vegetais como fonte de energia (Shida et al., 2016). A regulacdo dos principais
genes de celulases ocorre de forma coordenada de acordo com a fonte de carbono
disponivel. A expressdo desses genes pode ser induzida por celulose e outras
substancias (por exemplo, soforose e lactose), enquanto a glicose atua como uma
fonte de carbono repressora. Embora a expressdo dos genes de celulases em
resposta a fonte de carbono tenha sido extensivamente estudada, os mecanismos
moleculares que regulam essa expressdo ainda sdo pouco compreendidos
(Furukawa et al., 2009; Nakari-Setala et al., 2009).

Diferentes estudos sobre a rede de regulacdo da expresséo de celulases em
T. reesei e em outros organismos vém permitindo a identificacdo de diversas
proteinas envolvidas nesse processo. Nove fatores de transcricdo foram
identificados, até o momento, como participantes do processo regulatorio da
expressdo de celulases no fungo T. reesei: os reguladores positivos XYR1, ACEII,
ACEIIl, LAE1, VELVET, BgIR e o complexo de HAP2/3/5, bem como 0s repressores
catabolicos ACEI e CRE1 (Gupta et al., 2016; Hakkinen et al., 2014; Portnoy et al.,
2011a).

XYR1 é considerado o principal ativador de expressdo dos genes de
celulases e hemicelulases, uma vez que a supressao desse fator elimina a indugao

de celulase por todos os outros indutores, prejudicando também a inducdo de genes
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de hemicelulases envolvidos na degradacao de xilanas e arabinanas. Esse fator de
transcricdo € um ortélogo do gene xInR de A. niger, o qual controla a transcricao de
mais de 20 genes que codificam celulases e hemicelulases (Furukawa et al., 2009;
Portnoy et al., 2011b). A dele¢céo do segundo regulador positivo, ACEIl, provoca uma
diminuicAo nos niveis de transcricdo da maioria das celulases e reduz
consideravelmente a atividade celulolitica quando o fungo € cultivado em meio
contendo celulose (Aro, 2001). Acredita-se que o complexo HAP2/3/5, terceiro
regulador positivo, promove a formagdo de uma estrutura aberta de cromatina,
necessaria para a ativacdo do processo de transcricdo (Zeilinger et al., 2003). O
fator de transcricdo ACEIl foi descoberto mais recentemente e sua delecéo
mostrou-se prejudicial a producdo de celulases e xilanases no fungo T. reesei
(Hakkinen et al., 2014). Adicionalmente, o fator de transcricdo BgIR atua como um
regulador positivo de genes especificos de B-glicosidases (Nitta et al., 2012). Por
fim, a delecdo do gene vell diminui completamente a expressao de genes de
celulases, xilanases e de xyrl na presenca de lactose. Da mesma forma, a delecao
do gene lael promove a repressao de genes de celulases, proteinas acessorias, -
glicosidases e xilanases. Interessantemente, estes estudos demonstraram que
ocorre uma acado combinada entre o complexo LAEL/VELVET para regulacdo do
fator de transcricdo XYR1 (Karimi Aghcheh et al., 2014; Seiboth et al., 2012).

Dentre os reguladores negativos da transcricdo dos genes das celulases, o
principal fator de transcricdo € o repressor catabolico CRE1, que reprime a
expressdo dos relacionados a degradacdo de celulose em presenca de glicose.
Além de CRE1, estudos tém demonstrado que ACEI reprime a expressdo dos
principais genes de celulases (cbhl, cbh2, egll e egl2) e xilanases (xynl e xyn2),
sob as condi¢Oes indutoras celulose e soforose (Aro et al., 2003; Furukawa et al.,
2009; Strauss et al., 1995). A Figura 4 mostra a atuacao dos fatores de transcricao

atuantes na regulacao da produgéo de celulases em T. reesei.
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Figura 4. Visdo global da regulacéo da expressao das celulases em T. reesei. A expressado dos
genes celuloliticos é controlada pelos fatores de transcri¢cdo principais: XYR1, ACE1, ACE2, ACE3,
CRE1l e o complexo HAP2/3/5. Além disso, a proteina LAE1l, uma metiltransferase putativa, e
VELVET mostraram-se importantes na expressédo dos genes de celulases. Sob condi¢es de glicose
elevada, T. reesei ndo induz a expressao de celulases e o fator de transcricdo CRE1 é o responsavel
por mediar o mecanismo de repressdo catabdlica de carbono. Além dos fatores de transcricdo ja
conhecidos, novas proteinas regulatérias ainda ndo caracterizadas podem participar da ativagdo ou
repressdo, direta ou indireta, dos principais fatores de transcricdo envolvidos com a expressédo das
celulases (Adaptacdo de Gupta et al., 2016).

Apesar dos inumeros estudos acerca dos fatores de transcricdo ja
identificados em T. reesei, diversas proteinas regulatorias envolvidas na regulagéo
do processo de desconstrucdo da biomassa lignocelulésica ainda possuem fungdes
desconhecidas. Em um trabalho publicado em 2014 (dos Santos Castro et al., 2014),
sete genes que codificam fatores de transcricdo tiveram sua expressao afetada
durante o crescimento em celulose. Da mesma forma, dezoito genes também foram
modulados em presenca de soforose e glicose, sendo que a maioria deles ainda néo
tem uma funcgdo descrita. De modo similar, foram identificados quatorze fatores de
transcricdo em T. reesei cujas expressdes foram alvo do mecanismo de represséo
catabdlica de carbono (CCR) mediado por CRE1 durante o cultivo em celulose e
glicose (Antoniéto et al., 2014) e oito em soforose (Antoniéto et al., 2016). A maioria

deles, entretanto, ndo possui funcdo conhecida, o que ressalta a importancia de se
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explorar ainda mais a respeito das proteinas regulatorias envolvidas na degradacao
da biomassa.

Uma das maneiras de se manipular a expressao génica das celulases é
através do uso da engenharia genética sobre os principais fatores de transcrigcdo
envolvidos na regulacdo da expressdo dessas enzimas. Varios trabalhos retratam
estratégias para manipulacédo desses reguladores de modo que se possa melhorar a
producdo das celulases ou fazer com que os genes celuloliticos sejam expressos
constitutivamente (Druzhinina e Kubicek, 2017; Lv et al., 2015; Mello-de-Sousa et al.,
2016; Seiboth et al., 2012; Zou et al., 2012). Dentre essas estratégias encontra-se a
delecdo ou o truncamento de determinados fatores de transcricdo que podem
reprimir a expressao das celulases, como o crel e o acel (Aro et al., 2003; Nakari-
Setala et al., 2009), ou a superexpressao de outros, como o xyrl, ace3, lael e vell
(da Silva Delabona et al., 2017; Hakkinen et al., 2014; Karimi Aghcheh et al., 2014;
Seiboth et al., 2012), tornando o nivel de expressao dessas enzimas mais elevado.

Além das estratégias ja citadas, a manipulagcéo genética dos sitios de ligacao
desses fatores de transcricio no DNA é também uma alternativa utilizada para
aumentar a expressao dos genes celuloliticos. Estudos mostram que a substituicdo
dos sitios de ligacdo de CREL por sitios de ACEIl e do complexo HAP2/3/5 na
regido promotora de cbhl é estratégia altamente eficiente para melhorar a forca
desse promotor (Zou et al., 2012). De modo similar, a delecao de sitios de ligacdo
para CREL e a insercdo de mdultiplas cépias de sitios para reguladores positivos no
promotor de cbhl ndo apenas eliminam o efeito de repressdo da expressao de
celulases em presenca de glicose, como também aumentam a atividade desse
promotor e os niveis de producgdo de proteinas heterélogas em T. reesei (Liu et al.,
2008). Tais relatos ressaltam a importancia de se conhecer os fatores de transcrigcéo
envolvidos na regulacédo da degradacdo da biomassa e os mecanismos através dos
guais esses reguladores interagem com o0s elementos de regulacdo presentes nas

regidoes promotoras dos genes envolvidos nesse processo.

II. 5) O fator de transcricao Azfl
Diante dos vérios fatores de transcricio com funcdes desconhecidas
possivelmente envolvidos na degradacdo da celulose, nosso grupo de pesquisa

realizou uma analise de bioinformatica utilizando dados de RNA-seq (Antoniéto et
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al., 2014; Antoniéto et al., 2016; dos Santos Castro et al., 2016; dos Santos Castro et
al., 2014) e chegou a um fator de transcricdo de T. reesei, homélogo a proteina
regulatoria Azfl de S. cerevisiae, que posteriormente mostrou ter um importante
papel do mecanismo de regulagédo das enzimas celuloliticas.

Em S. cerevisiae, Azfl é uma proteina do tipo dedo de zinco, do inglés zinc
finger (ZF), rica em asparagina que deu origem ao nome Azfl, do inglés Asparagine-
rich Zinc Finger protein. Azfl foi inicialmente identificado como uma proteina
supressora de uma mutacdo no gene da RNA polimerase mitocondrial RPO41 e o
reconhecimento como sendo um fator de transcricdo veio posteriormente, com base
em seu dominio dedo de zinco e localizacédo nuclear (Brohl et al., 1994; Stein et al.,
1998).

Em 2002, Newcomb e colaboradores demonstraram que, em presenca de
glicose, Azfl pode estar envolvido em mecanismo de crescimento e regulacdo do
ciclo celular em S. cerevisiae (Newcomb et al., 2002). Nesse trabalho, foi
demonstrado que Azfl interage com a regido promotora do gene que codifica a
proteina CLN3, uma G1 ciclina, cuja expressdo estd diretamente relacionada a
duracdo da fase G1 do ciclo celular: um aumento da expressdo de CLN3 encurta
G1, enquanto a diminuicdo de CLN3 prolonga G1. Sendo assim, a proteina Azfl
atua como um ativador transcricional dependente de glicose e a sua delecdo
acarreta em uma reducao da inducédo de CLN3 em presenca de glicose.

Outro estudo publicado por Slattery e colaboradores, em 2006, mostrou que
as propriedades atribuidas ao fator de transcricdo Azfl e S. cerevisiae estdo
diretamente relacionadas as fontes de carbono disponiveis no meio de crescimento
(Slattery et al.,, 2006). Assim sendo, foi observado através de estudos de
microarranjo que, em glicose, Azfl ativa principalmente genes relacionados ao
metabolismo de carbono e metabolismo energético e em glicerol-lactato, os
principais genes ativados por Azfl estdo envolvidos na manutencdo da parede
celular.

Em T. reesei, Azfl é classificado como um fator de transcricdo do tipo dedo
de zinco. As proteinas de ligagdo ao zinco formam uma das maiores familias de
reguladores transcricionais em eucariotos, exibindo estruturas secundarias variadas
e uma enorme diversidade funcional. S&o agrupadas juntas por possuirem pelo

menos um motivo comum: o dedo de zinco (MacPherson et al., 2006).
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O fator de transcricdo Azfl de T. reesei pertence a classe Cys;His; (C;H,) dos
ZFs. Um tipico ZF C,H, € um pequeno motivo proteico que apresenta dois residuos
de histidina e dois de cisteina que se ligam ao ion zinco. Esses dominios proteicos
contém aproximadamente 30 residuos de aminoacidos e formam estruturas
secundarias com duas folhas-beta antiparalelas e uma alfa-hélice (Figura 5). Cada
ZF reconhece uma sequéncia de trés ou quatro nucleotideos (luchi, 2001; Razin et
al., 2012).

Dedo de zinco

B

J
l

Figura 5. Estrutura de um motivo dedo de zinco do tipo C,H,. A) Esse motivo é caracterizado por
formar estruturas secundarias com duas folhas-beta antiparalelas e uma alfa-hélice. O ion zinco
participa da estabilizacdo da estrutura desse motivo (Adaptacdo de Razin et al., 2012). B) Predigcéo
da estrutura do Azfl de T. reesei.

/
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Em geral, o ion zinco estabiliza o dominio proteico e contribui para a
manutencao correta da estrutura e fungédo da proteina. A maioria dos ZFs se liga ao
DNA (podendo também interagir com RNA e outras proteinas) e, assim, eles
desempenham um papel importante nos processos de regulacdo da transcricao

génica (MacPherson et al., 2006).
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l11) OBJETIVOS

O objetivo geral desse trabalho é contribuir para o entendimento dos
mecanismos moleculares envolvidos no processo de desconstrucdo da biomassa
em T. reesei através da identificacdo de novos fatores de transcricdo associados a

esse processo. Dentre os objetivos especificos, pode-se citar:

e I|dentificacdo de fatores de transcricdo de T. reesei potencialmente
associados ao mecanismo de degradacao da biomassa através de analises in
silico de dados obtidos através de sequenciamento de RNA de nova geracéo
(RNA-seq).

e Analise do perfil de expressdo génica dos principais fatores de transcricdo
identificados in silico através de PCR em tempo real, ap0s o crescimento de
T. reesei em bagaco de cana e glicose.

e Delecdo do gene de T. reesei Tr103275, homologo do fator de transcricdo
Azfl de S. cerevisiae, que se mostrou potencialmente envolvido na
degradacéo da biomassa.

e Caracterizacao fenotipica e determinacédo do perfil de expressao dos genes
celuloliticos no mutante Aazfl.

e Obtencdo do motivo dedo de zinco de Azfl recombinante através de
expressao heteréloga em Escherichia coli.

e Analise da interacdo entre o fator de transcricdo Azfl e o motivo de ligacdo no
DNA através da tecnologia de Ressonéancia Plasménica de Superficie.
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IV) METODOLOGIA

IV. 1) ldentificacdo de fatores de transcricdo de T. reesei potencialmente
associados a degradacdo da biomassa através de analises in silico

Dados de RNA-seq produzidos no laboratério do Dr. Roberto do Nascimento
Silva (FMRP-USP) foram utilizados para acessar o comportamento de expressao
génica do fungo T. reesei durante o crescimento em diferentes fontes de carbono
(celulose, soforose e glicose). Os experimentos foram realizados na linhagem
selvagem QM9414 e em mutantes para os genes xyrl e crel (Antonieto et al., 2014;
Campos Antoniéto et al., 2016; dos Santos Castro et al., 2016; dos Santos Castro et
al., 2014). Para a identificagéo de motivos de DNA potencialmente relacionados com
a regulacdo desses genes, as regides promotoras dos genes de interesse,
representadas por sequencias de 1,5 kb de DNA a jusante do cddon de inicio dos

mesmos, foram extraidas do genoma completo disponivel no JGI homepage

(http://genome.jgi-psf.org/Trire2/Trire2.home.html). As regibes promotoras foram
analisadas com o auxilio do programa MEME e os motivos de DNA identificados
foram analisados utilizando a ferramenta TOMTOM (Bailey et al., 2006). Os motivos
obtidos foram comparados com aqueles depositados nas bases de dados de
leveduras. Uma vez identificados elementos com semelhanca aqueles previamente
caracterizados em leveduras, os fatores transcricionais associados a estes foram
utilizados para realizar a busca de genes homoélogos em T. reesei através da
ferramenta BLAST. As sequéncias dos genes selecionados foram entdo obtidas

através do banco de dados do genoma de T. reesei disponivel no JGI homepage.

