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RESUMO

A biomassa vegetal ¢ um recurso disponivel em larga escala e uma das suas mais
imporantes aplicagdes € a producdo de etanol de segunda geragdo. No entanto, o custo
das enzimas ¢ um dos maiores entraves para a produ¢ao economicamente viavel deste
etanol. Neste contexto, ¢ importante encontrar organismos produtores de grandes
quantidades de enzimas que degradam a biomassa. Os objetivos deste estudo foram
clonar, estudar a expressao génica e caracterizar o conjunto de enzimas que degradam a
biomassa vegetal, do fungo filamentoso Trichoderma harzianum 10C-3844. Um total
de 1.543 seqiiéncias de boa qualidade, geradas a partir de uma biblioteca de cDNA do
Trichoderma harzianum I0C-3844, induzido por celulose, foi organizado em 1.002
transcritos, sendo 167 representados por mais de uma seqiiéncia e 835 representados por
apenas uma seqiiéncia. Destes transcritos, 356 tiveram func¢do associada e 646 nao
tiveram. Com isso, entre os transcritos com funcdo associada, foram listados 20
transcritos envolvidos com degradagdo de biomassa vegetal. Analises de PCR em tempo
real do micélio de Trichoderma harzianum 10C-3844, crescido por 36 e 60 horas em
celulose, mostraram niveis de mRNA mais de 2.000 vezes mais representados para os
transcritos cbhl, cbh2, egll, egl2, egl3, egl7 e swol, quando comparados com o micélio
ndo induzido. Em alguns casos as maiores representatividades alcancaram valores
superiores a 100.000 vezes. Entre os transcritos analisados o cbhl, o cbh2 ¢ o egl7,
mostraram os mais altos niveis de expressdo. O Trichoderma harzianum 10C-3844
exibiu um repertorio com alta expressao de transcritos envolvidas na degradacdo de
biomassa vegetal. As enzimas EGIII e Xyn2 foram expressas em sistema recombinante
com uso da levedura Pichia pastoris, apresentando facilidade de purificagdo ¢ boa
atividade enzimatica. Os ensaios de expressao heterdloga viabilizaram estudos
posteriores que visam a aplicacdo industrial das enzimas. Assim, esta cepa mostrou
potencial para produzir enzimas que degradam a biomassa para a producao de etanol de

segunda geragao, e para ser fonte de enzimas para a industria de papel.
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Biomassa, Biblioteca de cDNA, Etanol de segunda geracao, Expressao heterologa.



ABSTRACT

The plant biomass is a large-scale available resource and one of its more
important applications is the second-generation ethanol production. However, the
enzyme cost is one of the biggest barriers for economically viable ethanol from
biomass. Therefore, it is important to identify fungal strains that can produce high
concentrations of plant biomass-degrading enzymes. The aim of this work was to clone,
study the gene expression and characterize the plant biomass-degrading transcript set of
the filamentous fungus Trichoderma harzianum I0C-3844. A total of 1,543 high-
quality reads from the Trichoderma harzianum 10C-3844 cellulose induced cDNA
library were organized into 1,002 transcripts representing 167 contigs and 835 singlets.
Of these 1,002 transcripts 646 had unknown functions and 356 showed associated
functions. Among the transcripts with associated functions, we found 20 transcripts
related to plant biomass deconstruction. The real time PCR analysis of Trichoderma
harzianum I0C-3844 mycelia grown for 36 and 60 hours in cellulose, revealed that the
levels of the following mRNAs were induced by at least 2,000-fold when compared to
uninduced mycelia: cbhl, cbh2, egll, egl2, egl3, egl7 and swol. In some cases, the
values were higher than 100,000-fold. Among the transcripts analyzed by real time
PCR, cbhl, cbh2 and egl7 exhibited the highest expression levels. The Trichoderma
harzianum I0C-3844 exhibited a repertoire with high expression of plant biomass-
degrading transcripts. The enzymes EGIII and Xyn2 were recombinantly expressed in
Pichia pastoris, showing good quality purification and good enzymatic activity. The
heterologous expression assays made possible future studies aiming at the industrial
application of the enzymes. Therefore, this strain showed potencial to produce biomass-
degrading enzymes for second-generation ethanol production and to be a source of

enzymes for the paper industry

KEY WORDS

Trichoderma harzianum, Transcriptome, Cellulases, Hemicellulases, Xylanases,

Biomass, cDNA library, Second-generation ethanol, Heterologous expression.
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1 INTRODUCAO

1.1 Etanol de segunda geracéo e biomassa

A produgdo de biocombustiveis renovaveis como o etanol, em especial o etanol
celuldsico, obtido da fermentagdo de agucares oriundos da sacarificacdo de biomasa
vegetal, apresenta potencial para substituir os combustiveis fosseis resultando na
reducdo das emissdes de gases de efeito estufa. O uso de biocombustiveis também
contribui para contornar os problemas de dependéncia de importagdo, instabilidade de
mercado e limitacdo das reservas mundiais de combustiveis fosseis (NEHRING, 2009;
HILL et al., 2009; SLADE, BAUEN, SHAH, 2009; MACLEAN & LAVE, 2003). Neste
contexto, além do processo tradicional de producdo de etanol a partir da fermentacao da
sacarose presente no caldo de cana, a produgdo de etanol de segunda geragao, a partir de
biomassas residuais (material lignocelulosico) oriundas da agricultura e da agro
industria, ¢ uma alternativa promissora para atender a crescente demanda mundial por
combustiveis (BALAT & BALAT, 2009). A biomassa residual, ¢ o composto organico
mais abundante da biosfera e ¢ quase totalmente composta por parede celular vegetal
que, por sua vez, ¢ constituida principalmente de celulose, de 40,6 a 51,2 %;
hemicelulose, de 28,5 a 37,2 % e lignina, de 13,6 a 28,1 % (PAULY & KEEGSTRA,
2008).

A celulose ¢ formada por cadeias polissacaridicas constituidas por moléculas de
glicose, unidas entre si por meio de ligacdes do tipo B-1,4. O dissacarideo celobiose € a
unidade repetitiva da cadeia. Estas cadeias se dispdem de modo alinhado e formam um
complexo de fibrilas organizadas. Aproximadamente 30 moléculas de celulose sdo
montadas em unidades maiores constituindo as fibrilas elementares, que sao
empacotadas em unidades maiores chamadas microfibrilas; estas por sua vez sao
montadas para formar a fibra celulésica (LYND et al., 2002). As fibras celuldsicas ndo
sdo puramente cristalinas. O grau de cristalinidade ¢ variavel formando um gradiente
desde o puramente cristalino para o puramente amorfo, com todos os graus de ordem
entre os extremos (MARCHESSAULT &. HOWSMON, 1957). Sustentada por
ligagdes de hidrogénio inter e intracadeias, a celulose ¢ altamente coesiva e possui
resisténcia excepcional permanecendo insoliivel em agua, apesar da hidrofilicidade de
seus atomos de hidrogénio. Por sua estrutura rigida, a celulose apresenta resisténcia ao

ataque hidrolitico e sua digestdao ¢ naturalmente lenta. Como exemplo, as gramineas sao



digeridas mais lentamente por animais herbivoros do que a carne o ¢ por animais
carnivoros; também, arvores mortas sdo degradadas muito mais lentamente por
microorganismos do solo do que os animais o sao (VOET & VOET, 1995). A situagdo
ndo ¢ diferente em ambientes ndo naturais, havendo também dificuldades para a
hidrolise de celulose em escala industrial.

As cadeias de hemicelulose se associam fortemente as microfibrilas de celulose,
se conectando as mesmas por multiplas ligagdes de hidrogénio. Deste modo, a
hemicelulose proporciona o ponto de contato na parede celular entre as microfibrilas de
celulose e o restante dos polimeros da matriz (ALBERSHEIM et al., 2010). Ao
contrario da celulose, a hemicelulose apresenta natureza heteropolissacarinica e
consideravel grau de ramifica¢do. Isso faz com que ndo haja regides cristalinas e assim
as fibras sdo mais suscetiveis a hidrdlise. Suas unidades fundamentais sdo basicamente
os monomeros: D-xilose, D-manose, D-galactose, D-glicose, L-arabinose, D-acido
glucoronico e acetatos; destacando-se pela alta abundancia a manana e principalmente o
xilano (PEREIRA, COUTO, ANNA, 2008; POLIZELI et al., 2005; SAMIRIT &
JAGDEEP, 2008).

A lignina, também responsavel pela robustez da parede celular, ¢ um polimero
fendlico complexo e apresenta ligagdes covalentes com os polissacarideos contribuindo
para dificultar a hidrdlise enzimatica (LIYAMA, LAM, STONE, 1994; CAMPBELL &
SEDEROFF, 1996). As ligagdes covalentes entre os polissacarideos da parede celular
tém sido reportadas como ocorrendo quase que na totalidade entre lignina e
hemicelulose, porém também ha evidencias de que, em menor grau, existam ligagdes
covalentes entre lignina e celulose (EK, GELLERSTEDT, HENRIKSSON, 2009;
ERIKSSON, GORING, LINDGREN, 1980). Neste contexto, a cristalinidade da
celulose, a cobertura da hemicelulose ¢ a protegdo da lignina proporcionam pouca
acessibilidade de superficie e contribuem para a resisténcia da biomassa a hidrolise
enzimatica (MOSIER et al., 2005).