IV. 2) Avaliacdo da expressdo génica dos 14 fatores de transcricdo

identificados pela andlise in silico

IV. 2. 1) Manutencéao e crescimento do fungo
Para avaliar a expressdo génica dos 14 fatores de transcricdo identificados
através da analise in silico, a linhagem de T. reesei QM9414 foi crescida em meio
MEX a 28°C durante o periodo de sete dias, até a completa esporulacdo. Para os
experimentos utilizando bagaco de cana como fonte de carbono, uma suspenséo de
10° esporos/mL (NaCl 0,8% (p/v); tween 80 0,05% (v/v)) da linhagem QM9414 de T.
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reesei foi inoculada em Erlenmeyer de 1L contendo 200mL de meio Mandels-
Andreotti (dos Santos Castro et al., 2014) contendo 1% (p/v) de glicerol. Apos 24
horas, o micélio foi coletado, lavado com meio Mandels-Andreotti sem fonte de
carbono e transferido para Erlenmeyer de 1L contendo 200 mL de meio Mandels-
Andreotti com 1% (p/v) bagaco de cana. Os frascos foram incubados a 200 rpm, em
agitador orbital, a 28°C por 24, 48, 72 e 96 horas. Para o crescimento em glicose,
10° esporos/mL de QM9414 foram inoculados em 200 mL de meio Mandels-
Andreotti contendo 2% (p/v) de glicose. Os frascos foram incubados a 200 rpm, em
agitador orbital, a 28°C por 24 e 48 horas. Os experimentos foram conduzidos em
triplicata para cada amostra. Apdés a inducdo, os micélios foram coletados por

filtracdo, congelados e estocados a -80°C.

IV. 2. 2) PCR em tempo real (QRT-PCR) para avaliacdo da expressao génica dos
14 fatores de transcricao identificados

Os micélios de T. reesei foram macerados para extracdo do RNA total. Cada
amostra teve seu RNA extraido utilizando-se o reagente da Life Technologies
TRIzol® RNA, de acordo com as instrucdes do fabricante. Para a sintese do cDNA,
1ug de RNA foi primeiramente tratado com DNAsel (Fermentas) para remocéo de
DNA gendmico. Apés essa etapa, fitas de cDNAs foram sintetizadas usando-se o kit
Maxima™ First Strand cDNA Synthesis (Thermo Scientific) de acordo com a
instrucdo do fabricante. Os mesmos foram utilizados para andlise por PCR em
Tempo Real (QRT-PCR) no equipamento Bio-Rad CFX96TM, usando SsoFast™
EvaGreen® Supermix (Bio-Rad) para o sinal de deteccdo, de acordo com as
instrucdes do fabricante. O gene da actina foi utilizado como controle endégeno para
normalizar a quantidade total de cDNA presente em cada reacdo. O software Mev
4.8.1 foi utilizado para a construcdo do heat map. Os primers utilizados para

amplificagéo dos genes identificados estdo descritos na Tabela 2.
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Tabela 2. Primers utilizados para amplificacdo dos genes identificados na analise de

bioinforméatica através de gRT-PCR.

Gene ID* Primer foward Primer reverse
103275 AGAATCTCACCATACGCCATG CAATGCCCATGTGAAAGACG
120475 AGTTTTGGGAGCATCTGAGC TTTGGGATGGTGAGGTTGG
38080 GTCTGAGCATTCGTCCTATTCC GTGCATGGAATTCGGAATCTG
27357 GCATCTCATATCCTGGTCATCG ATCCGTACATGTTGAGCTGAC
47635 AATCCCATCAAGTTCGAGTCG CCTCTACTCTGCGTCATGTTG
78688 CCAAGAGGAAACAGATACCCC ATTCGTCTTCGTCCAGCAC
58897 CCTACATCGCCTACTTCCATC GGGACGTGGACATATCAAAGG
75672 TCGGCAAACAAGAAACACAAG AGATGGCTCTTGAGGTTGTG
112342 CAGTGGGACAATTTCATGGC GTTTCGACCAGTAAAGGGAGG
36543 AGAAGCCTGAGACGTTCATG AAGCGTCGAATGTACTGATCC
45866 TGTATCTTCAGCATTGTCCGG GCTGTCTATCGTGTTCTGGG
27649 TGAGGTTGCCGATGACAAG GGAGAGTAGGTCAGCTTGGAG
122767 CGTTTCCATACTTTGTCCAGC GTTTTGCACACTCGTCATCG
3856 TGTTCACCATGCCCGATAC CAAAGTTGCCTGTGAAGTGTG
Actina 44504 TGAGAGCGGTGGTATCCACG GGTACCACCAGACATGACAATGTT

%D, identificacdode acordo com o banco de dados do genoma de T.reesei
(http://genome.jgi.doe.gov/Trire2/Trire2.home.html).

IV. 3) Atividades enzimaticas e dosagem de glicose do QM9414 em bagaco de

cana

IV. 3. 1) Atividade de CMCase

Para determinar a atividade de carboximetilcelulases (CMCase), a reacao
consistiu de 30 pL de carboximetilcelulose (CMC) 1% preparada em tampé&o acetato
de sédio 50 mM pH 4,8 e 30 pL de amostra (sobrenadante obtido a partir da coleta
do micélio crescido em bagaco de cana nos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas). A
reacao foi incubada a 50 °C por 30 minutos, seguida da adicdo de 60 pL de &cido
dinitrosalicilico (DNS) e posterior aquecimento a 95 °C por 5 minutos. A
concentragdo de acucar redutor foi determinada por espectrofotometria a 540 nm
pelo método de DNS. Para isso, foi utilizado o equipamento xMarkTM Microplate

Spectrophotometer da Bio-Rad. Uma unidade de enzima foi definida como a
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guantidade de enzima capaz de liberar 1 pmol de agucar redutor por minuto (Castro
et al., 2014).

IV. 3. 2) Atividade de FPase

Para determinar a atividade de celulase total (FPase), foi empregada uma
pequena tira de papel de filtro Whatman n°1 (50 mg), 30 puL de tampé&o acetato de
sédio 100 mM pH 5,0 e 30 uL de amostra (sobrenadante obtido a partir da coleta do
micélio crescido em bagaco de cana nos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas). Essa
reacao foi incubada a 50 °C por 30 minutos. Apos esse tempo, foram adicionados 60
pL de DNS com aquecimento a 95 °C durante 5 minutos. Posteriormente, para
determinacdo da concentracdo de acucar redutor, foi realizada a leitura em
espectrofotometro a 540 nm, no equipamento xMarkTM  Microplate
Spectrophotometer da Bio-Rad. Uma unidade de enzima foi definida como a
quantidade de enzima capaz de liberar 1 ymol de agucar redutor por minuto (Castro
et al., 2014).

IV. 3. 3) Dosagem de glicose

Para determinar a quantidade de glicose presente no sobrenadante das
amostras crescidas em bagaco de cana por 24, 48, 72 e 96 horas, foi utilizado o kit
Glicose Liquiform (Labtest Diagnéstica), segundo as instru¢des do fabricante.

IV. 4) Analise filogenética
As sequéncias da proteina Azfl de T. reesei e outras espécies utilizadas na
construgdo da arvore filogenética foram obtidas a partir do JGI Genome Portal

(http://genome.jgi.doe.qov/Trire2/Trire2.home.html) e do banco de dados de

proteinas do NCBI (https://www.ncbi.nim.nih.gov/protein/), respectivamente. O

alinhamento multiplo de sequéncia foi realizado pelo ClustalW e as arvores do tipo
neighbour-joining foram criadas pelo programa Mega 4 (Tamura et al.,, 2007) com
1000 bootstraps.

IV. 5) Delecao do fator de transcricao Azfl de T. reesei
A metodologia utilizada para obtencdo da linhagem mutante, cujo gene

Tr103275 (homdlogo do Azfl de S. cerevisiae) foi deletado de T. reesei, foi realizada
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de acordo com Schuster e colaboradores (Schuster et al., 2012), no qual o cassete
de delecdo é obtido por recombinacdo homodloga em levedura. O marcador de
selecao utilizado foi o gene de resisténcia a higromicina (hph - E. coli hygromycin B
phosphotransferase). A linhagem de T. reesei utilizada para delecdo do gene
Tr103275 foi a TU6_Atku70, que possui auxotrofia a uridina e deficiéncia para
recombinacdo ndo homobloga, favorecendo assim a estratégia de recombinacao
homédloga utilizada nesse estudo. Um esquema resumido da estratégia de
recombinacdo homologa em levedura pode ser observado na Figura 6.

SF ORF 3F
— —
“BR 3R
Regiao 5° Regiao 3’

< Gene hph " >

_ Vetor (levedura)

SF  vetorfinal 3R

C

_ Eliminagao do vetor

l

Produto de PCR para transformacao
T W

!

Transformacaode 7. reesei

Figura 6. Representacdo esquematica da construcdo do vetor mediada por recombinagdo em
levedura. Para a contrucdo do cassete de delecdo, as regides promotora, terminadora e o gene de
resisténcia a higromicina sédo amplificados e montados no vetor pela leverdura S. cerevisiae
(Adaptacdo de Schuster et al., 2012).

IV. 5. 1) Amplificacdo das regibes promotora, terminadora e hph

As regibes promotora e terminadora do gene Tr103275 foram amplificados
por PCR de acordo com o protocolo da enzima Taq High Fidelity Polymerase,
conforme descrito a seguir: desnaturacéao inicial: 94°C/3 minutos, uma vez; ciclo 1
(40 vezes): 94°C/30 segundos, 65°C/1 minuto, 72°C/2 minutos; finalizacéo: 72°C/10
minutos, uma vez. Para amplificacdo do gene de resisténcia a higromicina, foi

utilizado o seguinte protocolo: desnaturacéo inicial: 94°C/3 minutos, uma vez; ciclo 1
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(40 vezes): 94°C/30 segundos, 50°C/1 minuto, 72°C/2 minutos; finalizacéo: 72°C/10
minutos, uma vez. Os primers utilizados para amplificacdo da hph e das regibes
promotora e terminadora dos genes selecionados foram desenhados de acordo com
Schuster e colaboradores (Schuster et al., 2012) e estdo descritos na Tabela 3. Apos
a amplificacdo, os fragmentos foram purificados com o kit QIAquick PCR Purification

(Qiagen) conforme as especificacdes do fabricante.

Tabela 3. Oligonucleotideos utilizados para amplificacdo da hph e regides promotora

e terminadora do gene Tr103275.

Primer Sequéncia
103275-5’F 5-GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGATGCGACTATCGCTGTATCC-3'
103275-5'R 5-ATCCACTTAACGTTACTGAAATCTCCAACGGCATGAGAGGCAATATACC-3
103275-3’F 5-CTCCTTCAATATCATCTTCTGTCTCCGACAAGTCGAGATCACACCTTCC-3'
103275-3'R 5-GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCCTCTGTTTCTCCAAGACAGC-3'
hph-F 5- GTCGGAGACAGAAGATGATATTGAAGGAGC-3’
hph-R 5-GTTGGAGATTTCAGTAACGTTAAGTGGAT-3'

IV. 5. 2) Digestéo do vetor

O vetor utilizado para transformagao da levedura foi o pRS426 (Figura 7). A
digestdo do vetor com as enzimas de restricdo EcoRI e Xhol foi realizada de acordo
com o protocolo FastDigest® conforme especificacdes do fabricante. Nesta reacao
foram utilizados: 2uL de DNA (1ug de DNA), 1uL de cada enzima FastDigest®
(EcoRlI e Xhol), 2uL de tampé&o FastDigest® 10X e 15uL de agua livre de nuclease,

sendo as amostras incubadas a 37 °C durante 1 hora.
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Figura 7. Mapa do plasmideo pRS426. Esse vetor foi utilizado na transformacédo da levedura
SC9721 para montagem do cassete de dele¢&o génica.

IV. 5. 3) Transformacéao da levedura Saccharomyces cerevisae SC-9721

O protocolo de transformacédo utilizado foi de acordo com Schiestle Gietz
(Schiestl e Gietz, 1989). A linhagem Saccharomyces cerevisae SC-9721 foi cedida
pelo Laboratério de Biologia Molecular aplicada as Ciéncias Farmacéuticas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Departamento de Ciéncias

Farmacéuticas.

IV. 5. 3. 1) Preparo das células competentes

Para obtencado das células competentes, foi feito um pré-inéculo de SC-9721
em 10 mL de meio YPD (Extrato de levedura 1% (p/v), peptona 2% (p/v), glicose 1%
(p/v) e incubou-se durante 16 horas a 30 °C sob agitacdo de 200 rpm.
Posteriormente, foi realizado o in6culo de 2,5 mL (a partir do pré-inéculo) em 100 mL
de meio YPD e incubou-se por 4 horas a 30 °C sob agitacdo de 200 rpm. Apos tal
procedimento, foi realizada uma centrifugacdo a 5000 g durante 5 minutos e em
seguida o sedimento foi ressuspendido em 1 mL de solu¢cdo 1x de TE/Acetato de
litio (para um volume final de células igual a 1,5 mL: 150 yL de TE (pH 7,5); 150 uL
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de Acetato de litio 1 M e 1200 pyL de H,0). Apos a ressuspenséao, foram utilizados

100 pL de células competentes para cada transformacao.