A biomassa € o unico recurso renovavel disponivel em larga escala que pode ser
convertido em combustiveis liquidos de facil transporte e distribuigio (WYMAN,
2007). Entretanto, a producao de bioetanol oriundo de biomassa residual se encontra em
um nivel de desenvolvimento tecnologico insatisfatorio, sendo necessario melhorar os
processos para permitir sua a viabilidade econdmica no cenario mundial (SERVICE,
2010). O Brasil se encontra em posi¢ao estratégica para investir nesta tecnologia por ter

tradicdo na producdo e distribui¢do de etanol e por ter disponibilidade de biomassa



residual a baixo custo, oriunda da agricultura e da agro industria, destacando-se
principalmente o bagago de cana (PEREIRA, COUTO, ANNA, 2008). De fato o Brasil
¢ favorecido, pois o processo da produgdo de etanol a partir de bagago de cana pode ser
anexado as unidades de producdo de agucar e alcool existentes, o que caracteriza baixa
demanda de investimento, infra-estrutura, logistica e fornecimento de energia. Além
disso, o Brasil possui espaco territorial suficiente para producdo de alimentos e
combustiveis sem ocupar novas areas para agricultura. Por outro lado, apesar da
hidrélise de bagaco de cana para producdo de etanol estar consolidada em condi¢des de
laboratorio, a aplicagdo em larga escala ainda ndo ¢ economicamente viavel no Brasil

(SOCCOL et al., 2010).

1.2 Processamento de biomassa

Entre os pré-tratamentos mais utilizados para o inicio do processamento da
biomassa na produ¢do de etanol de segunda geragdo, se encontra o tradicional e bem
aceito método de explosdo a vapor ou “steam explosion” (SOCCOL et al., 2010), que
desorganiza o complexo lignocelulosico dissolvendo a hemicelulose e a
despolimerizando quase que totalmente (ZIMBARDI, RICCI, BRACCIO, 2002;
HENDRIKS & ZEEMAN, 2009). Com isso, as pentoses, na maioria xilanas e mananas,
sdo disponibilizadas diretamente para fermentagao alcodlica, que se da comumente com
uso da levedura Pichia stipitis (OLOFSSON, BERTILSSON, LIDEN, 2008; VAN
VLEET & JEFFRIES, 2009). Do material restante, composto por lignina e celulose,
também chamado de lignocelulose, a lignina pode ser separada (deslignificacdo) com
uso de solventes organicos (ZHAO, CHENG, LIU, 2009). Permanece entdo a celulose,
com digestibilidade aumentada, para ser submetida a hidrdlise enzimatica pela a¢ao das
celulases. A glicose resultante ¢ entdo submetida a fermentacao alcodlica pela levedura
Saccharomyces cerevisiae.

Um outro tipo de pré-tratamento, denominado “ammonia fibre expansion”
(AFEX) pode ser usado, no entanto, este procedimento ndo extrai a hemicelulose,
tornando necessario o uso de enzimas (hemicelulases) para a despolimerizagao (GAO et
al., 2011). Com isso, o custo de produgdo das hemicelulases comprometeria ainda mais
a viabilidade econdmica do etanol de segunda geracdo. Neste contexto, devido a
possibilidade de separacdo e degradacdo da hemicelulose no pré-tratamento, as

hemicelulases nao tém tido tanta importancia quanto as celulases na producgdo de etanol
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(PEREIRA, COUTO, ANNA, 2008). Além disso, segundo (SOCCOL et al., 2010) as
melhores condigdes de pré-tratamento sdo aquelas que proporcionam maxima
solubilizagdo de acucares de hemicelulose, juntamente com a melhor produgdo possivel
de substrato para a hidrélise enzimatica e fermentagao.

Alternativamente, a biomassa pode ser abordada pelo método da hidrolise acida.
Este processo separa a lignina da celulose (deslignifica a lignocelulose) e ao mesmo
tempo, hidrolisa a celulose, com o uso de fortes acidos minerais em altas temperaturas
(HARRIS, 1975). No entanto, este procedimento foi abandonado por gerar substancias
toxicas que inibem a fermentagdo da glicose (PEREIRA, COUTO, ANNA, 2008).
Segundo (WYMAN, 2007), a utilizagdao de celulases para hidrolisar a celulose ¢ muito
mais promissora do que a utilizagdo de hidrélise 4cida.

Outra possibilidade para degradagao da lignina seria o pré-tratamento biologico.
Existem organismos que degradam a lignina por meio de um complexo enzimatico
extracelular, e que poderiam ser usados para deslignificar a biomassa vegetal,
disponibilizando a celulose. Entre eles, o mais estudado ¢ o basidiomiceto filamentoso
Phanerochaete chrysosporium (MARTINEZ et al., 2004; KERSTEN & CULLEN,
2007). No entanto, a expressdo e manipulagdo das ligninases, para atender esta
demanda, tem tido pouco sucesso (US-DOE, 2006). De fato, a degradagao bioldgica de
lignina é complexa e depende de fatores como a cepa de fungo utilizada, as condi¢des
de cultura, a secre¢do enzimatica ¢ os mecanismos oxidativos (GUILLEN et al., 2000;
WAN & LI, 2010). Além disso, nem sempre os maiores degradadores de lignina
proporcionam os melhores rendimentos na conversao de biomassa vegetal em glicose
(CAPELARI & TOMAS-PEJO, 1997; SHI, CHINN, SHARMA-SHIVAPPA, 2008).
Em estudos recentes foi analisada a viabilidade do uso de 21 basidiomicetos secretores
de ligninases, entre eles o Phanerochaete chrysosporium, para o pré-tratamento
biologico de material lignoceluldsico na producao de etanol de segunda geracao a partir
de residuos de trigo. Entre os organismos estudados, os autores sugeriram apenas o uso
dos fungos Irpex lacteus e Poria subvermispora para o pré-tratamento bioldgico, porém,
ressaltaram que sua aplicabilidade ainda deve ser otimizada e testada para uso em
escala industrial (SALVACHUA et al., 2011).

Neste contexto, o principal objetivo do pré-tratamento ¢ aumentar a area de
superficie acessivel as celulases, ajudar a descristalinizar a celulose e remover a
hemicelulose ¢ a lignina (BRODEUR et al., 2011). Depois da remog¢ao de hemicellulose

e lignina, aplica-se um dos procedimentos mais aceitos chamado de sacarificagdo e



fermentagdo simultaneas (“Simultaneous Sacharification and Fermentation” - SSF), no
qual a hidrdlise enzimatica da celulose ocorre simultaneamente a fermentagdo alcodlica
da glicose. As principais vantagens deste método, em relagdo ao procedimento de
hidrolise e fermentagdo separadas, (“Separate Hydrolysis and Fermentation” - SHF), se
caracterizam pela diminuicao de custo, por utilizar apenas um reator, ¢ pela reducao da
inibi¢do das celulases pelos produtos finais da hidrélise enzimatica (celobiose e
glicose), removendo os mesmos e assim alterando o equilibrio da reacdo de hidrolise
(OLOFSSON, BERTILSSON, LIDEN, 2008; PEREIRA, COUTO, ANNA, 2008).
Além disso, neste processo a produgdo de etanol ¢ mais rapida e o risco de
contaminagdo ¢ menor devido a sua propria presenca e pela remogao da glicose. Por
outro lado, o processo SSF apresenta dificuldade oriunda das diferengas entre as
temperaturas 6timas de hidrdlise enzimatica (45-50 °C) e de fermentagdo alcodlica (28-

35°C) (SOCCOL et al., 2010).

1.3 O género Trichoderma

O Trichoderma ¢ um género de fungos filamentosos com capacidade para
degradar celulose e hemicelulose, € comumente encontrado em material vegetal caido
no solo e na rizosfera (SCHUSTER & SCHMOLL, 2010). Os fungos deste género sdo
também patogenos oportunistas de mamiferos imunodeficientes, incluindo humanos
(KREDICS et al., 2003). Estes fungos sdo usados para aumentar a produtividade
agricola, no controle bioldgico de plantas, pois atuam como simbiontes avirulentos,
causando mudangas significativas no proteoma e metabolismo, induzindo resisténcia
sistémica contra fitopatogenos, além de atuar na captacdo de nutrientes (YEDIDIA,
BENHAMOU, CHET, 1999; HARMAN et al., 2004). Outrossim, a produ¢do de
antibioticos e enzimas hidroliticas destes fungos também sao fatores que permitem sua
aplicagcdo contra patogenos de plantas (GHISALBERTI & SIVASITHAMPARAM,
1991; GOLDMAN, HAYES, HARMAN, 1994).

O Trichoderma reesei (estagio assexuado anamorfo), classificado também como
Hypocrea jecorina em seu estagio sexuado ou teleomorfo (KUHLS et al., 1996),
hidrolisa a celulose por meio da produgdo substancial de celulases extracelulares que
podem ser recuperadas dos sobrenadantes das culturas (LYND et al., 2002). Apesar de
estarem surgindo cada vez mais alternativas ao 7. reesei (GUSAKOV, 2011; CASTRO
et al.,, 2010a; CASTRO et al.,, 2010b), este fungo tem sido a principal fonte de



preparados enzimaticos utilizados no processamento de biomassa vegetal, e suas
celulases tém sido foco de pesquisa nos ultimos 50 anos (MANDELS & REESE, 1957,
LYND et al., 2002; KABEL et al., 2006; SCHUSTER & SCHMOLL, 2010).

O género Trichoderma é também um bom produtor de hemicelulases, e tem sido
usado como fonte destas enzimas por causa da aplicabilidade e importancia das mesmas
na industria de papel (STALBRAND et al., 1993; XIONG et al., 2004; POLIZELI et al.,
2005; WONG, TAN, SADDLER, 1988).

1.4 Celulases

Os microorganismos que obtém energia da celulose precisam produzir celulases
extracelulares, livres ou associadas as células, para hidrolisarem e metabolizarem este
polimero insoluvel. Os tipos de celulases existentes atuam de modo sinérgico e
apresentam a capacidade de hidrolisar ligagdes glicosidicas tipo B-1,4 entre os residuos
glicosil (LYND et al., 2002).

Estas enzimas sdo classificadas em trés grupos: Exoglucanases, Endoglucanases
e B-glucosidases. As exoglucanases agem na regido cristalina da celulose processando
as extremidades dos polissacarideos. Elas sdo constituidas principalmente por dois
grupos: as glucanohidrolases, que liberam glicose; e as celobiohidrolases (CBHs), que
liberam celobiose. Existem dois tipos de celobiohidrolases: CBHI ou Cel7a que
hidrolisa extremidades redutoras das cadeias de polissacarideo ¢ CBHII ou Cel6a, que
hidrolisa extremidades nao redutoras. As endoglucanases (EGs) clivam em sitios
amorfos internos da cadeia polissacaridea da celulose (celulose ndo cristalina), gerando
oligossacarideos de varios tamanhos (celodextrinas ou celo-oligossacarideos). As [-
glucosidases (BGLs) hidrolisam oligossacarideos soluveis (celodextrina e celobiose) e
liberam glicose (LYND et al., 2002).

Quando agem em conjunto, portanto de modo sinérgico, as celulases apresentam
melhor rendimento do que a soma dos rendimentos individuais. Existem pelo menos
trés formas de sinergia: “endo-exo”, em que as endoglucanases disponibilizam
extremidades redutoras e ndo redutoras do polimero que sofrem a acdo da CBHI e da
CBHII respectivamente; “exo-exo”, entre exoglucanases processando as duas
extremidades da cadeia polissacaridica; e “exo-bg”, em que as celobiohidrolases

liberam celobiose que sofre agao da B-glucosidase (LYND et al., 2002).



A atividade celulolitica do fungo 7. reesei ¢ dada pela produgao de pelo menos
duas exoglucanases: CBHI ou Cel7a e CBHII ou Cel6a; cinco endoglucanases: EGI ou
Cel7b, EGII ou Cel5a, EGIII ou Cell2a, EGIV ou Cel61a e EGV ou Cel45a; e duas B-
glucosidases BGL1 ou Cel3a ¢ BGL2 ou Cella (LYND et al.,, 2002). Entretanto,
(FOREMAN et al., 2003) descreveram ainda mais trés endoglucanases preditas: EGVI
ou Cel74a, EGVII ou Cel61b e EGVIII ou Cel5b e mais cinco seqiiéncias putativas de
B-glucosidases: BGL3 ou Cel3b, BGL4 ou Cel3c, BGL5 ou Cellb, BGL6 ou Cel3d e
BGL7 ou Cel3e. Com excegdo das enzimas BGL2, BGL4, BGL5 ¢ BGL6, todas as
outras contém seqiiéncia sinal para secre¢do celular (FOREMAN et al., 2003).

Como caracteristica geral as CBHs e EGs apresentam uma estrutura modular
que freqiientemente inclui os dominios cataliticos e os modulos de ligacdo de
carboidratos (CBMs). O CBM permite a ligacdo da enzima a superficie da celulose por
forcas interativas ndo covalentes especificas, presumidamente facilitando a hidrolise
pelo dominio catalitico, por aproximar este ao substrato (TEERI et al., 1998).
Experimentos mostraram que o médulo CBM da CBHI se liga a superficie da celulose
de modo reversivel, exibindo uma taxa de re-posicionamento compativel com a taxa de
hidrolise do dominio catalitico e explicando assim acdo de natureza processiva das
CBHs. O CBM, juntamente com o /inker que o une ao dominio catalitico, mediam um
processamento dinamico do dominio catalitico em movimento na superficie da celulose
(LINDER & TEERI, 1996; DIVNE et al., 1998).

A indugdo dos genes que codificam as enzimas extracelulares envolvidas na
biodegradacao da biomassa vegetal (celulases e hemicelulases) ¢ dependente da fonte de
carbono disponivel no meio (ARO, PAKULA, PENTTILA, 2005). Por outro lado, o
produto final da hidrolise da celulose (glicose), inibe a transcricdo das celulases e
xilanases de fungos e bactérias via repressdo catabolica (NAKARI-SETALA et al.,
2009; KUBICEK et al., 1993).

Em Trichoderma reesei, os transcritos para celulases e hemicelulases sdo
induzidos quando a celulose e outros polimeros sdo usados como fonte de carbono
(ARO, PAKULA, PENTTILA, 2005). Porém, a celulose ¢ insolivel e ndo pode
atravessar a membrana celular e entrar na célula. Hipdteses propostas sustentaram que a
inducdo ocorre entdo, devido a expressdo de niveis basais de enzimas celuloliticas que
produzem, a partir da celulose presente no meio, oligossacarideos soliveis que entram
na célula e agem como indutores de sintese de celulases (MANDELS & REESE, 1960).

Evidéncias que sustentam estas hipdteses foram reportadas, mostrando que a indugdo do



transcrito cbhl pela celulose foi completamente reprimida pela adi¢do prévia de
anticorpos para as principais celulases CBHI, CBHII, EGI e EGII bloqueando a agado
das mesmas na celulose. Também, a adi¢do prévia dos mesmos anticorpos ndo impediu
a transcri¢do do cbhl quando a soforose, que € soluvel e entra na célula, foi usada como
indutor (EL-GOGARY et al., 1989). Outro trabalho mostrou, entre outras evidéncias, a
presenca de transcritos de cbhl e egll em células de 7. reesei ndo induzidas e a
atividade do promotor de chhl na auséncia de celulose (CARLE-URIOSTE et al.,
1997).

Existem inimeras aplicagdes industriais para as celulases. Estas enzimas sdo
utilizadas na industria téxtil no processo de “stonewashing” de tecidos “jeans” para o
amolecimento da fibra e obtencdo de aparéncia desgastada e desbotada. As celulases
também sdo uteis na industria de bebidas melhorando a qualidade e a produtividade em
processos de fermentagdo para obtengdo de vinho e cerveja. Na industria de alimentos
as celulases sdo usadas para a diminuicdo da viscosidade dos sucos de frutas. Na
industria de racdo animal estas enzimas sdo utilizadas para o pré-tratamento da silagem
aumentando seu valor nutricional. As celulases sdo utilizadas até mesmo na industria de
papel podendo auxiliar no braqueamento da polpa de celulose e na remogao de tinta em
processos de reciclagem de papel (KUHAD, GUPTA, SINGH, 2011). Entretanto,
(SUKUMARAN, SINGHANIA, PANDEY, 2005) ressaltou que a mais importante
aplicacdao das celulases ¢ para a producdo de etanol de segunda geragcdo a partir da

biomassa vegetal

1.5 Hemicelulases

Assim como para as celulases, as hemicelulases também atuam de modo
sinérgico para a degradagao do substrato. S3o necessarias varias enzimas diferentes para
hidrolisar hemicelulose devido a sua heterogeneidade (SAHA, 2003). Como o xilano ¢
muito abundante na hemicelulose as xilanases (ou endoxilanases) apresentam grande
importancia na degradagcdo deste polimero, hidrolizando ligagdes B-1,4 e produzindo
oligomeros que podem ser hidrolisados em xilose pela B-xylosidase (ndo menos
importante). Entretanto, ezimas adicionais sdao requeridas para a completa degradagao
da hemicelulose (SHALLOM & SHOHAM, 2003).

O fungo Trichoderma reesei ¢ um dos melhores secretores de hemicelulases,

produzindo em altas concentracdes a maior parte das hemicelulases ja descritas para



microorganismos (SHALLON & SHOHAM, 2003; MARTINEZ et al., 2008). As
hemicelulases descritas para T. reesei (FOREMAN et al., 2003) sdo as endoxilanases ou
xilanases (Xyn): Xynl, Xyn2, Xyn3 e Xyn4, que clivam ligagdes B-1,4-xilana; a B-
xilosidase (BXL): Bxl1, que hidrolisa xilanooligossacarideos e xilobiose (POLIZELI et
al., 2005); as acetilxilano esterases (Axe): Axel e Axe2, que removem grupos laterais
de acetil das fibras de hetero-xilano ou acetil xilano (MARGOLLES-CLARK et al.,
1996a); as arabinofuranosidases (Abf): Abfl e Abf2, que removem residuos L-
arabinose de heteropolissacarideos (MARGOLLES-CLARK et al., 1996b); a mananase
(Man): B-mananase Manl, que cliva a ligagdo glicosidica tipo B-1,4 de residuos D-
manosil ligados a D-manose ou a D-glicose (TENKANEN et al.,, 1997); as a -
galactosidases (Agl): Agll, Agl2, e Agl3, que hidrolisam residuos a-galactosideo de
galactomamanos poliméricos (MARGOLLES-CLARK et al., 1996c); e a o-
glucuronidase: Glrl, que remove acidos glucurdnicos ligados a unidades de xilose do
xilano (MARGOLLES-CLARK et al., 1996d).

Considerando a possibilidade da despolimerizagdo da hemicelulose e de sua
disponibilizagdo direta para fermentacdio com o pré-tratamento, a producdo de
hemicelulases pode apresentar menor importancia em relagdo a producdo de celulases
no processamento da biomassa vegetal para a producdo de etanol de segunda geragao
(OLOFSSON, BERTILSSON, LIDEN, 2008; VAN VLEET & JEFFRIES, 2009;
PEREIRA, COUTO, ANNA, 2008). No entanto, ao utilizar pré-tratamentos que
removem parcialmente a hemicelulose, existe a demanda de atividade xilanasica para a
hidrolise da biomassa. Isto ¢ particularmente importante tendo em vista que os
xilooligomeros inibem fortemente a hidrdlise da celulose (QING, YANG, WYMAN,
2010; MAEDA et al., 2011).