IV. 5. 3. 2) Transformacao da levedura

Para transformacao da levedura foi preparado um mix (mix 1) contendo 3 uL
dos fragmentos 5’ e 3’ do gene de interesse (aproximadamente 300 ng), 3 pL do
marcador de selecdo hph (aproximadamente 300 ng), 2,5 pyL do vetor pRS426
digerido (aproximadamente 300 ng) e 100 ug de esperma de salmédo (10 mg/mL).
Um segundo mix (mix 2) foi preparado contendo 800 puL de PEG 3350 50%, 100 pL
de acetato de litio 1 M e 100 pL de agua Milli-Q autoclavada. Em seguida, 600 pL de
mix 2 e 100uL de células competentes foram adicionados ao mix 1, sendo esta
mistura homogeneizada por inversdo e incubada a 30 °C por 30 minutos sob
agitacdo de 200 rpm. Posteriormente, adicionou-se 70 L de DMSO e as amostras
foram incubadas a 42 °C por 15 minutos seguidos de banho de gelo por 2 minutos.
Por fim, 700 pL de agua Milli-Q foram adicionados na reagéo e centrifugou-se por 30
segundos a 13000 rpm. Descartou-se 800 puL de sobrenadante e o restante foi
plagueado em meio SC-URA (Yeast Nitrogen Base 7 g/L, glicose 20 g/L, &gar 17
g/L, leucina 0,1 g/L, lisina 0,1 g/L, triptofano 0,1 g/L e histidina 0,05 g/L) durante 4
dias a 30°C.

IV. 5. 4) Extracdo do DNA gendmico da levedura

Para a extracdo do DNA de levedura, foram utilizados 4 pools da placa obtida
da transformacao para inoculacdo em 10 mL de meio SC-URA (Yeast Nitrogen Base
7 g/L, glicose 20 g/L, leucina 0,1 g/L, lisina 0,1 g/L, triptofano 0,1 g/L e histidina 0,05
g/L) a 30°C por 24 horas. Apoés a incubacéo, a cultura celular foi centrifugada a 4000
rom durante 5 minutos, descartou-se o0 sobrenadante e adicionou-se 1 mL de
tampéao de extracdo (Para 1 L: 100 mL de Tris-HCI 2 M pH8, 14,62 g de NaCl, 50
mL de EDTA 0,5 M e 50 mL de SDS 10%). Em seguida, foram adicionadas as
amostras pérolas de vidro e a mistura foi agitada em vértex durante 10 minutos. O
sobrenadante desse lisado foi coletado e foi realizada extragdo com 800 pL de
solucao de fenol:cloroformio (1:1), agitando a mistura em vortex durante 10 minutos.
Posteriormente, foi realizada uma centrifugacdo durante 15 minutos a 12000 g.

Coletou-se a fase superior e em seguida foram adicionados 450 pL de isopropanol.
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Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 2 minutos a 1200 rpma 4 °C e o
sobrenadante foi descartado por inversdo. Posteriormente, adicionou-se 100 pL de
etanol 70% e as amostras foram centrifugadas novamente a 12000 rpm, 4 °C,
durante 1 minuto. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco a
temperatura ambiente durante aproximadamente 1 hora. Por fim, o sedimento foi
ressuspendido com 50 pL em agua com 5 pL RNase (10 mg/mL). A integridade do

DNA foi verificada em gel de agarose 1%.

IV. 5. 5) Amplificacdo do cassete de delecéao

Para amplificagdo do cassete de delecao, foram utilizados os primers 5’F e
3'R do gene Tr103275. A PCR foi realizada utilizando a enzima Takara (conforme
instrucdes do fabricante) e a amplificacao foi realizada de acordo com o protocolo a
seguir: desnaturacao inicial: 98°C/10 segundos, uma vez; ciclo 1 (40 vezes): 98°C/7
segundos, 65°C/30 segundos, 72°C/5 minutos; finalizacdo: 72°C/10 minutos, uma
vez. Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 1% e posteriormente
purificados com o kit QIAquick PCR Purification (Qiagen) conforme as

especificacdes do fabricante.

IV. 5. 6) Transformacao da linhagem TU6_Atku70

IV. 5. 6. 1) Obtencédo dos protoplastos

O protocolo de transformacdo foi realizado de acordo com Schuster e
colaboradores (Schuster et al., 2012). Para obtencé&o dos protoplastos foi utilizada
uma solucdo de esporos oriunda de meia placa do fungo TU6_Atku70 recém-
esporulada (sete dias de cultivo em meio MEX. Apos obtencdo da solugdo de
esporos, 50 uL desta solugdo foram espalhados em discos de papel celofane
dispostos em placa de cultura contento meio MEX para germinacédo durante 20
horas a 30 °C. Em seguida, os esporos oriundos desta placa de germinacédo foram
utilizados para obtencdo dos protoplastos. Para isto, foram adicionadas 0,075 g de
enzima de lise de Trichoderma harzianum (Sigma #L-1412) para 15 mL de solugcdo A
(KH2PO40,1 M, Sorbitol 1,2 M; pH 5,6), sendo esta solucéo esterilizada por filtragéo.
Posteriormente, 3 mL desta solucéo foram inseridos dentro de placa de Petri (90

mm), e adicionou-se 1 papel celofane contendo esporos germinados de Trichoderma
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inoculados no dia anterior. Novamente, adicionaram-se 2 a 3 mL da solucéo de lise
e outro papel celofane com esporos e assim sucessivamente até utilizar os cincos
discos de celofane contendo esporos germinados. Estando cada disco em contato
com a solucdo de lise, a placa com os papéis celofane e a solucdo de lise foi
incubada a 30 °C sob agitacdo e, apés 90 minutos, os discos da solucédo foram
obtidos deixando o micélio dentro da placa. Depois, a solucédo foi filtrada utilizando
de 1& de vidro. Centrifugou-se por 10 minutos, 2000 rpm a 4 °C utilizando rotor
‘swing out” e, em seguida, o sobrenadante foi descartado e os protoplastos
sedimentados foram ressuspendidos em 4 mL de solugdo B (CaCl,.2H,0 50 mM,
Sorbitol 1 M, Tris HCI pH 7,5 10 mM). Novamente, centrifugou-se por 10 minutos,
2000 rpm a 4 °C e o sobrenadante foi descartado. Posteriormente, 600 yL de
solugcéo B foram adicionados aos protoplastos. Para avaliar a eficiéncia do processo
de obtencdo de protoplastos, foi utilizado o microscopio. Em todos os casos de

crescimento do TU6_Atku70, 10 mM de uridina foram acrescidos ao meio.

IV. 5. 6. 2) Transformacao do fungo

Para transformacéo, foi utilizado o fragmento de DNA isolado do plasmideo
usando o kit de purificacdo QIAquick (Qiagen). Para reacdo de transformacéo foram
adicionados 10 pL (aproximadamente 10 ug) de fragmento de DNA purificado, 200
ML de suspenséo de protoplastos e 50 uL de PEG (PEG 6000 25%, CaCl,.2H,0 50
mM, Tris HClI pH 7,5 10 mM). Essa reacdo foi misturada por inversdao e
posteriormente foram adicionados mais 2 mL de PEG e a mistura foi incubada por 5
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, foram adicionados 4 mL de
solucédo B e 1 mL desta mistura foi adicionada em 4 mL de meio Overlay (3% de
extrato de malte, 2% de agarose e 1 M de sorbitol) (aquecido a 55° C), sendo o0 meio
vertido em placas de meio Bottom com o reagente de sele¢cédo (3% de extrato de
malte, 2% de agar e 1 M de sorbitol; higromicina: 1uL para cada 1mL de meio, sendo
o estoque a 100 mg/mL). Essas placas forma incubadas a 30° C por 3 a 4 dias.
Cada transformante foi retirado da placa (fazendo um corte na mesma) e transferido
para pequenas placas de sele¢do contendo meio MEX com higromicina e estas
foram crescidas a 30 °C por 3 a 4 dias até a esporulagdo. Uma gota de solucéo de
esporos foi obtida a partir destas placas e espalhadas em placas MEX com Triton X-

100 (0,1% p/v) para obter colbnias individuais a partir dos esporos. Estas coldnias de
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esporos unicos foram novamente cultivadas em pequenas placas até a esporulacéo
e apos trés rodadas de MEX com triton para isolamento de esporos, essas colonias

foram cultivadas em meio MEX para posterior extragdo do DNA gendmico.

IV. 5. 7) Extracdo do DNA gendémico

Para extracdo do DNA gendmico de T. reesei, o fungo foi cultivado em MEX
suplementado com uridina e o micélio foi filtrado utilizando miracloth, congelado em
nitrogénio liquido e armazenado a -80°C. O processo de extragdo teve inicio com a
maceracao dos miceélios e ressuspencdo da massa micelial obtida em tubos de 1,5
mL contendo 800 pL da solucédo de extracdo (EDTA 5 mM, 1,4 M de NaCl e 0,1 M de
Tris-Hcl pH 7,5), 10 yL de RNase A (10 mg/mL) e 16 yL de B-mercaptoetanol. A
mistura foi vortexada e incubada a 65 °C durante 20 minutos em banho-maria. Apés
incubacdo, foram adicionados as amostras 400 pL de fenol e 400 pL de
cloroférmio:alcool isoamilico (49:1). As amostras foram vortexadas novamente e
centrifugadas a 20000 g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para
outro tubo contendo 800 pL de cloroférmio:alcool isoamilico (49:1), vortexado e
centrifugado a 20000 g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi entdo transferido
para outro tubo contendo 800 pL de isopropanol e incubado em gelo por 5 minutos.
Em segquida, foi centrifugado a 20000 g por 30 minutos a 4 °C. O isopropanol foi
entdo descartado e o DNA foi lavado com etanol 70% e centrifugado a 20000 g por 5
minutos a 4 °C. O precipitado entdo secou a temperatura ambiente e foi
ressuspendido com 100 pL de agua livre de nuclease. O DNA resultante foi entdo
tratado com RNase (10 mg/mL) na propor¢cdo 1/10 volumes e incubado por uma
hora a 37 °C em banho-maria. A integridade do DNA foi avaliada por gel de agarose

1% e as amostras foram armazenadas a -20 °C até o momento do uso.

IV. 5. 8) Confirmagao da delegdo de azfl na linhagem mutante

Para verificar se a delecdo do gene Trl103275 (azfl) foi satisfatéria, foram
realizadas duas PCRs: uma para verificar a presenca ou auséncia da ORF do gene
analisado e outra para avaliar o marcador de selecdo, hph. Ambas reacfes foram
realizadas de acordo com o protocolo Tag Taq High Fidelity Polymerase. Para
amplificacdo da ORF do gene Trl103275, os ciclos consistiam em: desnaturacao

inicial: 94°C/3 minutos, uma vez; ciclo 1 (40 vezes): 94°C/30 segundos, 52°C/1
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minuto, 72°C/2 minutos e 30 segundos; finalizacao: 72°C/10 minutos, uma vez. Para
amplificacdo do gene de resisténcia a higromicina, foi utilizado o seguinte protocolo:
desnaturacao inicial: 94°C/3 minutos, uma vez; ciclo 1 (40 vezes): 94°C/30
segundos, 60°C/1 minuto, 72°C/1 minuto e 30 segundos; finalizacdo: 72°C/10
minutos, uma vez. Os primers utilizados para a verificacdo dos possiveis mutantes

estao descritos na Tabela 4.

Tabela 4. Primers utilizados para verificacdo dos possiveis mutantes.

Primer Sequéncia foward Sequénciareverse
103275_ORF TCTCACCAGATTCCACAGAG CTCGCAATGCCCATGTGAAA
hph GCGGAGGCCATGGATGCGAT GCGCTTCTGCGGGCGATTTG

Além das PCRs, foi realizado um Souther blot utilizando o DIG-High Prime
DNA Labeling and Detection Starter Kit (Roche), de acordo com as instrugdées do

fabricante.

IV. 6) Avaliacéo do perfil de crescimento e esporulagcdo da linhagem Aazfl

Para a medicdo do peso seco das linhagens parental e Aazfl, ambas foram
crescidas em meio Mandels-Andreotti contendo 2% de glicose por 24 horas e o
micélio coletado foi colocado em estufa a aproximadamente 80 °C até completa
secagem. Para avaliar o perfil de crescimento de Aazfl em diferentes fontes de
carbono, as linhagens parental e mutante foram crescidas em placas de meio
minimo (0.1% MgS0,.7H,0, 1% KH;PO4, 0.6% (NH,4)>S0O,4, 0.3% CgHsNazO7.2H,0,
solucdo de elementos tracos 1X e 1.5% agar) contendo 1% (p/v) de fonte de
carbono (glicose, amido, lactose, sacarose, glicerol ou celulose) e PDA. O
crescimento em diferentes pHs também foi verificado. Para isso, placas com meio
PDA (pH 5,6) foram ajustadas para os pHs 5, 7, 9 e 11 com HCI 3 M e NaOH 6 M,
até atingir o pH esperado. O crescimento em placa das linhagens parental e Aazfl
ocorreu a temperatura de 28 °C foi registrado no 4° e 7° dias. O perfil de esporulagéo
em race tubes foi feito com meio MEX sdlido e o crescimento das linhagens parental
e mutante foi observado durante 14 dias. Em relacéo as linhagens parental e Aazfl,
foram acrescentados a todos meios de cultivo 10 mM de uridina. Todos os

experimentos foram realizados em triplicata.
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IV. 7) Citometria de fluxo

Para a citometria de fluxo, as linhagens parental e Aazfl de T. reesei foram
cultivadas em placas contendo meio solido MEX por cinco dias para obtencdo dos
esporos. Para avaliar o tamanho e complexidade celular, os esporos foram
ressuspendidos em PBS a uma concentracdo de 10°mL e avaliados usando o
software Express Pro Blue com os parametros Forward Scatter (FSC-H) e Side
Scatter (SSC-H), respectivamente. Para analise do ciclo celular, a incorporacdo de
iodeto de propidio (PI) foi medida por um detector de fluorescéncia. Para isso, 0s
esporos foram ressuspendidos em uma solucao de Pl (0,1% (v/v) de Triton X-100,
0,1% de citrato de sddio, 0,9 U/mL de RNase A e 50 ug/mL de iodeto de propidio) a
uma concentracdo de 10°/mL (Gongalves et al., 2011). A suspensdo celular foi
mantida no escuro por 1,5 horas a temperatura ambiente. As suspensfes celulares
foram analisadas por citometria de fluxo (Guava easyCyte, Guava Technologies,

Millipore, Hayward, CA, USA). Os experimentos foram realizados em triplicata.
IV. 8) Avaliagao da expressao de genes holoceluloliticos no mutante Aazfl

IV. 8. 1) Crescimento das linhagens parental e mutante em celulose e bagaco
de cana

As linhagens de T. reesei parental e Aazfl foram crescidas em meio MEX a
28 °C durante o perfodo de sete dias. Para os experimentos de inducdo, 10°
esporos/mL do parental e Aazfl foram inoculados 25 mL de meio Mandels-Andreotti
contendo 1% de glicerol. Ap6s 24 horas, o micélio foi coletado, lavado com meio
Mandels-Andreotti sem fonte de carbono e transferido para 25 mL de meio Mandels-
Andreotti com 1% de celulose ou bagaco de cana. Os frascos foram incubados a
200 rpm, em agitador orbital, a 28 °C por 8, 12 e 24 horas. Em relacdo as linhagens
parental e Aazfl, foram acrescentados a todos meios de cultivo 10 mM de uridina.
Os experimentos foram conduzidos em triplicata para cada amostra. Apos a inducéao,

os micélios foram coletados por filtracédo, congelados e estocados a -80°C.