Por outro lado, xilanases e mananases apresentam grande importancia na
industria de celulose e papel: auxiliando na remog¢do da lignina residual, que ¢
responsavel pela coloracdo escura da polpa de celulose, e diminuindo o uso de agentes
quimicos (compostos clorados) durante o processo de branqueamento da polpa de

celulose (VIIKARI et al., 1994; POLIZELI et al., 2005; SAMIRIT & JAGDEEP, 2008).

1.6 Ligninases

As enzimas ligninases compreendem duas familias lignoliticas: a da fenol

oxidase (laccase) e a das peroxidases. Esta ultima inclui a lignina peroxidase (LiP) e a



manganés peroxidase (MnP) (DASHTBAN, SCHRAFT, QIN, 2009). Alguns fungos
tém sido descritos como bons produtores de ligninases (SALVACHUA et al., 2011;
DASHTBAN, SCHRAFT, QIN, 2009), entre eles o mais estudado ¢ o Phanerochaete
chrysosporium (MARTINEZ et al., 2004). Por outro lado, representantes do género
Trichoderma, como T. reesei ¢ T. harzianum nao sdo produtores de ligninases
(DASHTBAN, SCHRAFT, QIN, 2009). Entretanto, assim como no caso das
hemicelulases, as ligninases perdem importancia no processamento da biomassa vegetal
em relacdo as celulases. Isso ocorre em parte por que a separacdo da lignina
(deslignificagdo) ¢ comumente efetuada com os pré-tratamentos normalmente
utilizados, entre eles o “organosolv”’, que usa solventes organicos (ZHAO, CHENG,
LIU, 2009; PAN et al., 2005); em parte pela complexidade da degradacdo biologica de
lignina que se caracteriza pela lentidio e baixa taxa na hidrolise (SALVACHUA et al.,
2011; BRODEUR et al., 2011); e em parte pela agregacao de valor e aplicabilidade das
ligninases na industria de papel, onde estas enzimas sdo uteis no branqueamento da
polpa (biopolpacdo), e no tratamento dos residuos poluentes oriundos do

branqueamento da polpa (TIEN, 1987; BAJPAI, ANAND, BAJPAI, 2006).

1.7 Enzimas acessorias

Algumas enzimas denominadas acessorias tém sido descritas em
microorganismos que degradam biomassa vegetal por serem capazes de diminuir a
cristalinidade da celulose e dispersar suas microfibrilas (amorfogenese). Estas enzimas
normalmente ndo apresentam atividade hidrolitica, mas sdo Uteis para o aumento da taxa
de hidrolise, uma vez que promovem o aumento da drea de superficie da celulose
tornando-a mais acessivel para as celulases (ARANTES & SADDLER, 2010).

A Swolenina (SWOI) ¢ uma enzima acessoria descrita em 7. reesei que
apresenta similaridade com expansinas de plantas. Estas por sua vez sdo associadas com
o relaxamento da estrutura da parede da célula vegetal durante o crescimento celular
(SALOHEIMO et al., 2002). De modo analogo, a SWOI de T. reesei, quando usada em
pré-tratamento de substratos celulosicos insoluveis (celulose cristalina) aumenta a
acessibilidade das celulases e com isso acelera a hidrélise (JAGER et al., 2011).

Outra enzima acessoria, a loosenina, também relacionada com expansina de
planta, foi descrita para o fungo Bjerkandera adusta (QUIROZ-CASTANEDA et al.,

2011). Apos realizar o pré-tratamento de substrato celuldsico nativo com a loosenina,
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estes autores demostraram a capacidade desta proteina em desorganizar as fibras
celuldsicas e com isso promover a conseqiiente aceleracao das taxas de hidrdlise.

Vale ainda destacar a endoglucanase EGVII de 7. reesei que, apesar de ser
classificada como celulase, exibe baixos niveis de atividade endoglucandsica e nao
apresenta evidencias de possuir um dominio catalitico (KARKEHABADI et al., 2008).
Por outro lado, apesar de ndo apresentar similaridade com as expansinas, a EGVII pode
ser considerada como uma enzima acessoria candidata, pois h4 indicacdes de que ela
pode contribuir de modo sinérgico com as demais celulases, aumentando a atividade
celulolitica em substratos nativos (MERINO & CHERRY, 2007).

Por ultimo podemos citar a EGII que apesar de possuir ativiade
endoglucanésica apresentou em 7. reesei € Phanerochaete chrysosporium, a capacidade
de relaxar a estrutura da celulose, assumindo papel de enzima acessoria

(HENRIKSSON et al., 1999; YUAN, WU, COSGROVE, 2001).

1.8 Principais desafios para desconstrugdo de biomassa vegetal e producdo de

etanol

Apesar de ter havido significativo progresso, a viabilidade da comercializagao
do etanol de segunda geracdo tem sido comprometida ndo s6 pela heterogeneidade e
recalcitrancia da biomassa vegetal em si, mas também pela necessidade de multiplos
tratamentos para um processamento efetivo (US-DOE, 2006). Varias tecnologias tém
sido desenvolvidas durante as ultimas décadas permitindo a viabilidade técnica da
conversao dos agucares da biomassa em alcool, no entanto, o objetivo claro atualmente
¢ fazer com que esse processo tenha um custo competitivo no mercado atual (HIMMEL
et al., 2007; DASHTBAN, SCHRAFT, QIN, 2009; SERVICE, 2010).

Avancos na tecnologia de pré-tratamento para aumentar a acessibilidade do
material celuldsico a hidrélise enzimatica, com menor uso de produtos quimicos e
energia, sdo vitais. As pesquisas que envolvem pré-tratamento podem resultar na
reducdo do tempo de bioconversdo, na diminuicao da quantidade de celulase utilizada e
no aumento do rendimento de etanol (MOSIER et al., 2005, KNAUF &
MONIRUZZAMAN, 2004; BRODEUR et al., 2011). Além disso, (WYMAN, 2007)
aponta como pontos principais para vencer a resisténcia natural da parede celular das
plantas: o pré-tratamento, como o fator que representa o maior custo na produgdo de

bioetanol, e a produ¢ao de enzimas para hidrolise, como o segundo fator mais custoso.
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O autor ainda destaca que, a despeito de investimentos substanciais ja realizados, o
processo de produgdo das celulases ¢ caro e sua agdo ¢ lenta, portanto, além da demanda
de preparar solidos mais reativos com melhorias no pré-tratamento, as enzimas também
precisam ser melhoradas (WYMAN, 2007).

Por outro lado, (BANERJEE et al., 2010a) apontam o custo das enzimas que
degradam a biomassa vegetal como o principal gargalo para a produgdo industrial e
economicamente viavel de etanol de segunda geracdo. Em concordincia com estas
observacdes, (SUKUMARAN et al., 2009) apontam que o principal impedimento para a
sacarificagdo enzimatica da biomassa, para a producdo de etanol, é o custo das
celulases. As abordagens para reduzir o custo das enzimas incluem: a busca por novos
organismos, principalmente fungos, para obtencdo de versdes superiores das enzimas e
para obtenc¢do de enzimas que atuem de modo sinérgico com as preparagdes enzimaticas
comerciais; o continuo aperfeicoamento das linhagens disponiveis por mutagénese
convencional e molecular; a melhoria das enzimas, para as caracteristicas desejaveis,
por engenharia de proteina e evolucao dirigida e a melhora da eficiéncia na produgao de
enzima em escala industrial (BANERJEE et al., 2010a). Neste contexto, (KNAUF &
MONIRUZZAMAN, 2004) apontam as seguintes abordagens para melhorar a hidrolise
enzimatica: estudos através de expressao e purificacdo de celulases de espécies
variadas; identificagdo de novas proteinas por estudos de gendmica, transcriptomica e
protedmica, e otimizacdo da mistura de enzimas para uma maxima degradacdo de
biomassa vegetal. Além da mutagénese, (DASHTBAN, SCHRAFT, QIN, 2009)
apontam também a importancia da expressdao heterdloga, que abre caminho para as
técnicas de obtencdo de enzimas melhoradas, e a importincia dos co-cultivos de
microorganismos para a obten¢do de preparados enzimaticos.

Sobre a busca por novos organismos ¢ enzimas no Brasil, (SOCCOL et al.,
2010) destacaram a promissora fonte de novas enzimas lignocelluloliticas representada
pelo uso da metagendmica de microorganismos ndo cultivaveis, a partir de diferentes
biomas brasileiros, viabilizada por projetos que vem sendo conduzidos na amazonia,
mata atlantica e cerrado.

Entre as abordagens possiveis para melhora das enzimas, podemos citar como
exemplo o trabalho de (NAKAZAWA et al., 2009) que dentro do conceito de evolugdo
dirigida (LIN et al., 2011), utilizaram a técnica de “error-prone PCR” para obter
melhora de estabilidade e atividade da endoglucanase III de Trichoderma reesei. Vale

citar também o uso de dados estruturais para auxiliar na engenharia de proteinas, como

12



no trabalho de (VOUTILAINEN et al., 2010) no qual dados de estrutura foram
utilizados para orientar mutacdes dirigidas que culminaram na obtencdo de mutantes da
CBHI de Talaromyces emersonii com atividade e termoestabilidade melhoradas.

Outra técnica utilizada consiste na fusdo de genes e, como exemplo, podemos
citar (LEE et al., 2011) que fusionaram a B-glucosidase de Clostridium cellulovorans
com endoglucanase e exoglucanase de Clostridium thermocellum, obtendo assim maior
rendimento na producao de glicose em relagdo as enzimas nao fusionadas.

Um exemplo de aperfeicoamento de cepas ¢ o trabalho de (DILLON et al.,
2006) que fizeram mutagénese do Penicillium echinulatum pelo tratamento dos conidios
com perdxido de hidrogénio ou 1,2,7,8-diepoxioctano, resultando na obtencdo de duas
cepas com atividade de hidrolitica aumentada.

Combinac¢des de enzimas de fontes diversas podem ser utilizadas nos preparados
enzimaticos para aumento de eficiéncia de hidrolise. Isto ocorre, por exemplo, no caso
das preparagoes de celulases de T. reesei, que frequentemete apresentam baixa atividade
de B-glucosidase, sendo necesséaria a suplementacdo do sobrenadante de cultura com
adicao desta enzima (LYND et al., 2002; PALLAPOLU et al., 2011). As combinagdes
de enzima podem ser obtidas também com a co-cultura de microorganismos, como
realizado por (AHAMED & VERMETTE, 2008), que reportaram melhores atividades
celuloliticas de cultura mista de Trichoderma reesei Rut-C30 e Aspergillus niger LMA,
quando comparadas a mono-cultura de Aspergillus niger LMA. Outro exemplo de
obtencdo de preparado enzimatico para melhor desempenho de hidrolise € o trabalho de
(MAEDA et al., 2011) que otimizaram uma mistura enzimatica para a degradagdo de
bagaco de cana-de-acUcar pré-tratado a partir de extratos enzimdticos de Penicillium
Sfuniculosum ATCC11797, Trichoderma harzianum 10C 3844 e de um coquetel
enzimatico comercial.

As caracteristicas desejadas para as combinacdes e preparados enzimaticos
variam dependendo do tipo de substrato em questdo. Para adequar as combinagdes dos
preparados enzimaticos aos diferentes tipos de biomassa e pré-tratamentos,
(BANERIJEE et al., 2010b) reportaram a plataforma de alto rendimento “GENPLAT”
que possui manuseio automatizado de liquidos, ensaios automatizados de deteccao de
glicose e xilose e tratamento estatistico dos dados. A plataforma ¢ adaptavel para
misturas de enzimas puras, preparados comerciais e extratos de microorganismos,
permitindo a descoberta de novas enzimas além da otimizacdo do coquetel enzimatico

(WALTON, BANERIJEE, CAR, 2011).
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As caracteristicas desejadas para as celulases podem variar também dependendo
do tipo de tecnologia adotada. Entre as demandas existe a busca por enzimas que
apresentem melhores atividades em temperaturas mais altas do que aquelas por volta
dos 45 °C tipicamente caracteristicas dos preparados enzimaticos comerciais. Isto ¢
particularmente vantajoso no caso de uso do processo de hidrolise e fermentacao
separadas (SHF), no qual, por conta da maior temperatura na hidrolise, ocorre maior
desorganizacdo da parede celular e conseqiiente melhor penetrabilidade das enzimas
(TURNER, MAMO, KARLSSON, 2007). Com isso, o tempo de reagdo e a quantidade
de enzima necessaria reduzem, possibilitando potencial reducdao de custo (VIIKARI et
al., 2007). Por outro lado, enzimas com atividade 6tima em altas temperaturas (mais do
que 45 °C ou até mesmo proximo a isso), podem freqlientemente ndo se adequar ao
processo SSF, no qual a hidrolise enzimatica da celulose ocorre simultaneamente a
fermentagdo da glicose. Isto acontece por que a temperatura do processo SSF fica em
torno de 37 °C, que ¢ a melhor temperatura possivel para a atividade das celulases ¢ a
concomitante fermentacdo com a levedura Saccharomyces cerevisiae (temperatura
otima normalmente em torno de 30 °C). Nesta situagdo, as taxas de hidrolise se tornam
substancialmente baixas e podem ser desfavoraveis por aumentar o tempo do processo.
Uma possivel solu¢ao para o problema seria o uso de cepas de levedura termotolerantes
que fermentariam bem em temperaturas mais altas aumentando assim as taxas de
hidrolise (OLOFSSON, BERTILSSON, LIDEN, 2008; KADAR, SZENGYEL,
RECZE, 2004).

No caso das hemicelulases, principalmente as xilanases e mananases, pela sua
importincia e aplicabilidade na industria de papel, busca-se incrementar a
termoestabilidade. Isto por que estas enzimas auxiliam no branqueamento da polpa de
celulose, que por sua vez ¢ realizado em altas temperaturas (POLIZELI et al., 2005).
Algumas técnicas ja citadas acima para melhorar as celulases, também se aplicam no
caso da melhoria das hemiceluases visando atender a demanda por hemicelulases
termoestaveis. Estas técnicas incluem: a busca por novos organismos para identificacdo
de novas enzimas e para obtengdo de versdes superiores das enzimas; a melhoria das
enzimas por engenharia de proteina e evolucao dirigida e a melhora da eficiéncia na
producdo de enzima em escala industrial. Como exemplo de melhoria de enzima
podemos citar (RULLER et al., 2008), que obtiveram variantes termoestaveis
melhoradas de xilanase de Bacillus subtili por evolucdo dirigida combinando estudos

estruturais com as técnicas de “error-prone PCR” e “DNA shuffling”.
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1.9 O fungo Trichoderma harzianum

O Trichoderma harzianum (estagio assexuado anamorfo), classificado também
como Hypocrea lixii em seu estagio sexuado ou teleomorfo (CHAVERRI et al., 2003),
tem sido tradicionalmente usado em controle bioldgico, agindo como antagonista contra
patogenos de plantas (LOPEZ—MONDEJAR, ROS, PASCUAL, 2011; SHARMA et al.,
2011; BENITEZ et al., 2004). Entre os inimeros estudos envolvendo este tema, alguns
autores reportaram trabalhos baseados em bibliotecas de cDNA de 7. harzianum, com
objetivo de elucidar os mecanismos de biocontrole e identificar os genes envolvidos
(STEINDORFF et al., 2012; LIU & YANG, 2005; VIZCAINO et al., 2006; VIZCAINO
et al., 2007). No contexto do presente trabalho ¢ importante citar que estas bibliotecas
de cDNA foram construidas a partir de micélios de 7. harzianum, cultivados sob
condigdes representativas, ou simuladoras de situagdes de biocontrole, e portanto nao
indutoras de celulases e hemicelulases.

Neste contexto o Trichoderma harzianum nao tem sido tradicionalmente usado
para a producado de celulases, ¢ de fato, sdo raros na literatura os trabalhos que abordam
este tema para o fungo. No entanto, interessantemente (SADDLER, HOGAN, LOUIS-
SEIZE, 1985) j4 haviam comparado em 1985, os sobrenadantes de culturas induzidas de
T. harzianum E58 e de T. reesei RutC30, que ¢ grande produtor de celulases
(PETERSON & NEVALAINEN, 2012), encontrando atividade celulolitica ligeiramente
mais alta e produgdo de glicose mais elevada no 7. harzianum ES58. Contrariamente,
(GUILFOILE et al., 1999) relataram baixa atividade celulolitica do 7. harzianum FP108
em relacdo ao 7. reesei QM9414, e sugeriram que isto poderia ser explicado por
diferencas na regulagdo da CBHI e da CBHILI.

Mais recentemente, estudos de (CASTRO et al., 2010a) demostraram que a
linhagem do fungo filamentoso Trichoderma harzianum 10C-3844, ¢ boa produtora de
celulases e, por isso, apresenta potencial aplicacio como fonte de enzimas para a
sacarificagdo da celulose. Nestes estudos o extrato enzimatico do fungo, ou seja, o
sobrenadante da cultura obtido a partir do cultivo do micélio induzido para a produgao
de celulases, apresentou atividades celuloliticas bem balanceadas, altos contetidos de
atividade de endoglucanases, e niveis significativos de atividade de papel de filtro
(FPase) e de p-glucosidase. Estes autores também demonstraram que,

comparativamente, o Trichoderma harzianum 10C-3844 mostrou maiores atividades

15



celuloliticas (FPAse, endoglucanase e B-glucosidase) em relagdo ao Trichoderma reesei
RutC30 (CASTRO et al., 2010a). Além disso, os estudos de (MAEDA et al., 2011)
demonstraram a aplicabilidade do extrato enzimatico do 7. harzianum 10C-3844, na
hidrolise do bagaco de cana-de-agucar.

Vale citar ainda o trabalho de (DELABONA et al., 2012) onde a capacidade de
hidrélise dos fungos 7. harzianum P49P11 e T. reesei Rut-C30 ¢ comparada. Os autores
reportaram capacidade de producdo de glicose similar entre os fungos, na sacarificagdo
de bagaco de cana pré-tratado e atividades de xilanase equivalentes.

Por outro lado, o 7. harzianum tem sido estudado ha tempos como fonte
produtora de xilanases (WONG, TAN, SADDLER, 1988; POLIZELI et al., 2005; MIN
et al., 2009) e at¢é mesmo mananases (TORRIE, SENIOR, SADDLER, 1990).
Interessantemente, os estudos de (SADDLER, HOGAN, LOUIS-SEIZE, 1985) que
indicam diferencas na regulacdo no sistema de xilanases entre 7. reesei e T. harzianum,
reportando: o 7. reesei Rut-C30 com suas atividades xilanédsicas mais altas quando
induzido por xilano; e o 7. harzianum E58 produzindo suas atividades xilanasicas e
celuloliticas mais altas quando induzido apenas por celulose. Neste contexto,
(SADDLER, HOGAN, LOUIS-SEIZE., 1985) reportaram atividade xilanasica bastante
aumentada de 7. harzianum E-58 em relagdo ao 7. reesei Rut-C30, quando ambos foram
induzidos por celulose. Também, mais recentemente, (MAEDA et al., 2011) reportaram
importante atividade xilanésica do 7. harzianum 10C-3844 induzido por celulose.