IV. 8. 2) gRT-PCR para avaliagdo da expressdo dos genes celuloliticos
Os micélios de T. reesei parental e Aazfl crescidos nas condi¢des citadas

acima foram macerados para extracdo do RNA total. Cada amostra teve seu RNA
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extraido utilizando-se o reagente da Life Technologies TRIzol® RNA, de acordo com
as instrucbes do fabricante. A sintese de cDNA e a gRT-PCR foram realizadas
conforme descrito na sec¢éo IV. 2. 2. O gene da actina foi utilizado como controle
endogeno para normalizar a quantidade total de cDNA presente em cada reacdo. Os
primers utilizados para amplificacdo dos genes identificados estdo descritos na
Tabela 5. Os testes estatisticos foram realizados com One-way ANOVA seguido do
teste de Bonferroni disponivel no software do Prisma v. 5.0, comparando-se o nivel
de expresséao de parental e selvagem, em cada condicdo. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P
< 0.001. O software Mev 4.8.1 foi utilizado para a construgdo do heat map.

Tabela 5. Primers utilizados nos experimentos de gRT-PCR para analise da

expressdo dos genes holoceluloliticos.

Protein

D? Gene Sequéncia Foward Sequéncia Reverse
72567 celéa ACA AGA ATG CAT CGT CTC CG TGT TCC ACC CGT TGT AGT TG
76672 cel3a CTG TAC ATC ACC TACCCATC TAG CTG AGATCTCGTCGTC
123989 cel7a CCG AGC TTG GTAGTT ACT CTG GGT AGC CTT CTT GAC TGA GT
123992 SWOo GAG TGA ATG TCT TGA TGG CCA AAC TAT ACG AGT AGC C
120749 cella TTT GCC TGG TCG CTC ATG AAT CAG CTC GTC AAA CAG CG
73643 cel6la GCG CCA CTG TTC CTG GAG ACC GCT GCC ACC ACACTG
49976 cel4ba CAG CGA CGT CTA CAT TGG TGG TCC AGA ATG CAC TCG
122081 cel7b CCC TCAACACTAGCCACCAG AGG TCT TGG AGG TGT CAA CG
22197 cellb CCATCT ACA TCA CCG AGA ACG TCC AAG TGC GAG TCA AAG TAG
121735 cel3b CCA GGA TAA CTT CAA CGA GGG ATG TGG AGG TTG GAG AACTTG
82227 cel3c GCG TAC AAT GGC ATC AAT GG ATC CCAACCCCATTCCTTTC
120312 cel5a GCC ACT ACT ATC ACC ACT TCG GTA CAG CCA AAG TCA AAA CCC
82616 cel5b AAA GTA CCG TCC AACACCC TGG TAA CAG CAT TGG GAG TG
123232 cell2a AGATTG CCATTC CCC AGA AG CCC GAG TACGTG ACATGATTC
120961 cel6lb ACT ATG TCT TCC GCC ATG AAC CAC GCA CTG AGG ATAGTT CTG
46816 cel3d AAC CCA GCATAT CTC AACTACG CTT GAA GGT AGC GTAAGA CAG G
76227 cel3e ATG TCT GGA AGT GAG GTT GC TCG TGA GTC CAA AGT GAA CAG
49081 cel74a GCC TTG TAT CTG ACC TATTCC G TGATGT CTT TCC AAG TTC CCC
74223 xynl GGC CAAATT ATC GTC AACTGTC TCTGTC TTT TGG GCT TGG AG
123818 xyn2 TGT CAACGAGCCTTCCATC TCT GCA CAG TAACAGTTC CG
120229 xyn3 AAG TCA TCC GCA CCC ATG GTT CAA AAC TCA CCC AAG CAC
111849 xyn4 TGT CAG CAATTC GGG TCT TC GAC AGG TTG GCA AAATGG TG
44504 actina TGA GAG CGG TGG TAT CCA CG GGT ACC ACC AGA CAT GAC AAT GTT

%D, identificacdo

de acordo com o banco de

(http://genome.jgi.doe.gov/Trire2/Trire2.home.html).

dados do genoma de T.reesei
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IV. 9) Predicdo do motivo de ligacdo de Azfl ao DNA através de analise de
bioinformatica
As sequéncias de proteina e DNA de T. reesei utilizadas nas analises de

bioinformética foram obtidas do JGI Genome Portal (http://genome.jqi-

psf.org/Trire2/Trire2.home.html). A estimativa da especificidade da ligacdo de Azflao

DNA foi realizada utilizando uma abordagem que emprega calculos empiricos de
energias de interacdo de aminoacidos e nucleotideos emparelhados, para prever
matrizes de peso de posi¢cdo que representam a especificidade de ligacdo do DNA
ao fator de transcricdo do tipo dedo de zinco, disponivel na ferramenta online

http://zf.princeton.edu (Persikov e Singh, 2013). A ocorréncia de motivos individuais

na regido promotora (1 kb) dos treze genes regulados por Azfl foi avaliada através

do software FIMO (Grant et al., 2011), disponivel em http://meme-suite.org/.

IV. 10) Expressao heteréloga do motivo dedo de zinco de Azfl

IV. 10. 1) Linhagens e plasmideos utilizados

E. coli DH5a foi utilizada nos experimentos de clonagem e a linhagem BL21
(DE3) para expresséo da proteina. Trés plasmideos foram utilizados nesse estudo,
séo eles: TrAzf1234-370_pMA-T, pET42bAfSrbA161-267 e pET42bTrAzf1234-370.
O plasmideo TrAzf1234-370_pMA-T (Invitrogen) possui uma sequéncia sintética
correspondente aos aminoacidos 234-370 que compreende o motivo dedo de zinco
de Azfl. Uma clivagem com as enzimas de restricdo BamHI e Hindlll foi realizada
para liberar a sequéncia TrAzf1234-370. As mesmas enzimas foram utilizadas para
clivar o plasmideo pET42bAfSrbA161-267. Os produtos de clivagem foram ligados
com o Rapid DNA Dephos & Ligation Kit (Roche) de acordo com as instrucdes de
fabricacdo. O produto de ligacédo foi utilizado para transformar a E. coli DH5a. O
plasmideo resultante pET42bTrAzf1234-370 (Figura 8) possui a sequéncia do gene
sintético TrAzf1234-370, a tag glutationa S-transferase (GST), o sitio de clivagem
para a protease TEV (do inglés, Tobacco Etch Virus) e resisténcia a canamicina,

totalizando 6127 pares de bases.

60


http://genome.jgi-psf.org/Trire2/Trire2.home.html
http://genome.jgi-psf.org/Trire2/Trire2.home.html
http://zf.princeton.edu/
http://meme-suite.org/

Amanda C. C. Antoniéto — TESE (2018) Metodologia

Pstl
HindIII
NotI
Eagl
PspXI
Xhol

TrAzf1234-370 4

PpuMI fl ori ?

Tthi11l
Bst11071
Accl

AsiSI
Pvul
BssSI Smal
Xmal

Nrul

Acul

Figura 8. Mapa do plasmideo pET42bTrAzf1234-370. O plasmideo possui a sequéncia do gene
sintético TrAzf1234-370, a tag GST, o sitio de clivagem para a protease TEV e resisténcia a
canamicina.

A sequéncia do plasmideo pET42bTrAzf1234-370 foi confirmada por

sequenciamento e utilizada para transformar a E. coli BL21 (DE3).

IV. 10. 2) Transformacéao de E. coli
E. coli DH5a e BL21 (DE3) foram transformadas segundo os protocolos
descritos abaixo. Os plasmideos foram isolados com o kit QIAprep Spin Miniprep Kit

e QIlAfilter Plasmid Mid Kit (Qiagen), de acordo com as instru¢des do fabricante.

IV. 10. 2. 1) Transformacé&o de E. coli DH5a

Para a transformacéo de E. coli DH5a, 200 uL de células competentes foram
misturadas com 21 pL do produto de ligagéo e essa mistura foi mantida em gelo por
30 minutos. Em seguida, um choque térmico foi realizado a 42 °C por dois minutos,
seguido de incubacdo em gelo por um minuto. Posteriormente, foram adicionados
750 pL de meio SOC (a temperatura ambiente) e a amostra foi mantida a 37 °C
durante 1 hora, a 200 rpm. A E. coli (aproximadamente 200 pL) foi plaqueada em

meio LB com canamicina (50 ug/mL) e incubada a 37 °C durante a noite.
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IV. 10. 2. 2) Transformacéao de E. coli BL21 (DE3)

Para a transformacdo da E. coli BL21 (DE3), a bactéria foi previamente
mantida em gelo durante 10 minutos. Em seguida, 50 pyL de células competentes
foram incubados com 1 uL de DNA em gelo durante 30 minutos. Posteriormente, um
choque térmico foi realizado a 42 °C durante 10 segundos, seguido de incubacdo em
gelo durante 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 950 yL de meio SOC (a
temperatura ambiente) e a amostra foi mantida a 37 °C durante 1 hora, a 200 rpm.
E. coli (aproximadamente 200 uL) foi plaqueada em meio LB com canamicina (50

Mg/mL) e incubada a 37 °C durante a noite.

IV. 10. 3) Determinacdo dos parametros de expressao da proteina

E. coli BL21 (DE3) carregando o plasmideo pET42bTrAzf1234-370 foi
inoculada em 3 mL de LB com canamicina (50 ug/mL) e crescida a 37 °C e 200 rpm
durante 5 horas. Apés este tempo, a cultura foi transferida para 10 mL de meio TB
(Novagen) com canamicina (50 pg/mL) e incubada durante 24 horas a 200 rpm e
temperaturas de 25 °C e 30 °C. Quantidades iguais de E. coli (densidade optica =
10) foram centrifugadas a 14000 rpm durante 5 minutos e os pellets foram
dissolvidos em 100 uL de tampao de lise (Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, glicerol 5% (v/v),
ZnCl, 25 pM, Tris (2-carboxietil) fosfina (TCEP) 0,5 mM e AEBSF 1 mM) contendo
diferentes concentracdes de sal: 150 mM, 250 mM, 500 mM e 700 mM de NaCl. As
amostras foram sonicadas e em seguida centrifugadas durante 15 minutos a 13500
rpm e 4 °C. O sobrenadante (fracéo soluvel) foi recolhido e o pellet (fracéo insoltvel)
foi dissolvido no tampé&o de lise correspondente. O perfil proteico em cada fracao foi
visualizado por SDS-PAGE.

IV. 10. 4) Expresséao soluvel de TrAzf1234-370

E. coli BL21 (DE3) contendo o plasmideo pET42bTrAzf1234-370 foi inoculada
em 3 mL de LB com canamicina (50 pg/mL) e incubada durante a noite a 37 °C e
200 rpm. Posteriormente, transferiu-se 3 mL do meio de cultura para 1 L de meio TB
contendo canamicina (50 ug/mL), ZnCl, (100 uM) e uma gota de antiespumante 204.
O sistema foi incubado a 25 °C durante 24 horas sob constante agitacdo. Apés 24
horas, a cultura foi centrifugada a 6500 rpm durante 20 minutos, e o pellet foi

recolhido e armazenado a -80 °C.
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IV. 10. 5) Purificacao de Azfl

IV. 10. 5. 1) Preparacédo da amostra

A biomassa de E. coli armazenada a -80 °C foi quebrada em pequenos
fragmentos e colocada em um novo recipiente contendo 300 mL do tampéao de lise
(Tris-HCI 20 mM pH 7,5, 5% (v/v) de glicerol, 25 yM ZnCl,, TCEP 0,5 mM, AEBSF 1
mM e NaCl 150 mM). A biomassa ressuspendida foi homogeneizada em um Ultra
Turrax RW 28 basic (IKA) e depois transferida para o homogeneizador de alta
pressdo Emulsiflex C5 (Avestin) para o rompimento celular e liberacdo de proteina.
O lisado resultante foi tratado com 15 mL de PEI 2% (p/v) pH 7,0 e centrifugado a
20000 rpm durante 20 minutos. Todas estas etapas foram realizadas a 4 °C. Apoés a
centrifugacéo, o pH do sobrenadante foi ajustado para 7,5 com Tris 1M e filtrado. Ao
final, foram adicionados 185 mL do tampéao de lise a amostra. Nas proximas etapas,

o sistema Akta Explorer (GE Healthcare) foi usado para purificacdo da proteina.