Apesar do potencial como fonte produtora de enzimas hidroliticas, o conjunto
de seqiliéncias relacionadas com a desconstru¢do de biomassa vegetal ainda nao foi
reportado para o Trichoderma harzianum. De fato, o transcriptoma envolvido com a
degradagcdo de biomassa deste fungo ¢ pouco conhecido, visto que, apds buscas
detalhadas (ver mais adiante em Resultados e em Discussdo), além do deposito da
seqliéncia da EGIII clonada e seqilienciada no presente trabalho [GenBank:AFK32784],
constatamos que existem publicamente disponiveis para Trichoderma harzianum apenas
as seqiiéncias das celulases CBHI: [GenBank:Q9P8P3] e [GenBank:ADH04808] e
BGL2: [GenBank:ABN50090] e [GenBank:ABN50091]; da xilanase Xyn2:
[GenBank:ACF40831] ¢ [GenBank:P48793]; e do fator de transcricio CREI
[GenBank:CAA64656] (BENSON et al., 2011).

Estes fatos nos encorajaram a construir uma biblioteca de cDNA para estudar o
transcriptoma do Trichoderma harzianum 10C-3844, induzido para a producgdo de

celulases e hemicelulases, com foco nas enzimas envolvidas na degradacao da biomassa
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vegetal e também, para clonar os genes que codificam para estas enzimas possibilitando
ensaios de expressdo heterdloga. Para isso, este fungo foi induzido por celulose, uma
vez que ele produz boa atividade celulolitica e xilandsica na presenga deste indutor
(SADDLER, HOGAN, LOUIS-SEIZE, 1985). Vale destacar que o Trichoderma
harzianum 10C-3844 nao sofreu quelquer modificacdo genética e que este € o primeiro
estudo que descreve o conjunto de transcritos de Trichoderma harzianum relacionados a
degradacdo de biomassa.

Para estudar a expressdo dos transcritos encontrados, a contagem de ESTs
(Etiquetas de sequencias expressas ou “Expression sequence tags”) da biblioteca
induzida de T. harzianum 10C-3844 foi comparada com a contagem de ESTs de uma
biblioteca induzida de 7. reesei QM6a, disponivel publicamente (DIENER et al., 2004).
Além disso, foram realizadas andlises de PCR em tempo real em transcritos
representativos do conjunto de enzimas relacionadas a desconstrucdo de biomassa
vegetal do T. harzianum 10C-3844, confirmando o potencial deste fungo para produzir
estas enzimas e mostrando sua possivel aplicabilidade na produ¢do de etanol de segunda

geracdo e na industria de papel.
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1.10 Producéo cientifica

Os resultados deste trabalho permitiram a redagcdo de trés artigos para
publicagdo. Com os resultados das andlises de expressao reportadas aqui um manuscrito
foi redigido e submetido para publicacdo (ver apéndice A). Outro manuscrito foi
publicado no periddico “Genetics and Molecular Research” (GENEROSO et al., 2012),
reportando a expressdo heterdloga (descrita aqui) e a caracterizacdo enzimatica
(realizada pela equipe do Laboratorio de Biologia Molecular DGE-UFSCar) da
endoglucanase III do 7. harzianum 10C-3844 (ver apéndice B). O terceiro artigo foi
publicado no periddico “Acta Crystallographica” (LIBERATO et al., 2012) e reporta a
cristalizacdo e andlise preliminar de difracdo de raios-X da endoglucanase III de T.
harzianum 10C-3844 (ver apéndice C), a qual foi identificada no presente trabalho.
Ainda, um quarto artigo, nio relacionado com o assunto desta tese (MALAGO-JR et al.,
2009), foi publicado como resultado das atividades desenvolvidas na disciplina cursada
durante o doutoramento, para atender o “Programa de Estidgio Supervisionado de
Capacitacdo de Docente” (PESCD), originado por iniciativa da “Coordenagdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior” (CAPES). Este artigo foi publicado no
periodico “Biochemistry and Molecular Biology Education” (BAMBED) e trata de uma
proposta inovadora de abordagem para aula pratica com objetivo de demonstrar o DNA

como material genético em experimentos inéditos (ver apéndice D).
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2 OBJETIVOS

Os objetivos originais do projeto foram:

1- Construir uma biblioteca de ¢cDNA de Trichoderma harzianum induzido para a

producdo de celulases e seqiiénciar os clones.

2- Identificar e caracterizar os genes que codificam para celulases por meio de

comparag¢do com celulases conhecidas de outros organismos.

3- Isolar e clonar os genes que codificam para as celulases de Trichoderma harzianum.

4- Desenvolver sistemas de expressdo e purificagdo das celulases do Trichoderma

harzianum em Pichia pastoris.

5- Estudar o transcriptoma de Trichoderma harzianum induzido para a producdo de

celulases comparando com o transcriptoma do fungo nao induzido.

Outras informagdes sobre os objetivos propostos e sobre o cumprimento do

cronograma podem ser vistas no apéndice E.

19



3 METODOS

3.1 Inoculo e cultura de Trichoderma harzianum 10C-3844

A linhagem de Trichoderma harzianum 10C-3844 foi obtida da colecdo de
culturas da Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), Rio de Janeiro. A linhagem foi mantida
a 28 °C em placas contendo PDA - “Potato Dextrose Agar” (Difco - 213400). O meio
utilizado para cultura liquida foi descrito por (MANDELS, PARRISH, REESE, 1962) e
complementado com celulose microcristalina (Avicel), em caso de inducdo de celulases
e hemicelulases, ou glicerol, em caso de nao indugdo. O meio ¢ constituido por: Uréia
0,03 %; (NH4)2.SO4 0,14 %; MgSO4 0,03 %; Peptona 0,2 %; Tween-80 0,2 %; CaCl,
0,03 % e solugdo de metais (FeSO4 0,5 %, MnSO4 0,16 %, ZnSO4 0,16 % CoCl, 0,2 %)
a 0,1 % em tampdo fosfato de potassio 0,1 M pH 5,6. Para obtengdo do micélio, 10’
esporos foram coletados do cultivo em placas contendo meio PDA so6lido e foram
sincronizados em 10 mL de meio contendo glicerol 0,08 % por 16 horas a 200 RPM e
28 °C. Foram adicionados 10 mL da suspensdo de esporos em 500 mL de meio
contendo 0,8 % de glicerol. A amostra foi entdo dividida em duas aliquotas de 250 mL
para as culturas de indugao e de nao indugao. O fungo cresceu por 17 h a 200 RPM e 28
°C, depois disso, cada amostra foi centrifugada a 12000 RPM (21850 g) por 18 minutos
e 4 °C. O sobrenadante foi descartado e os micélios foram lavados duas vezes em 100
mL de tampdo fosfato pH 6,0, sob as mesmas condigdes de centrifugagdo. Apods as
lavagens, os micélios foram incubados por 1 h em 100 mL de tampao fosfato pH 6,0 a
200 RPM e 28 °C. O material foi entdo centrifugado novamente e ressuspendido em 250
mL de meio contendo 0,8 % de glicerol para o caso de ndo inducdo e em 250 mL de
meio contendo 1 % de celulose microcristalina (Avicel) no caso de indugdo de celulases
e hemicelulases. Antes do uso, a celulose microcristalina foi lavada uma vez com HCI 1
mM, lavada uma vez com 4gua deionizada, autoclavada por 15 minutos, lavada uma vez
com dagua deionizada e lavada duas vezes com tampdo fosfato. As culturas

permaneceram a 200 RPM e 28 °C até a coleta.

3.2 Coletas de micélio

Os cultivos de 250 mL, induzido e ndo induzido permaneceram a 200 RPM e 28

°C e tiveram 10 pontos coletados: 8, 10, 12, 14, 16, 20, 24, 36, 48 ¢ 60 horas. Em cada
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coleta, 10 mL do micélio foram colocados em aparato de filtragdo esterilizado
(“Stericup Filter Units” - Millipore) contendo papel de filtro comum. As amostras foram
filtradas para a remo¢ao do sobrenadante com auxilio de bomba de vacuo. Apds a
filtragem o micélio foi removido rapidamente do papel de filtro com auxilio de pingas, e
imediatamente embrulhado em papel aluminio e congelado em nitrogénio liquido. As

amostras foram entdo mantidas em freezer -80 °C.