IV. 10. 5. 2) Purificacdo do dedo de zinco de Azfl

No primeiro passo de purificacdo da proteina, a amostra foi inserida em uma
coluna GSH Sepharose 4FF (50 mL) e lavada com o tampéo de lise (sem AEBSF),
seguido de tampéao de lavagem contendo Tris-HCI 100 mM pH 8,0, 5% (v/v) glicerol,
ZnCl; 10 yM, TCEP 0,5 mM e NaCl 400 mM. A eluicdo da proteina fusionada a GST
foi realizada com o tampao de eluicdo (tampéo de lavagem + glutationa reduzida 20
mM) e uma fracdo de 50 mL foi recolhida. Para a purificacdo do dedo de zinco de
Azf1, 50 ml da fracéo eluida da GSH Sepharose 4FF foram tratados com 1,57 mL de
protease TEV por 48 horas. Apés a incubacdo com TEV, a amostra foi centrifugada
a 8000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente e filtrada. Em seguida, a
amostra foi inserida em uma coluna 2x 5 mL HiTrap Q FF para obter a proteina livre
de DNA e lavada com tampao (Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, NaCl 400 mM, ZnCl, 25 uM
e TCEP 0,5 mM). A eluicéo foi realizada com um gradiente de até 1 M de NaCl (20
mM Tris-HCI pH 7,5, 1 M NaCl, 25 uM ZnCl, e 0,5 mM TCEP). O flowthrough obtido
a partir da coluna HiTrap Q FF foi inserido em uma coluna SP Sepharose HP (20
mL) e as etapas de lavagem e eluicdo foram realizadas com os mesmos tampoes
usados para a coluna HiTrap Q FF. As fracbes obtidas da purificacdo em SP

Sepharose HP foram concentradas para 4 mL utilizando Amicon Ultra-15 10K (Merck

63



Amanda C. C. Antoniéto — TESE (2018) Metodologia

Millipore) de acordo com as instrucbes do fabricante. A amostra concentrada foi
carregada na coluna HiLoad 16/60 Superdex 75 utilizando um tampéao contendo Tris-
HCI 20 mM pH 7,5, NaCl 400 mM, ZnCl, 100 uM e TCEP 0,5 mM. O perfil de
proteina em cada fragdo foi visualizado por SDS-PAGE e a proteina foi armazenada
em 50% de glicerol a -20 °C.

IV. 11) Ressonéancia Plasménica de Superficie (SPR)

As anadlises de Ressonancia Plasménica de Superficie em tempo real foram
realizadas no instrumento BlAcore T200 System (GE Healthcare) a 25 °C. DNAs
dupla-fita biotinilados foram produzidos a partir do anelamento e oligonucleotideos
complementares utilizando um excesso molar de cinco vezes dos oligonucleotideos
ndo biotinilados. Os oligonucleotideos utilizados na anélise de SPR estdo descritos
na Tabela 6. Um sitio de ligacdo para CBC (do inglés, CCAAT-binding complex) de

A. nidulans foi utilizado na atima flow cell como controle negativo.

Tabela 6. Oligonucleotideos utilizados na analise de SPR.

Oligonucleotideo® Sequéncia®®
BTrcel7a-611-25 5-GAAGTGAAAGAAGACAGAGGTAAGA-3
Trcel7a-611-25 5-TCTTACCTCTGTCTTCTTTCACTTC-3'

BTrswo1-951-25 5-AGGAACGAACACGGAGGAGGGGGCG-3!
Trswo1l-951-25 5-CGCCCCCTCCTCCGTGTTCGTTCCT-3'
BAnNcccAp-379-25 5-ACCCGAGCCAATCAGAGCGAAGTGA-3™*
AncccAp-379-25 5-TCACTTCGCTCTGATTGGCTCGGGT-3'

A letra B indica o oligonucleotideo biotinilado.
®O sitio de ligagcdo para CBC esta sublinhado.
°Os motivos de ligagdo individuais encontrados com o software FIMO s&o destacados em vermelho.

Os DNAs produzidos foram diluidos para 2,5 nM em tampéao HBS-EP (10 mM
HEPES pH 7,4, 0,15 M NaCl, 3 mM EDTA e 0,005% (v/v) surfactante P20) e
injetados em flow cells de um chip CM3 (Sigma) revestido com estreptavidina com
um fluxo de 10 puL/min até alcancar 100 unidades de ressonancia (RU, do inglés
resonance units) de DNA ligado. O dedo de zinco de Azfl puro foi transferido para o
tampéao de corrida (10 mM HEPES pH 7,4, 0,15 M NacCl, 0.005% (v/v) surfactante
P20, 5 mM B-mercaptoetanol e 10 uM ZnCl,) utilizando uma coluna PD mini-trap G-
25. Sete concentragdes da proteina testada (200 nM, 100 nM, 50 nM, 25 nM, 12,5

nM, 6,25 nM e 3,125 nM) foram injetadas em tamp&o de corrida a uma taxa de 30
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pL/min. Os tempos de associacdo de dissociacdo do complexo formado foram de
200 e 400 segundos, respectivamente. Cada injecao foi efetuada em duplicata. A
superficie do chip foi regenerada com 10 mM Tris/HCI pH 7,5, 0,5 M NaCl, 1 mM
EDTA e 0.005% (p/v) SDS. Para testar a especificidade do complexo, cinco
concentracfes de poli dl.dC (5, 10, 15, 20 e 25 ug/mL) foram testadas com 200 nM
da proteina injetada a uma taxa de 30 puL/min. Erros no indice refrativo devido ao

solvente foram corrigidos através da resposta obtida na flow cell livre de DNA.
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V) RESULTADOS

V. 1) Ildentificagcdo dos fatores de transcricao de S. cerevisiae e respectivos
homdélogos em T. reesei possivelmente envolvidos na desconstrucdo da
lignocelulose

A andlise bioinformética dos dados de RNA-seq realizada em nosso
laboratorio permitiu a identificagdo de motivos de ligagdo que se conservavam em
genes com expressao diferencial durante o cultivo em diferentes fontes de carbono.
Foram identificados cinco fatores de transcricdo potencialmente associados ao
reconhecimento de motivos de ligagdo em genes co-regulados frente diferentes
fontes de carbono. Em S. cerevisiae, eles foram identificados como sendo as
proteinas regulatorias AZF1, SFL1, MOT3, RME1 e MAC1. Através da ferramenta

BLAST, disponivel no banco de dados de T. reesei (http://genome.jqi-

psf.org/Trire2/Trire2.home.html), foi feita uma busca entre as principais proteinas

homologas no fungo filamentoso T. reesei, as quais estdo descritas na Figura 9.
Essas 14 proteinas de T. reesei foram o ponto de partida para as analises
posteriores de perfil de expressdo génica de modo a entender o papel desses

fatores de transcricdo no processo de desconstrucédo da biomassa lignocelulésica.
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Figura 9. Fatores de transcricdo potencialmente associados a degradacdo da biomassa em T.
reesei. Em S. cerevisiae, os motivos identificados correspondem as proteinas regulatérias AZF1,
SFL1, MOT3, RME1 e MACL1. Os principais homoélogos em T. reesei foram obtidos com auxilio da
ferramenta BLAST.
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V. 2) Atividades enzimaticas do QM9414: CMCase e FPase
A linhagem QM9414 de T. reesei foi crescida em bagaco de cana a fim de se
verificar o comportamento da expressdo génica dos 14 fatores de transcricdo
identificados pela analise in silico. Enquanto o micélio foi utilizado nas gRT-PCRs, os
sobrenadantes foram utilizados para verificacdo das atividades enzimaticas e
dosagem de glicose na linhagem QM9414 durante o crescimento nessa fonte de
carbono. As atividades enzimaticas de CMCase e FPase foram realizadas para
verificar, respectivamente, endoglicanases e celulase total secretadas pela linhagem
QM9414 durante a indugcdo por bagaco de cana. Em relacdo a CMCase, néo foi
observada atividade nas primeiras 24 horas de inducdo. A partir de 48 horas, 0
fungo comeca a produzir endoglicanases e a atividade maxima ocorre nos tempos
de 72 e 96 horas, quando atinge aproximadamente 0,15 U/mL (Figura 10A). Em
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relacdo a producédo de celulase total, é possivel observar que no periodo de 24
horas de cultivo a atividade de FPase atinge uma taxa de 0,04 U/mL. Essa atividade
vai aumentando ao longo do tempo e atinge seu maximo em 96 horas, quando a

producédo chega a aproximadamente 0,1 U/mL (Figura 10B).

A B
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Figura 10. Atividades enzimaticas da linhagem QM9414 crescida em baga¢co de cana. O
sobrenadante foi obtido nos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas. A) CMCase (endoglicanase). B) FPase
(celulase total).

Em ambas as analises nés constatamos que houve producédo de celulases

pelo fungo T. reesei QM9414, confirmando o efeito indutor do bagaco de cana.

V. 3) Dosagem de glicose do QM9414 em bagago de cana

O mesmo sobrenadante utilizado para avaliagdo da atividade enzimatica pelo
fungo T. reesei QM9414 foi empregado para a dosagem de glicose resultante no
meio de cultura durante os quatro tempos de cultivo em bagaco de cana. Para tal, foi
usado o kit Glicose Liquiform, cujo principio consiste na oxidacdo de glicose pela
acdo da glicose oxidase formando perdxido de hidrogénio, que por sua vez reage
com 4-aminoantipirina e fenol, sob acdo de uma peroxidase, formando um composto

vermelho cuja intensidade € proporcional a concentracao de glicose na amostra.
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E possivel observar que nos quatro tempos de cultivo a concentracéo de
glicose manteve-se estavel e em niveis baixos, atingindo o maximo de 0,7 mg/mL no

tempo de 96 horas (Figura 11).

Dosagem de glicose

0.3
=)
E 0.2
=1)]
E
b
S 0.1
T
0.0-
- & & &
o > & N

Bagaco de cana

Figura 11. Dosagem de glicose. A linhagem QM9414 foi cultivada em bagaco de cana por 24, 48,
72 e 96 horas e o sobrenadante foi utilizado para a dosagem de glicose utilizando o kit Glicose
Liquiform.

Tal observacdo indica que toda glicose produzida pelo fungo através da
degradacdo do bagaco de cana pelas enzimas celuloliticas é imediatamente
consumida, o gque mantém o nivel de glicose no sobrenadante do meio de cultura em

niveis baixos.

V. 4) Perfil de expresséo génica dos fatores de transcri¢do candidatos

O miceélio da linhagem QM9414 de T. reesei crescida em glicerol, bagaco de
cana e glicose foi coletado e utilizado para extracdo do RNA total. Posteriormente,
foi realizada a avaliacdo da expressao génica absoluta dos 14 fatores de transcricao
previamente selecionados através de PCR em tempo real, utilizando o gene da
actina como controle endégeno. Como se pode observar na Figura 12, cinco genes
mostraram-se mais expressos durante o cultivo em bagaco de cana quando
comparado a glicose. Séo eles: Tr38080, Tr122767, Tr103275, Tr3856 e Tr120475.
Dentre esses cinco genes, a diferenca mais expressiva foi observada nos genes

Tr103275 e Tr38080, ambos homologos ao fator de transcricdo Azfl de S. cerevisiae
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(Azf1/YOR113W). Como Trl03275 apresenta maior homologia ao Azfl de S.
cerevisiae que o Tr38080, segundo a ferramenta BLAST, nos escolhemos esse fator
de transcricdo para dar continuidade aos experimentos de delecdo génica em T.

reesei.
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Figura 12. Expressdo génica absoluta através de gRT-PCR dos fatores de transcrigdo
candidatos. Cinco genes mostraram-se mais expressos durante o cultivo em bagaco de cana
guando comparado a glicose. Sao eles: Tr38080, Tr122767, Tr103275, Tr3856 e Tr120475. A escala
do heat map indica a expressao absoluta dos genes avaliados. O software Mev 4.8.1 foi utilizado para
a construcao do heat map. A clusterizagdo génica foi feita pelo método average linkage utilizando a
correlacao de Pearson como distancia métrica.

V. 5) A expressao do homélogo de azfl de T. reesei é induzida pela biomassa
vegetal e reprimida por glicose

Para entender o papel de Azfl em T. reesei, nds primeiramente verificamos a
expressao desse regulador em diferentes fontes de carbono. A expressao do gene
azfl foi fortemente induzida em bagaco de cana e celulose, enquanto que em

glicose, a expresséo desse gene foi praticamente indetectavel (Figura 13).
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Figura 13. Expressdo do gene azfl em diferentes fontes de carbono. A expressdo génica foi
obtida por gRT-PCR usando actina como controle endégeno. A) Celulose. B) Baga¢o de cana e
glicose.

Esta forte inducdo durante a exposicdo ao material lignocelulolitico e a
repressdo em presenca de glicose sugere que este fator de transcricdo pode estar
envolvido na expressdo das enzimas hidroliticas envolvidas na degradacdo da

biomassa vegetal.

V. 6) Analise filogenética do fator de transcricao Azfl
A proteina Azfl de T. reesei (Trl103275) foi escolhida com base em seu
homologo bem descrito para a levedura S. cerevisiae (AZF1/YOR113W) através de

analise no BLAST pelo JGI Genome Portal  (http://genome.jqgi-

psf.org/Trire2/Trire2.home.html). A analise filogenética entre o fator de transcricdo

Azfl de diferentes espécies mostra que o regulador em T. reesei encontra-se mais
préximo aos homélogos das espécies Escovopsis weberi, um micoparasita de
formigas cultivadoras de fungos, e Beauveria bassiana, um fungo entomopatogénico
(Figura 14).
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Figura 14. Arvore filogenética dos homoélogos de Azfl de diferentes espécies. A arvore foi criada
pelo programa Mega 4 com 1000 bootstraps.

O fator de transcricdo Azfl da levedura S. cerevisiae apresenta uma
identidade de 51% com o seu homdlogo em T. reesei, entretanto, encontra-se mais

distante na arvore filogenética que outros fungos nao leveduriformes.

V. 7) O gene azfl foi deletado com sucesso T. reesei

V.7.1) Amontagem do cassete de delecao pela levedura S. cerevisiae

O primeiro passo para o processo de delecado do gene azfl (Tr103275) de T.
reesei foi a montagem do cassete de delegcéo pela levedura S. cerevisiae. Para isso,
as regides promotora (5’) e terminadora (3’) do gene azfl e o gene de resisténcia a
higromicina foram amplificados e purificados em seguida com o kit QIAquick PCR
Purification (Qiagen). Os amplicons obtidos possuem o0s seguintes tamanhos e
podem ser observados claramente no gel de agarose representado na Figura 15A:
5’: 1003 pares de base (pb); 3": 1115 pb e higromicina: 1432 pb. Com os fragmentos
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amplificados e purificados, a levedura foi transformada para realizar a montagem do
cassete de delecado, que ocorreu de forma satisfatoria, como observado na Figura
15B.
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Figura 15. Montagem do cassete pela levedura S. cerevisiae. A) Gel de agarose mostrando os
produtos de PCR purificados das regides 5’, 3' e do gene de resisténcia a higromicina. B) Gel de
agarose mostrando a amplificacdo do cassete de dele¢céo de 3350 pares de base referente ao gene
Tr103275.

Os quatro cassetes foram amplificados com sucesso e posteriormente
juntados e purificados com o kit QIAquick PCR Purification. O cassete formado
possui 3350 pares de base e foi utilizado para a transformacgéo da linhagem de T.

reesei TU6_Atku70 (parental).

V. 7. 2) Verificacdo dos possiveis mutantes obtidos

Os cassetes de delecdo obtidos na Figura 15 foram utilizados para
transformar a linhagem parental de T. reesei TU6_Atku70. ApdOs sucessivas etapas
de selecdo em meios de cultivo MEX-higromicina e MEX-higromicina com triton,
foram obtidos aproximadamente 20 possiveis transformantes positivos. Para verificar
se 0 gene azfl foi deletado com sucesso, 0 DNA/RNA de cada transformante foi
extraido e a ORF correspondente ao gene azfl foi amplificada por PCR
convencional e RT-qPCR.

Na Figura 16A é possivel observar uma banda de 1508 pares de base
correspondente a ORF do gene azfl na linhagem parental. Essa mesma banda esta
ausente na linhagem mutante Aazfl, indicando que a ORF de azfl foi deletada do

genoma de T. reesei. Em paralelo, parental e mutante foram crescidos em glicerol e
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celulose durante o periodo de 8, 12 e 24 horas e os RNAs dessas linhagens foram
extraidos para analise de gRT-PCR. Reforcando o resultado obtido através da PCR
convencional, ndo houve expressdo do gene azfl de T. reesei em nenhum dos
tempos analisados no Aazfl, contrastando com o encontrado para o parental cuja
expressdo méaxima de azfl ocorreu apés 12 horas de cultivo em presenca de

celulose (Figura 16B).
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Figura 16. Confirmacédo da delecdo do gene Tr103275 (azfl) por PCR. A) Amplificacdo das ORF
do gene Tr103275 (1508 pb) apenas na linhagem parental. B) gRT-PCR mostrando que o gene azfl
de T. reesei s6 é expresso na linhagem parental. P: parental; M: mutante.

A delecdo de azfl na linhagem mutante foi confirmada por Southern blot,
onde o DNA das linhagens parental e mutante Aazfl foram digeridas com as
enzimas de restricdo Xhol e EcoRl, originando fragmentos de 6189 e 2160 pares de

base, respectivamente (Figura 17).
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Figura 17. Estratégia de delecdo e confirmacdo do mutante Aazfl. A) Para o southern blot, os
DNAs das linhagens parental e mutante foram digeridos com as enzimas de restricdo EcoRI e Xhol,
resultando em dois fragmentos de 6.2 kb e 2.16 kb, correspondentes as linhagens parental e mutante,
respectivamente. B) A construcdo da linhagem mutante foi realizada substituindo a ORF do gene azfl
(Tr103275) pelo gene de resisténcia a higromicina (hph). A analise de Southern blot confirmou a
obtencéo dos fragmentos esperados: 6.2 kb na linhagem parental e 2.16 kb no mutante Aazfl.

Uma vez que o gene azfl foi deletado com sucesso do genoma de T. reesei,

nds demos inicio a caracterizagao da linhagem mutante Aazfl.

V. 8) O fator de transcricdo Azfl afeta o crescimento e esporulagcdo em T.
reesei
Para avaliar o papel de Azfl no crescimento de T. reesei, as linhagens

parental e Aazfl foram incubadas em placas de cultivo contendo amido, celulose,
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glicerol, glicose, lactose, PDA e sacarose, e o crescimento foi registrado em quatro e
sete dias. Pouca ou nenhuma diferenca fenotipica € notada nas fontes de carbono
celulose, glicerol, lactose e sacarose, ao passo que em amido, glicose e PDA,
diferencas no crescimento e coloragéo das hifas foram observadas ao final dos sete
dias (Figura 18).

Amido Celulose Glicerol Glicose Lactose PDA Sacarose

Parental

4 dias
Mutante

Parental

7 dias

Mutante

Figura 18. Azfl esta relacionado com o controle do crescimento em diferentes fontes de
carbono. As linhagens parental e mutante Aazfl foram cultivadas em placas de meio minimo
contendo 1% de amido, celulose, glicerol, glicose, lactose, sacarose e PDA. A incubacéo foi realizada
a 28 °C e o crescimento foi registado no quarto e sétimo dias.

O comportamento de Aazfl em resposta as variacdes no pH ambiente
também foi verificado e uma diferenca notéria no perfil de esporulacdo do mutante é
observada principalmente em pH 11 (Figura 19), indicando que Azfl pode estar

relacionado a um processo de adaptacao do fungo T. reesei em meio alcalino.
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4 dias
Mutante Parental

7 dias
Mutante Parental

Figura 19. A delecdo de azfl pode afetar o crescimento em resposta ao pH ambiente. As
linhagens parental e mutante e Aazfl foram cultivadas em placas de PDA com pH ajustado para 5,0,
7,0, 9,0 e 11,0. A incubacéo foi realizada a 28 °C e o crescimento foi registado no quarto e sétimo
dias.

Uma vez que uma diferenca fenotipica foi mostrada entre as linhagens
mutante e parental, nés avaliamos o papel de Azfl na esporulacdo de T. reesei.
Durante 14 dias de crescimento em race tubes, foi possivel observar claramente que

o mutante Aazfl produz menos esporos que o parental TU6_Atku70 (Figura 20).
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Figura 20. Crescimento das linhagens parental e Aazfl em race tubes. O crescimento das duas
linhagens foi observado durante 14 dias e mostrou-se semelhante. No entanto, elas mostraram um
perfil de esporulagéo diferente, uma vez que o mutante esporulou menos que a linhagem parental.

A influéncia de Azfl na esporulacdo foi confirmada por citometria de fluxo,
uma vez que os esporos da linhagem mutante sdo menores do que os da linhagem
parental (11,5% de esporos pequenos em Aazfl e 4,7% de esporos em pequenos
em TUG_Aku70) (Figura 21).
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Figura 21. Azfl estd envolvido nos mecanismos de esporulacdo em T. reesei. Esporos da
linhagem mutante sdo menores do que na linhagem parental (11,5% de esporos pequenos em Aazfl
e 4,7% de esporos em pequenos em TU6_Aku70).
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V. 9) Azf1l ndo esta envolvido no controle do ciclo celular em T. reesei
Trabalhos anteriores com S. cerevisiae mostraram que Azfl pode participar
do controle do ciclo celular, interagindo com a regido promotora do gene que codifica
a proteina CLN3, uma G1 ciclina, cuja expressdo esta diretamente relacionada a
duracéo da fase G1 do ciclo celular. Nessa levedura, um aumento da expresséao de
CLNS3 promovido pelo fator de transcricdo Azfl encurta a fase G1 do ciclo celular
(Newcomb et al., 2002). Dessa forma, nés investigamos se homologo de Azfl de T.
reesei também esta envolvido na regulacdo do ciclo celular nesse fungo. Foi
observado que, tanto na linhagem parental TU6_Atku70, quanto no mutante Aazfl, a
maioria das células encontra-se na fase GO/G1 (80,93% para o parental e 81,74%
para o mutante). Menos de 0,2% do contetdo de DNA corresponde a fase G2/M na

linhagem parental e, no mutante, esse numero € de apenas 0,01% (Figura 22).
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Figura 22. Andlise da incorporacédo de iodeto de propidio (PI) pelas linhagens de T. reesei
TU6_Atku70 e Aazfl. A fluorescéncia emitida pelo Pl foi medida para 10 mil eventos (100%). As
areas M1 e M2 representam as células que se encontram nas fases GO/G1 e G2/M, respectivamente.

Esse perfil similar entre as duas linhagens analisadas mostra que a delecéo
de azfl em T. reesei ndo afetou a regulacéo do ciclo celular, como observado em S.

cerevisiae.

V. 10) Azfl é um regulador positivo da expressao de genes de celulases

Uma vez que nos detectamos um aumento na expressado de azfl nas fontes
de carbono indutoras da producdo de celulases em T. reesei, n0s resolvemos
verificar se esse fator de transcricdo esta envolvido na regulacdo da expressao de
genes celuloliticos em celulose e bagago de cana nas linhagens parental e Aazfl.

Inicialmente, n6s medimos o peso seco do parental e mutante Aazfl crescidos em
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glicose por 24 horas e verificamos que ndo ha diferenca estatistica no crescimento

das duas linhagens, indicando que elas sdo comparaveis (Figura 23).
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Figura 23. Peso seco das linhagens do parental e mutante Aazfl. Ndo houve diferenca estatistica
no crescimento das duas linhagens, indicando que elas sdo comparaveis.

Em seguida, nés selecionamos um gene pertencente a cada um dos
principais tipos de celulases: cel7a (celobiohidrolase), cel3a (B-glicosidase) e cel7b
(endoglicanse). Nés observamos que o comportamento dos trés genes foi
semelhante nas duas fontes de carbono e a expressdo das celulases atinge valor
maximo no tempo de 8 horas. Entretanto, o mutante Aazfl apresentou uma reducao
de quase duas vezes na expressao desses genes (Figura 24), sugerindo que o fator
de transcricdo Azfl pode atuar como um regulador positivo da producdo de

celulases.
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Figura 24. Os genes cel7a, cel3a e cel7b sédo afetados por Azfl. As linhagens parental e Aazfl
foram cultivadas na presenca de celulose e bagaco de cana durante 8, 12 e 24 horas e a expressao
dso genes cel7a, cel3a e cel7b foi avaliada por gRT-PCR.

Baseados nesses dados, nés fomos verificar o papel de Azfl na regulacao de
outras 14 celulases (totalizando 17 celulases), 4 xilanases e da proteina swollenin.
Em presenca de celulose, a delecédo de azfl afeta negativamente a transcricdo de
pelo menos doze genes (cel3b, swo, cel7a, cel6éa, cella, cel6lb, cel6la, cel5a,
cel3a, cel7b, cel74a e cell2a), sendo que nenhuma xilanase foi afetada por Azfl
nessa fonte de carbono. O cultivo em bagaco de cana mostrou-se menos afetado

por Azfl que celulose, uma vez que dez genes foram diferencialmente expressos na
82



Amanda C. C. Antoniéto — TESE (2018) Resultados

linhagem mutante Aazfl quando comparado ao parental. Desses dez genes, oito
(cel7a, swo, cel6la, cel6a, cel7b, cel5a, cel3a e xyn4) foram positivamente
regulados por Azfl e dois (cella e cell2a), curiosamente, foram up-regulados no

mutante ao final de 24 horas de cultivo (Figura 25).
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Figura 25. Genes celuloliticos e hemiceluloliticos estdo sob controle de Azfl em T. reesei. A
expressdo génica de 17 celulases, 4 xilanases e da proteina solenina foi avaliada ap6s o cultivo de
TUG6_Atku70 e Aazfl em presenca de celulose e bagaco de cana durante 8, 12 e 24 horas. O
software Mev 4.8.1 foi usado para a constru¢do do heat map. Os valores de expressédo génica estao
em log,. Os asteriscos indicam que ha diferenca estatistica entre parental e mutante em pelo menos
um dos tempos analisados; ***P < 0.001.

Juntos, esses dados sugerem que o fator de transcricdo Azfl tem um papel
importante na regulacédo do processo de degradacdo da biomassa vegetal, podendo
atuar junto a outros fatores de transcricdo como um regulador positivo da expressao

génica de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas.

V. 11) O motivo de ligagcdo ao DNA de Azfl foi predito através de analises de
bioinformatica

Azfl de T. reesei € um fator de transcricdo de 506 aminoacidos com quatro
dedos de zinco em sua estrutura (Figura 26A). Para encontrar o motivo de ligacao
de DNA putativo para Azfl, foi utilizado o software online desenvolvido por Persikov
e Singh (Persikov e Singh, 2013), em que os aminoacidos que compdem os dedos
de zinco sdo o principio para prever o reconhecimento da sequéncia de DNA. O

motivo de ligacdo do DNA predito para Azfl esté descrito na Figura 26B.
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A 001._MALAAQQHTQ ADWGRWSHQI PQSFPMMGSP GFMSYDPRAQ DGSQMQRQVS AQYLVNSNYN....060
061...QPPMPTASSP  QYQHAGPFSY VPYHSPPPST PLGSPFKSEF PEHPLTRMTH STVDRHHSQA...120
121..MRDYQPYSPV ~ SRRGSISSVA TKPSAAPVIP GPTTPGSFTS SSDAQSPSTP NPQTASQPVS..180
181...SKTLTYNETV HPGDRISFRT DVDELMKAIQ KTQTTDECQQ TLTPARTPKN CTTSTPVLRT...240
241...QSGKPRKQWV CDGPNCGKAF VQKTHRDIHR RIHTGHRPYV CIMENCGLTE SQRGNLKTHI...300
301...RRATGEKPFS CAACGKCFAQ RGNLRSHEET HKGLKPFVCR LDDCNKSFSQ LGNMKTHQNN...360
361.. . FHKETLQKLT HMFVQFSENG EVPRDYQDLF EYFQKHYKNS NKGVKGRGKT RAVAARGPQD...420
421...SAFRQAASPV PALLKTPATT HLPQMIMPAH DPHGRISPYA MTQGAANTLS NVLRNPNPSY...480
481...GLYGPTFAPG PVRDGVFHMG IASHLS

Figura 26. Azfl é um fator de transcricdo de 506 amino&cidos. A) Os quatro dedos de zinco
presentes no Azfl estdo destacados em verde na sequéncia. B) Motivo de ligacdo ao DNA predito
para Azfl.

Motivos individuais ocorridos nas sequéncias promotoras (1 kb) dos 13 genes
celuloliticos regulados por Azfl (ver secdo V. 10) foram encontrados usando o
software FIMO e as sequéncias de cel7a e swo (Tabela 6) foram selecionadas para

a analise de SPR.

V. 12) O motivo dedo de zinco de Azfl recombinante foi produzido por
expressao heteréloga em E. coli

V. 12. 1) Azfl é expresso em E. coli na fracéo soluvel

Para testar as condi¢Oes ideais de expressdo do dedo de zinco de Azfl em E.
coli foram utilizadas duas temperaturas de cultivo, 25 °C e 30° C, e quatro
concentracfes de sal no tampéao de lise (150 mM, 250 mM, 500 mM e 700 mM de
NaCl). N6s observamos que a maior parte do complexo (GST fusionada a
TrAzf1234-370) aparece na fracdo solavel a temperatura de 25 °C. Em relagédo a
concentracao de sal, quantidades minimas de NaCl (150 mM) foram suficientes para

manter a proteina na fracao soluvel de E. coli (Figura 27).