3.3 Extracdo de RNA total

A extracao de RNA total foi realizada com uso do reagente Trizol (Invitrogen -
15596-026) conforme protocolo proposto pelo fabricante com poucas alteragdes.
Resumidamente, foi adicionado 1 mL de Trizol para cada 120 mg de micélio, apos a
maceragdo e pulverizacdo do micélio em nitrogénio liquido com auxilio de almofariz e
pistilo. O material foi entdo centrifugado a 11400 RPM (12100 g) por 10 minutos a 4
°C, e o sobrenadante foi recuperado. Foram adicionados 200 pL de cloroférmio, a
amostra foi entdo homogenizada com agitagdo moderada por 15 segundos e
centrifugada a 11400 RPM (12100 g) por 15 minutos a 4 °C. A fase aquosa foi
recuperada e submetida a duas lavagens com adicdo de 1 volume de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico 25:24:1 (Invitrogen - 15593-031) e centrifugagdo de
11400 RPM (12100 g) por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi recuperado e o RNA
foi precipitado pela adi¢do de 500 pL isopropanol, homogenizagdo por agitagdo
moderada por 10 segundos, incubagdo por 10 minutos a temperatura ambiente e
centrifugacdo a 11400 RPM (12100 g) por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi lavado com adicdo de 1 mL de etanol 70 %, agita¢do
moderada por 10 segundos e centrifugagdo a 7000 RPM (4500 g) por 5 minutos a 4 °C.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi e ressupendido em 30 uL de dgua
deionizada livre de RNAse. As amostras permaneceram por 10 minutos a 60 °C antes de
serem armazenadas a -80 °C. A quantificagdo, pureza e integridade das amostras de
RNA total foram checadas através eletroforese em gel de agarose 1 % corado com
brometo de etideo, e com medidas de densidade otica no espectrofotdometro “Nanodrop

1000
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3.4 Extragdo de RNA mensageiro

O RNA mensageiro foi extraido a partir de 230 pg de RNA total com uso do
“kit” “PolyATtract mRNA Isolation System III” (Promega - Z5300), segundo
recomendacoes do fabricante. Para capturar os RNAs mensageiros foram utilizados 150
pMol de sonda de oligo-dT biotinilado. Depois foram adicionados 600uL da solugdo
contendo particulas paramagnéticas de estreptavidina, que se ligam a biotina. O material
foi entdo colocado em estante magnética para atragdo das particulas de estreptavidina.
As moléculas de RNA mensageiro ficaram entdo aderidas a parede do tubo e o
sobrenadante contendo RNA total foi desprezado. O RNA mensageiro foi lavado
conforme recomendagdes do fabricante do “kit”, e depois eluido em 250 pL de agua
deionizada livre de RNAse. O eluato contendo o RNA mensageiro foi recuperado,
permanecendo o oligo-dT biotinilado preso a parede do tubo para ser desprezado. O
material foi entdo precipitado com adi¢ao de 1/10 do volume de acetato de sodio 3M pH
5,2, adicdo de 1 volume de isopropanol 100 %, incubagdo a -20 °C durante a noite e
centrifugagdo a 11400 RPM por 40 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi desprezado e a
amostra foi lavada com adi¢do de 1 mL de etanol 75 % e centrifugacdo a 11400 RPM
por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi ressuspendido
em 13 pL de 4gua deionizada livre de RNAse. A quantifica¢do, pureza e integridade do
RNA mensageiro foram checadas através de eletroforese em gel de agarose 1 % corado
com brometo de etideo, e com medidas de densidade Otica no espectrofotometro

“Nanodrop 1000”.

3.5 Analises de RT-PCR

A partir das seqiiéncias das ORFs (Fases abetras de leitura ou “Open reading
frames”) dos genes chbhl (GenBank: AF223252) e bgl2 (GenBank: EF426298) do
Trichoderma harzianum, disponiveis publicamente (BENSON et al., 2011), foram
desenhados oligonucleotideos para a detecgdo dos RNAs mensageiros por PCR com uso
de transcriptase reversa “Reverse transcriptase PCR” (RT-PCR). Para o cbhl os
oligonucleotideos usados foram: Fw-RT-PCR-chhl-harz 5’-aatggtcttggtcatgagcttgtg-3°
e Rv-RT-PCR-chhi-harz 5’-gttggagtagataaccttggagttgg-3’. Para o bgl2 os
oligonucletideos usados foram: Fw-RT-PCR-bgl2-harz 5’-ttcagtggggttttgcgacg-3’ e Rv-
RT-PCR-bgl2-harz 5’-accaggagatggagaagcggtac-3°. Para o controle do RT-PCR foram
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desenhados oligonucleotideos para a ORF da actina de Trichoderma harzianum com
base no fragmento de EST deste gene (GenBank: AJ901127), disponivel publicamente
(BENSON et al., 2011). Os oligonucleotideos para o controle foram: Fw-RT-PCR-
actina-harz 5’-tctacaatgagctgcgtgttgee-3’ e Rv-RT-PCR-actina-harz 5’-
tcgtaggacttctccaagetggag-3’. As reagdes de transcriptase reversa (RT) foram realizadas
com uso do “kit” “ImProm-II Reverse Transcription System” - (Promega - A3800).
Para a sintese da primeira fita de cDNA foram adicionados 100 ng de RNA total e 10
pMol de cada oligonucleotideo reverso especifico em uma reacdo de 5 pL. As amostras
foram incubadas a 70 °C por 5 minutos e depois incubadas imediatamente no gelo por
mais 5 minutos. Os seguintes reagentes foram adicionados ao RNA total: 6,5 uL de
agua deionizada livre de nuclease, 4 pL de tampao da transcriptase reversa (5x Impron
1), MgCl, 2,5 mM final, dNTPs 0,5 mM final, 0,5 pL de inibidor de RNAse “RNAsin”
(20u) e 1 pLL de transcriptase reversa (Promega). As amostras foram incubadas a 25 °C
por 5 minutos para hibridizagao, 42 °C por 1 hora para sintese do cDNA e 70 °C por 15
minutos para a inativacdo da enzima transcriptase reversa. Além disso, foram feitos
controles sem cDNA molde e sem transcriptase reversa para monitorar possiveis
contaminagdes. As PCRs foram feitas com reagentes da Fermentas - EP0402, utilizando
1 uL da reacdo de RT como molde. As reagdes de PCR foram realizadas em volume
final de 25 pL com adicdo de 16,3 pL de 4gua deionizada, 2,5 pL de tampao 10X,
MgCl; 2 mM final, dNTPs 0,4 mM final, 10 pMol de cada oligonucleotideo e 0,2 pL (1
unidade) da enzima 7ag. As condi¢des de ciclagem foram: 94 °C por 1 minuto; 35
ciclos de 94 °C por 20 segundos, 56 °C por 20 segundos e 72 °C por 45 segundos;

extensao final de 72 °C por 5 minutos.

3.6 Construcdo e sequenciamento da biblioteca de cDNA de Trichoderma
harzianum 10C-3844

O micélio do Trichoderma harzianum 10C-38844 induzido por 60 horas foi
utilizado para a construg@o da biblioteca de cDNA, que foi realizada com a utiliza¢ao do
“kit” “CloneMiner cDNA Library Construction Kit” (Invitrogen - 18249-029),
conforme recomendacdes do fabricante. Resumidamente, 1,3 pg de RNA mensageiro
serviu de molde para a sintese da primeira fita de cDNA, com uso da enzima
transcriptase reversa “Superscript I Reverse Transcriptase” (Invitrogen - 18064-022).

Para isto foi utilizado um iniciador oligo-dT contendo o sitio de recombinacao at/B2
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biotinilado. A sintese da segunda fita de cDNA e a eliminacdo do RNA mensageiro
foram realizadas simultaneamente com a utilizagdo das enzimas, E. coli DNA
polimerase I (Invitrogen - 18010-017), E. coli RNase H (Invitrogen) e E. coli DNA
ligase (Invitrogen - 18052-019). O material foi entdo extraido com igual volume de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico 25:24:1 (Invitrogen - 15593-031), e o sobrenadante
foi precipitado com 0,5 volume de acetato de amonio 7,5 M; 20 pg de glicogénio e 2,5
volumes de etanol 100 %. Depois as amostras foram lavadas com etanol 70 % e
ressuspendidas em dgua deionizada livre de RNAse. O adaptador contendo o sitio de
recombinagdo attB1 foi entdo ligado as extremidades 5’ do cDNA dupla fita por 16
horas a 16 °C, com uso da enzima T4 DNA ligase. A biotina presente no adaptador
attB2 protege e evita a ligacdo do adaptador a#/B1 a extremidade 3’ do cDNA. Apos
inativagdo da ligase com incubag¢do a 70 °C por 10 minutos o material foi precipitado
como descrito acima. A amostra foi entdo submetida a fracionamento para a selecdo de
tamanho dos cDNAs dupla fita com uso da coluna “cDNA size fractionation column”
(Invitrogen - 18092-15). As primeiras fragdes contendo os fragmentos maiores de
cDNA foram selecionadas seqiiencialmente até totalizar 300 ng de cDNA que foram
precipitados como descrito acima. Depois da precipitagdo o material foi quantificado e
100 ng foram recombinados e em plasmideo pDONR-222 (Invitrogen) por 16 h a 25 °C,
com uso da mistura de enzimas “BP Clonase Enzyme Mix” (Invitrogen - 11789-013). A
mistura de clonases foi inativada pela adi¢do de proteinase K (invitrogen) e incubagdo a
37 °C por 15 minutos. A proteinase K foi inativada a 75 °C por 10 minutos e o material
foi entdo precipitado como descrito acima. Os plasmideos foram wusados para
transformar células de E. coli eletrocompetentes “ElectroMax DHIOB T1 Phage
Resistant Cells” (Invitrogen - 12033-015). As células foram submetidas a dilui¢gdes
seriadas e plaqueadas em meio LB-Agar contendo 50 pg/ml de Kanamicina (USB). O
titulo da biblioteca foi determinado pela contagem de coldnias. As colonias foram
picadas em 1 mL de meio LB-broth contendo 50 pg/ml de Kanamicina (USB) em placas
de 96 clones e incubadas por 22 horas a 300 RPM e 37 °C. As culturas foram utilizadas
para realizar minipreparagdes de DNA plasmidial que foram realizadas, conforme
protocolo descrito por (VETTORE et al., 2003). O tamanho médio dos clones foi
verificado por clivagem com uso da enzima de restricao BsrGI (New England Biolabs -
R05758S). Os clones foram seqiienciados a partir da extremidade 5’ com a utiliza¢do do

oligonucleotideo M13-Fw 5’-gtaaaacgacggccag-3’ no seqiienciador “MegaBACE 1000
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Flex” (GE Healthcare), com utilizagdo do “kit” “DYEnamic ET Terminator Cycle
Sequencing Kit” (GE Healthcare).