84



Amanda C. C. Antoniéto — TESE (2018) Resultados

A 25°C B 30°C
M 150mM NaCl 250 mM NaCl 500mM NaCl 700mM NaCl o M 150mM NaCl' 250 mM NaCl 500mM NaCl 700mM NaCl oo
&Da) 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 (kDa) ®kDa) 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 (kDa)
120 120
80 - 80 -
50 wp —_ —-— - - 50 ww -— P— -
3 —_ e — -— e o - - - - - |
40 B - - 40 - —— e — -
20 - - 20 - -
10 = - 10

Figura 27. SDS-PAGE gel mostrando a expressdo do complexo (GST fusionada a TrAzf1234-
370) sob diferentes condi¢fes. Os numeros 1, 2 e 3 correspondem a: (1) frag&o solavel em LB
(controle); (2) fracd@o soluvel em TB e (3) fracéo insoldvel em TB. A) Inducao a 25 °C. B) Indugéo a 30
°C. A proteina de fusdo aparece a aproximadamente 40 kDa.

Desta forma, escolhemos como parametros a temperatura de 25 °C e 150 mM

de NaCl para a expressao soltvel do complexo proteico.

V. 12. 2) A proteina pura foi obtida apés quatro etapas de purificacdo

Apoés 24 horas de crescimento em meio TB, o dedo de zinco de Azfl
fusionado a GST foi produzido por inducdo em E. coli BL21 (DE3). Foram obtidos
25,0 gramas de células e os extratos celulares foram preparados e aplicados em
uma coluna GSH Sepharose 4FF. No lisado total é possivel observar o complexo
dedo de zinco de Azf1-GST com aproximadamente 40 kDa (Figura 28). A fracéo
eluida foi tratada com TEV por 48 horas resultando na clivagem completa do
complexo. Ao fim das trés etapas de purificacdo seguintes, a tag de GST e o dedo
de zinco de Azfl puro foram obtidos e possuem aproximadamente 26 e 19 kDa,
respectivamente (Figura 28).
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Figura 28. A proteina pura foi obtida apés quatro etapas de purificacdo. O gel SDS-PAGE
mostra os principais resultados da purificacdo de dedo de zinco de Azfl: o lisado total antes da
purificagé@o da proteina (linha 2), o flowthrough da coluna GSH Sepharose 4FF (linha 3) e o complexo
dedo de zinco de Azf1-GST ap6s a eluicdo com GSH (linha 4), o produto da clivagem com TEV (linha
5), o flowthrough da coluna HiTrap QFF (linha 6), a GST no flowthrough da coluna SP Sepharose
(linha 7), a fracdo eluida da coluna de SP Sepharose (linha 8) e a proteina pura apds a cromatografia
de exclusdo molecular (linha 9). FT: flowthrough.

A pureza de Azfl foi confirmada medindo-se os espectros de absorcdo na
faixa de 550 a 250 nm. Um unico pico foi obtido com absor¢do méaxima a 280 nm,
confirmando a pureza da amostra. Neste comprimento de onda, a absorcédo de
proteinas ocorre principalmente devido a concentracdo de aminoacidos contendo
cadeias laterais arométicas: triptofano, tirosina e cisteina. A concentragdo da
proteina foi determinada utilizando o coeficiente de absor¢do molar (¢) e a lei
Lambert-Beer (Pace et al., 1995), atingindo um valor de 115,35 uyM. Nos préximos

passos, o dedo de zinco de Azfl puro foi utilizado nas analises de SPR.

V. 13) Investigacao do motivo de ligagédo de Azfl por SPR

V. 13. 1) Interagdo da proteina com o DNA dupla-fita
Para determinar se Azfl reconhece o motivo de ligagdo no DNA predito

através da analise de bioinformética, n0s expressamos e purificamos o dominio
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dedo de zinco de Azfl em E. coli e realizamos o ensaio de SPR. As interacdes em
tempo real foram medidas com o sistema BlAcore T-200 usando um chip CM3.
Inicialmente, nos ligamos covalentemente a estreptavidina ao chip CM3. Este chip é
composto por quatro flow cells. A primeira delas € a referéncia, ou seja, ndo ha DNA
ligado em sua superficie. Os DNAs dupla-fita biotinilados correspondentes aos
promotores de cel7a e swo foram imobilizados nas flow cells dois e trés,
respectivamente. A Ultima flow cells foi imobilizada com um DNA dupla-fita
correspondente ao motivo de ligagdo para o complexo de ligacdo a CCAAT (CBC)
heterotrimérico de A. nidulans (Tabela 6). Desta forma, nenhuma ligacdo especifica
para Azfl é esperada na ultima flow cell.

A capacidade de ligacao da superficie do chip depende do nivel de ligante
imobilizado. A quantidade apropriada de DNA necesséria para uma capacidade
maxima de ligacdo de Azfl (Rmax) de 100 RU foi calculada de acordo com a Equacgéo
1: RL = MWiigante / MWAAanaiito X Rmax. Nessa formula, R, € a quantidade de ligante
imobilizado em RU, Mw é o peso molecular (do inglés, molecular weight) do ligante
ou analito e Rnax descreve a capacidade maxima de ligacdo da superficie do ligante
pelo analito, em RU. Um resumo dos céalculos usados para imobilizacdo do DNA nas

flow cells esta descrito na Tabela 7.

Tabela 7. Resumo dos calculos utilizados na imobilizagdo do DNA, mostrando o
peso molecular do ligante (Mw), Rnax, RL € 0 volume de DNA injetado nas flow cells.

Mw DNA DNA 2.5 nM
Flow cell DNA (Da) Rmax (RU) R, (RU) RU ligado injetado
(1)
2 Trcel7a-611-25 15758 100 99,99 100,2 75
3 Trswol-951-25 15765 100 100,03 99,9 60
4 AncccAp-379-25 15764 100 100,03 102,3 42

Os célculos foram realizados considerando o peso molecular do analito Azfl
de 15759,98 Daltons.

Uma vez que todos os DNA foram imobilizados em suas respectivas flow
cells, n6s avaliamos a interagdo da proteina com os DNAs dupla-fita por SPR. Sete
concentracdes do analito foram preparadas num intervalo de 200 nM a 3.125 nM. Os
resultados obtidos para as quatro flow cells sdo mostrados nos sensogramas da

Figura 29. O sensograma é um gréfico de resposta em funcdo do tempo, mostrando
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0 progresso da interacdo proteina-DNA. Nesta analise, os primeiros 200 segundos
representam o tempo de associacdo do ligante (DNA dupla-fita) ao analito (Azfl),

enquanto os ultimos 400 segundos mostram a dissociagdo do complexo.
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Figura 29. Sensogramas mostrando a cinética da interacdo para as sete concentracfes de Azfl

e 0s DNAs dupla-fita. A) Flow cell de referéncia (sem DNA). B) cel7a. C) swo. D) sitio de ligacdo de
CBC.

Conforme esperado, uma resposta maxima foi observada na maior
concentracdo do analito em todas as flow cells. No entanto, houve ligacdo né&o
especifica na flow cell de referéncia (Figura 29A), indicando uma possivel interacao
entre 0 dedo de zinco de Azfl e a matriz de dextrana do chip ou a superficie de
estreptavidina. Ligacdo ndo especifica também foi encontrada na ultima flow cell
(Figura 29D), sugerindo que Azfl estd ligando de forma ndo especifica ao DNA
correspondente ao sitio de ligacdo de CBC. Nas flow cells correspondentes a cel7a
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e swo, foi encontrada uma resposta de aproximadamente 250 RU (Figuras 29B e
29C).

V. 13. 2) Andlise de cinética e afinidade

Em um experimento de SPR tipico, ha uma reacdo direta (associacdo) e
reversa (dissociacdo) para o complexo ligante-analito. Os parametros cinéticos
fornecem informacbes sobre a “rapidez” com que as interacdes acontecem. A
constante da taxa de associacdo, ks (M?'s™), indica o nimero de complexos
formados por segundo em uma solucdo de 1 molar e a constante da taxa de
dissociacdo, kq (s), corresponde a fracdo de complexos que se desintegram por
segundo. A afinidade determina o quanto de complexos ligante-analito sao formados
no equilibrio (quando a associacdo esta em equilibrio com a dissociacdo). A
dependéncia entre os parametros cinéticos e de afinidade é mostrada pela constante
de dissociacdo no equilibrio (Kp), que corresponde a kg/ka. Quanto menor o valor Kp,
maior a afinidade de ligacdo entre o ligante e seu alvo (Ritzefeld e Sewald, 2012).

A Figura 30 mostra os sensogramas correspondentes a cinética (lado
esquerda) e a afinidade no estado estacionario (lado direito) apds a subtracdo da
resposta da flow cell de referéncia. Os valores de Kp para as analise de cinética
entre o complexo formado por Azfl e os DNAs analisados foram de 146,3 nM, 170,5
nM e 466 nM, para cel7a, swo e o sitio de ligacdo de CBC, respectivamente. A partir
dos resultados de afinidade no estado estacionario, cel7a, swo e o sitio de ligacao
de CBC apresentaram um Kp de 147 nM, 172 nM e 460 nM, respectivamente. De
acordo com estes valores, cel7a e swo tiveram uma maior afinidade ao dedo de
zinco de Azfl em comparagdo com a regido promotora onde se encontra o sitio de
ligacdo de CBC. No entanto, outras andlises devem ser feitas para validar esses
dados, uma vez que houve interacdo nao especifica na flow cell de referéncia e no

controle negativo (sitio de ligacéo de CBC).
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Figure 30. Sensogramas correspondentes a cinética (esquerda) e afinidade no estado
estacionario (direita) do complexo Azf1-DNA apés a subtracdo da flow cell de referéncias. A)
cel7a. B) swo. C) sitio de ligacdo de CBC.

V. 13. 3) Lidando com a liga¢cdo néo especifica

Interacdes ndo especificas podem ocorrer quando o analito interage com a

superficie do chip e pode ser verificada através da resposta obtida na flow cell de

referéncia. No nosso experimento de SPR, nds observamos que houve ligacdo ndo

especifica de Azfl a superficie do chip onde se encontra a flow cell de referéncia e
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também no controle negativo, onde esta imobilizado o DNA correspondente ao sitio
de ligacdo de CBC, que ndo € um alvo de Azfl. Para contornar esse problema, nos
realizamos um ensaio em que diferentes concentragdes do competidor nao
especifico PdIldC (5, 10, 15, 20 and 25 pg/mL) foram adicionadas as amostras
contendo 200 nM of Azfl. A Figura 31 mostra o efeito da adicdo PdIdC na cinética
de formacédo e dissociacdo do complexo Azf1-DNA. Como pode ser observado, a
concentracdo minima de PdIdC (5 pg/mL) diminuiu drasticamente a ligacao de Azfl
as regides promotoras de cel7a e swo (Figura 31B e 31C). O mesmo efeito foi

observado para o sitio de ligacdo de CBC que ndo € um alvo esperado para Azfl
(Figura 31D).
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Figura 31. Sensogramas mostrando a cinética de interacdo entre Azfl (200 nM) e os DNAs
dupla-fita apés a adicdo de PdIdC. Nesse ensaio, diferentes concentracbes do competidor ndo
especifico PdIdC foram utilizadas: 5, 10, 15, 20 and 25 ug/mL. A) Flow cell de referéncia (sem DNA).
B) cel7a. C) swo. D) sitio de ligacdo de CBC.
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Em conjunto, esses resultados sugerem que as sequéncias de DNA
correspondentes aos promotores de cel7a e swo preditos através da andlise de
bioinformatica apresentaram maior afinidade de ligacéo ao fator de transcricdo Azfl
em comparacdo com o controle negativo, correspondente ao sitio de ligacdo de
CBC. No entanto, outras abordagens sdo necessarias para confirmar o motivo de
ligacdo de Azfl em T. reesei, uma vez que ligaces inespecificas foram detectadas
durante o ensaio de SPR.
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VI) DISCUSSAO

O mecanismo de produgdo de enzimas envolvidas na degradagdo da
biomassa vegetal por T. reesei requer uma regulacdo orquestrada que € dependente
da atuacdo de diversos fatores de transcricdo. Por ser uma espécie saprofitica e
vastamente distribuida no ambiente, T. reesei criou meios de reconhecer 0s
nutrientes disponiveis e assim capta-los de forma eficiente, sem desperdicio
energético. Nesse sentido, as proteinas reguladoras da expressao génica tém papel
fundamental.

O fator de transcricdo Azfl de T. reesei, aqui denominado TrAzfl, mostrou ser
altamente expresso na presenca de fontes de carbono mais complexas, como a
celulose e o bagaco de cana de acUcar. Esses dados sugerem que essa proteina
pode atuar como um regulador positivo no processo de desconstrucdo da
lignocelulose. A repressdo da expressdo desse mesmo gene em presenca de
glicose indica que T. reesei é sensivel a presenca de fontes de carbono prontamente
metabolizaveis e, dessa forma, o gene azfl € inibido, semelhante ao que ocorre com
outros fatores de transcricdo que regulam positivamente a producdo das
holocelulases. Condizente com o0 que encontramos nesse trabalho, dos Santos
Castro e colaboradores mostraram, em 2014, que durante o crescimento da
linhagem QM9414 de T. reesei em celulose, azfl é quase oito vezes mais expresso
nessa condicdo em comparacao a glicose. Em soforose, a principal fonte de carbono
indutora da producéo de celulases (Gritzali e Brown, 1983; Sternberg e Mandels,
1979), azfl é seis vezes mais expresso que em glicose. Desse modo, TrAzfl é um
alvo em potencial do mecanismo de CCR em T. reesei, similar ao que ocorre com 0
regulador positivo XYR1 (dos Santos Castro et al., 2014). Diferente do que
encontramos, Slattery e colaboradores demonstraram, em 2006, que ha um
aumento da expresséo de azfl em presenca de glicose na levedura S. cerevisiae,
sugerindo que os homologos desse fator de transcricdo podem se comportar de
maneira diversificada entre as espécies (Slattery et al., 2006). Essa informacgéo é,
contudo, paradoxal. Isso porque um trabalho desenvolvido anteriormente por Stein e
colaboradores, em 1998 (Stein et al., 1998), mostrou que a expressao de azfl em S.
cerevisiae ocorre preferencialmente em fontes de carbono ndo fermentaveis, tal

como o glicerol. Nesse estudo, a expressdo do gene azfl foi indetectavel em
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presenca de glicose, contrastando com os achados mais recentes. No presente
trabalho, nés verificamos que, em T. reesei, a expressdo génica de azfl é
aumentada quando o fungo utiliza glicerol como fonte de carbono, em comparacéo a
glicose, corroborando com os achados de Stein e colaboradores. Ainda na levedura
S. cerevisiae, Newcomb e colaboradores mostraram, em 2002, que em o fator de
transcricdo Azfl esta envolvido na regulacdo positiva do gene cIn3, cuja expressao
esta diretamente relacionada com a duracao da fase G1 do ciclo celular (Newcomb
et al., 2002). Entretanto, a delecdo do homélogo de azfl em T. reesei ndo provocou
alteracbes no ciclo celular dessa espécie, sugerindo que TrAzfl pode ter, em T.
reesei, um papel diferente do que exerce na levedura S. cerevisiae.

TrAzfl atua como um regulador positivo da expressdo de genes
holoceluloliticos. Em T. reesei, diversos fatores de transcricdo atuam em conjunto
para se alcancar uma regulacédo efetiva da degradacao da parede celular vegetal.
XYR1 continua a ser o regulador mestre da expressao da celulase em T. reesei (dos
Santos Castro et al.,, 2016). Homdélogos desta proteina desempenham um papel
similar em outros organismos produtores de celulase como A. niger e N. crassa. Em
N. crassa, XLR-1, CLR-1 e CLR-2 foram identificados como proteinas chave na
regulacdo da degradacdo da biomassa da planta em resposta a presenca de
acucares soluveis (Craig et al., 2015). O homdlogo de XYR1 em A. niger, XInR,
regula principalmente a expressdo de genes relacionados a degradacdo do
polissacarideo xilana, mas também pode regular a expressdo de alguns genes
celuloliticos (Hasper et al., 2000). Além de XYR1, outros fatores de transcricdo
atuam como reguladores positivos na regulacdo da expressao de celulases em T.
reesei, como o ACEIl, ACEIIl, LAE1, VELVET, BgIR e o complexo de HAP2/3/5
(Gupta et al., 2016; Hakkinen et al., 2014). Dessa forma, n0s acreditamos que
TrAzfl atua juntamente com esses reguladores para uma degradacéo eficiente do
polimero de celulose. Andlises filogenéticas mostram que T. reesei compartilha
grande parte de seu proteoma, incluindo fatores de transcricdo, com outras espécies
bem estudadas em relacdo a degradacdo da biomassa celulosica: N. crassa, A.
niger, A. nidulans e P. chrysogenum (Gupta et al., 2016). Contudo, apesar da grande
similaridade entre essas espécies, ndo ha relatos da participacdo de fatores de
transcricdo homoélogos ao Azfl na regulacdo da degradacdo da biomassa vegetal

nesses outros fungos filamentosos.
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Um grande numero de genes que codificam para CAZymes se mostrou
regulado por TrAzfl durante o crescimento em celulose e bagaco de cana, dentre
eles, pelo menos treze celulases incluindo a cel7a, a principal celulase secretada por
esse fungo. Das quatro xilanases analisadas, apenas o gene xyn4 foi down regulado
no mutante Aazfl em presenca de bagaco de cana. Tais dados sugerem que 0
homdlogo ao Azfl de T. reesei atua principalmente na regulacdo da utilizacdo da
celulose cristalina, ao invés de polimeros amorfos como a hemicelulose. A swollenin,
uma proteina que auxilia as celulases tradicionais na degradagdo da celulose
(Andberg et al., 2015), também teve sua expressao génica regulada positivamente
por TrAzf1l. De modo similar, 0 gene AS6577, homdlogo da swollenin em T. reesei,
também foi altamente expresso durante o crescimento em celulose no fungo
celulolitico Ascocoryne sarcoides (Gianoulis et al., 2012). Esse dado sugere a
existéncia de um possivel homologo de Azfl nessa espécie que também pode estar
envolvido com a regulacdo da expressdo génica do gene swo. Outro indicio da
participacdo de homodlogos de Azfl na degradagéo de polissacarideos vegetais foi
demonstrado no trabalho de Mathioni e colaboradores, em 2013 (Cramer et al.,
2013). Durante a infeccdo, o fungo fitopatogénico Magnaporthe oryzae produz
enzimas hidroliticas que atuam sobre a parede celular da planta. Nesse estudo,
genes que codificam as proteinas Alfa-N-arabinofuranosidase A, lactose permease e
uma glicosil hidrolase da familia 5 possuem, em sua regido promotora, um motivo de
ligacdo para o homdlogo do fator de transcricdo Azfl de S. cerevisiae, indicando que
gue Azfl pode ter um papel no mecanismo de desconstrucdo da parede celular
vegetal em M. oryzae.

Além das celulases tradicionais, nossos dados sugerem que Azfl pode atuar
na regulacdo da degradacéo oxidativa da celulose. Em Fusarium graminearum, foi
demonstrado que o homodlogo de Azfl se mostrou potencialmente envolvido na
regulacéo da expresséo de genes bacterianos conhecidos como MAMPs (do inglés,
microbe-associated molecular pattern) que estdo envolvidos com o
desencadeamento da resposta imunologica. O fungo reconhece esses MAMPs e
responde com um aumento na captacao de ferro (Ipcho et al., 2016). Em T. reesei, o
ferro pode participar do mecanismo oxidativo de degradacao da celulose, atuando
como aceptor final de elétrons para a enzima celobiose-desidrogenase (CDH,

enzima a qual T. reesei tem possiveis candidatas) que oxida o dissacarideo
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celobiose e outros oligossacarideos. Através da reacdo de Fenton, a reducédo de
Fe* & Fe®" pode gerar radicais hidroxila, auxiliando o processo de despolimerizacéo
dos polissacarideos que constituem a parede celular (Aguiar e Ferraz, 2011,
Mansfield et al., 1997). Estudos recentes demonstraram que as LPMOs atuam em
conjunto com as CDHs para aumentar a conversao da celulose em monémeros de
glicose (Beeson et al., 2011; Harris et al., 2010). Em nossos resultados, o gene que
codifica a LPMO, cel61a, foi down regulado no mutante Aazfl em celulose e bagaco
de cana. Dessa forma, sugere-se que TrAzfl, similar ao que ocorre em F.
graminearum, também pode estar envolvido com o metabolismo oxidativo em T.
reesei e assim contribuir para a desconstrucao da biomassa vegetal.

Além do papel regular do de TrAzfl na producgéo de celulases, nds vimos que
a delecédo de azfl em T. reesei afeta diretamente o desenvolvimento desse fungo,
provocando uma reducdo do numero e tamanho dos esporos produzidos pela
linhagem mutante Aazfl. Uma alteracdo do crescimento em resposta a delecédo de
azfl também foi observada em S. cerevisiae cultivada em fontes de carbono néo
fermentaveis. Nessa levedura, o mutante Aazfl apresentou uma reducdo modesta
no crescimento a 30 °C, sendo que esse efeito se pronunciou quando a temperatura
foi elevada para 37 °C (Slattery et al., 2006). Nés ja relatamos previamente que o
fungo fitopatogénico M. oryzae possui enzimas hidroliticas que apresentam, nas
regides promotoras de seus genes, motivos de ligacdo para Azfl (Cramer et al.,
2013). Em outro trabalho de Xiaoyu e colaboradores, publicado em 2013, eles
demonstraram que o fator de transcricdo COS1 de M. oryzae € um homdlogo do
Azfl de S. cerevisiae (Li et al., 2013). COS1, por sua vez, esta envolvido no
desenvolvimento de conidi6foros em M. oryzae e uma mutacdo nesse regulador
provoca resulta em uma conidiagdo defeituosa (Zhou et al., 2009). Além de regular o
desenvolvimento dos conidi6foros, COS1 pode modular a expressdo de genes
pertencentes a diversas categorias funcionais baseadas no gene ontology (GO)
como transportadores, metabolismo de carboidratos, proteinas, lipideos e acidos
nucleicos, ligacdo a ions metélicos e atividade de oxidorredutase (Li et al., 2013).
Em T. reesei, ja é sabido que a proteina VEL1 esta envolvida com a regulacdo do
crescimento dessa espécie. A delecao de vell resulta em diminuicdo da conidiacao,
impede a formacdo do peritécio e altera a morfologia da hifa reduzindo,

consequentemente, a taxa de crescimento (Karimi Aghcheh et al., 2014). De modo
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similar, a delegcdo do homadlogo veA em Aspergillus carbonarius também causa uma
reducdo drastica na producdo de conidios (Crespo-Sempere et al., 2013). Dessa
forma, TrAzfl aparece como um novo regulador da conidiacdo em T. reesei,
podendo atuar em conjunto com o fator de transcricdo VEL1.

A busca do motivo de ligacdo para TrAzfl na regido promotora dos genes
holoceluloliticos modulados por esse fator de transcricdo nos levou ao motivo
consenso descrito na Figura 26B. Esse motivo consenso corresponde as sequéncias
individuais A;,GA,GACAGAG de cel7a e A,CACG,AG,AG de swo. Em S. cerevisiae,
0 motivo de ligacdo do dedo de zinco de Azfl é bem caracterizado e corresponde a
uma sequéncia de oito nucleotideos: AAGAAAAA (A,GAs) (Newcomb et al., 2002).
Na levedura Candida albicans, a sequéncia GA,GAs de Azfl foi encontrada em
promotores de genes envolvidos na manutencao da integridade da parede celular
(Swidergall et al., 2015) e no fungo M. oryzae, o regulador COS1, homologo de Azfl,
se liga em seus promotores alvo através da sequéncia A;GA; (Li et al., 2013).
Apesar de se tratarem de fungos com caracteristicas bastante distintas, o motivo de
ligacdo de Azfl parece ser bem conservado entre as espécies.

Nos experimentos de SPR para validar o motivo de ligacdo de Azfl predito
através de analise de bioinformatica, nés encontramos valores de Kp relativamente
altos quando comparados a literatura. Valores de Kp elevados sugerem uma baixa
afinidade de ligacédo entre o ligante e seu alvo (Ritzefeld e Sewald, 2012). Nesse
trabalho, nés utilizamos o sitio de ligacao para fator de transcricdo CBC de A.
fumigatus (CCAAT) como controle negativo do experimento na ultima flow cell. A
cinética da ligacao desse regulador ao seu alvo no DNA, por exemplo, ja foi descrita
por Hortschansky e colaboradores, em 2015 (Hortschansky et al.,, 2015), e
apresentou um valor de Kp 0.42 nM. Esse Kp é consideravelmente inferior ao que
encontramos em nossos resultados (146,3 nM para cel7a e 170,5 nM para swo).
Deve-se considerar que a interacdo ndo especifica ocorrida na flow cell de
referéncia pode influenciar nos valores de Kp obtidos. Essa inespecificidade pode ter
ocorrido devido a uma possivel interacdo entre o dedo de zinco de Azfl e a matriz
de dextrana do chip ou a superficie de estreptavidina. Para contornar esse
problema, uma das medidas cabiveis é a alteracdo da composi¢cdo do tampao de
corrida aumentando, por exemplo, a concentracao de sal (Ritzefeld e Sewald, 2012).

Uma vez que os experimentos de SPR nao foram conclusivos, as perspectivas para
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avaliar a interacdo de Azfl com o DNA incluem a otimizacdo do experimento de SPR
e a utilizacdo de outras técnicas como 0s ensaios in vivo ChIP-Seq (do inglés,
Chromatin Immunoprecipitation Sequencing) e in vitro EMSA (do inglés,
Electrophoretic Mobility Shift Assay).

A regulacdo da expressdo génica € o principal mecanismo pelo qual
diferentes grupos de genes sdo modulados a fim de adequar a célula as condicdes
ambientais que se encontra. Os fatores de transcricdo desempenham fungdes
importantes em todos os organismos e, em T. reesei, permitem que essa espécie se
desenvolva em condi¢cdes diversas utilizando as fontes de carbono disponiveis
naguele momento como fonte de energia. Dessa forma, o novo regulador Azfl
descrito nesse trabalho, bem como seus homologos em outras espécies
holoceluloliticas, € um candidato em potencial para uma futura engenharia genética
em T. reesei, visando a construcdo de novas linhagens mais eficientes quanto a

producdo de enzimas que degradam a biomassa vegetal.
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VII) CONCLUSAO

O gene que codifica o fator de transcricdo TrAzfl de T. reesei, homologo ao
Azfl de S. cerevisiae, € altamente expresso em fontes de carbono complexas
como celulose e bagaco de cana, ao passo que em glicose, a expressao
desse gene é praticamente indetectavel.

O mutante Aazfl produz esporos menores e em quantidade reduzida em
relacdo a linhagem parental, indicando que TrAzfl pode estar envolvido nos

mecanismos de esporulacdo em T. reesei.

TrAzfl atua como um regulador positivo da expressao de celulases. No total,
13 genes envolvidos com a degradacdo da parede celular vegetal,
principalmente celulases, foram down regulados no mutante Aazfl em

celulose ou bagaco de cana.

Além das celulases, os genes que codificam a swollenin e a hemicelulase

Xyn4 também foram alvo da regulacdo por TrAzf1.

O sitio de ligagdo para TrAzfl foi predito nesse trabalho através de andlise de
bioinformatica, considerando os 13 genes que se mostraram regulados por
esse fator de transcricdo. No entanto, a validacao desse motivo por SPR néo
foi conclusiva e outros ensaios in vitro e in vivo devem ser realizados para

validar o motivo de TrAzfl em T. reesei.

O papel de Azfl na regulacdo da degradagdo da biomassa vegetal foi
descrito, pela primeira vez, nesse trabalho. Esse fator de transcricdo € um
alvo em potencial para manipulacdo genética de T. reesei, visando o

melhoramento da producdo de enzimas holoceluloliticas por essa espécie.
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IX) ANEXOS
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