3.7 Analise das bibliotecas de cDNA

As seqiliencias da biblioteca de Trichoderma harzianum 10C-3844 foram
analisadas com uso da plataforma de “softwares” dCAS - “Desktop cDNA
Annotation System” (GUO et al., 2009). “Um total de 2016 seqiiéncias em formato de
arquivos brutos com extensdo “.esd” foram analisadas. Foram atribuidos valores de
qualidade para cada base das seqiiéncias brutas com uso do ‘“software” “phred”
(EWING et al., 1998; EWING & GREEN, 1998). As seqiiéncias de baixa qualidade
foram entdo removidas com utilizacdo dos critérios de selecao de qualidade “default” da
plataforma dCAS. Depois, as seqiiéncias correspondentes a oligonucleotideos e
plasmideos foram removidas através de buscas no banco de dados UniVec
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/UniVec.html). Restaram 1544 seqiiéncias de
boa qualidade que foram agrupadas com uso da ferramenta de busca por alinhamento
BLAST - “Basic Local Alignment Search Tool” (ALTSCHUL et al., 1990) e do
programa de agrupamento de sequencias Cap3 (HUANG & MADAN, 1999). Com isso
as seqiiéncias foram arranjadas em 1003 transcritos, sendo 167 “contigs” ou
agrupamentos, formados por mais de uma seqiiéncia, e 836 ESTs que permaneceram
isolados em seqiiéncia unica ou “singlet”. Os 1003 transcritos, ou seja, as 167
seqliéncias consenso obtidas dos “contigs” e as 836 seqii€éncias unicas, foram
identificados através de buscas via “blastx” (ALTSCHUL et al., 1990) contra o banco
de dados de seqiiéncias de proteinas ndo redundantes (nr). Os dados analisados foram
compilados em uma planilha “Excel” contendo “hyperlinks” para os arquivos de dados
gerados e para os localizadores de recurso padrao, ou “URLs”, associados a cada
transcrito.

Além da biblioteca de ¢cDNA de 7. harzianum 10C-3844, produzida neste
estudo, as seqliéncias de cDNA de uma biblioteca induzida de 7. reesei QMo6a
(DIENER et al., 2004), disponiveis publicamente, também foram analisadas na
plataforma dCAS (GUO et al., 2009). No entanto, para estas analises o passo de selecdo
de qualidade ndo foi realizado no dCAS, uma vez que as seqiiéncias foram
disponibilizadas publicamente em formato “FASTA”, ja tendo havido selecdo de

qualidade com uso do software “phred”, aproveitando seqiiéncias com mais de 100
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bases com qualidade > 20 ou com média de qualidade > 12 (DIENER et al., 2004). Para
mapear os transcritos relacionados com degradacdo de biomassa vegetal, os dados que
retornaram da busca via “blastx” das duas bibliotecas de cDNA, foram cuidadosamente
examinados considerando todas as nomenclaturas possiveis dos genes descritas em
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene (NCBI), e levando em consideracdo os principais
genes ja reportados (FOREMAN et al, 2003; SHALLON & SHOHAM, 2003;
POLIZELI et al.,, 2005; DASHTBAN, SCHRAFT, QIN, 2009; ARANTES &
SADDLER, 2010). Os fatores de transcrigdo envolvidos na desconstru¢do da biomassa
também foram mapeados levando em consideragdo os principais ja reportados (ARO,
PAKULA, PENTTILA, 2005; KUBICEK et al., 2009). Os transcritos que foram
listados para 7. harzianum 10C-3844 e T. reesei QM6a foram obtidos a partir dos
alinhamentos entre os consensos de cDNA e os melhores “hits” que retornaram do
“blastx” (ALTSCHUL et al., 1990). Estes alinhamentos foram analisados e atingiram
um critério minimo de confiabilidade com “E-values” < le-10, identidade > 40 % e
tamanho de alinhamento > 100 aminoécidos. A maior parte das ORFs de 7. harzianum
I0C-3844, envolvidas com degradacdao de biomassa vegetal (Tabela 2) foi seqiienciada
completamente e alinhada com as proteinas correspondentes de 7. reesei. Os
alinhamentos foram feitos com uso da ferramenta “blastp” (ALTSCHUL et al., 1997) e
podem ser vistos no apéndice G.

Com base na abundancia de cDNA, os niveis de transcritos envolvidos com
degradagdo de biomassa foram comparados entre o 7. harzianum 10C-3844 (biblioteca
construida neste trabalho) e o 7. reesei QM6a (cDNAs disponiveis publicamente)
(DIENER et al., 2004). As porcentagens dos transcritos foram calculadas com relagdo
ao numero total de transcritos para cada biblioteca de cDNA.

As diferengas de expressdo foram calculadas com base na razdo entre as
porcentagens de cada transcrito, ou de cada categoria de transcritos, entre os dois
fungos. As significancias estatisticas foram calculadas com uso do teste exato de
“Fisher”. Para isto a contagem de cada transcrito, ou de cada categoria de transcritos, foi
comparada entre as duas espécies, em uma abordagem par a par levando em conta o

numero total de seqiiéncias das bibliotecas correspondentes.
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3.8 Ensaios de PCR em tempo real

Para os ensaios com o micélio ndo induzido, cultivado em meio contendo 0,8 %
de glicerol como fonte de carbono, foram usadas as coletas de 8, 36 ¢ 60 horas de
cultura. Para os ensaios com o micélio induzido, cultivado em meio contendo 1 % de
Avicel como fonte de carbono, foram usadas as coletas de 8, 24, 36, 48 ¢ 60 horas. As
amostras de RNA total de cada ponto de cultura, contendo de 3 a 4 pg, foram tratadas
com “DNase I Amplification Grade” (Invitrogen - 18068015) antes da sintese de cDNA.
Os tratamentos com DNase I foram realizados em volume final de 10 pL para cada 1 pg
de RNA total, com adi¢cdo de 1 unidade de DNasel (1 u/puL), 1 uL do tampao 10x da
DNasel e 4dgua deionizada livre de nuclease. As amostras foram incubadas a 25 °C por
15 minutos e a DNasel foi inativada pela adi¢do de EDTA 2,5 mM e incubacgdo a 65 °C
por 10 minutos. As sinteses de primeira fita de cDNA foram entdo realizadas a partir
das amostras de RNA total com uso do “kit” “Improm II Reverse Transcription System”
(Promega - A3800). Para isso foram montadas reagdes com volume final de 5 pL
contendo 200 ng de RNA total, 1 pL de oligo-dT (500 ng/uL) e 4gua deionizada livre de
nuclease. As reagdes foram incubadas a 70 °C por 5 minutos e entdo imediatamente
colocadas em gelo por 5 minutos. Totalizando um volume final de 20 pL, os seguintes
reagentes foram misturados e adicionados as reacdes de 5 plL: 4 pL do tampdo 5x
Improm II; 2 pL de MgCl; 25 mM; 1 pL de dNTPs 10 mM; 0,5 pL de RNAsin (40
u/uL) e 1 puL da enzima reverse transcriptase. As amostras foram entdo incubadas a 25
°C por 5 minutos; 42 °C por 1 hora e 70 °C por 15 minutos.

Os oligonucleotideos especificos usados nos experimentos de PCR em tempo
real foram desenhados com auxilio do programa Primer 3 versdo 4.0 disponivel em
http://frodo.wi.mit.edu/primer3. As seqiiéncias dos oligonucleotideos foram: Fw-qPCR-
cbhl-harz 5’-tcggctcccgtctttactt-3°; Rv-qPCR-cbhl-harz 5’-atcggegtccatggaaac-3’; Fw-
qPCR-cbh2-harz 5’-cgcatccttttggttatcg- 3°; Rv-qPCR-chh2-harz 5’-tgggcegtttgageacttg-
3’;  Fw-qPCR-egll-harz  5’-cttgaagccaactcaagagc-3’;  Rv-qPCR-egl//-harz  5°-
gatggtgaagaccttggagg-3’; Fw-qPCR-egl2-harz 5’°-gattttggctgtgggactg-3’; Rv-qPCR-
egl2-harz 5’-agggaggcggaaaatggt-3’; Fw-qPCR-egl/3-harz 5’-cactgcgtcaaatcccaac-3’;
Rv-qPCR-eg/3-harz 5’-gggccaatgtctcegtate-37; Fw-qPCR-egl/7-harz 5’-
tgcacgactgtggacaaga-3’; Rv-qPCR-egl7-harz 5’-atcctgetgageccagact-3°; Fw-qPCR-swo-
harz 5’-ctggctcttgcaagectta-3’; Rv-qPCR-swo-harz  5’-ccggtccatccattaccte-3°;  Fw-
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gPCR-act-harz 5’-agaagttgctgccctegtc-3’ e Rv-qPCR-act-harz 5°-ggaaaacagctcggggag-
3.

Os ensaios de PCR em tempo real foram realizados no termociclador “PIXO
Real-time PCR System” (Helixis). Todas as reag¢des foram feitas com 5 uL. do reagente
“Platinum SYBR Green qPCR Supermix UDG” (Invitrogen - 11733-038) e 4 pMol de
cada oligonucleotideo em 10 pL. de volume final. Para determinar as eficiéncias dos
pares de oligonucleotideos foram usadas dilui¢des seriadas a partir de 1 pL das reagdes
de sintese da primeira fita de cDNA. As eficiéncias determinadas para cada par de
oligonucleotideos foram: cbhl - 90,98%, cbh2 - 97,83%, egll - 91,62%, egl2 - 91,65%,
egl3-90,13%, egl7 - 99,56%, swo - 95,44% e act - 108,22%.

Para as andlises de expressdo foram usados 2 plL das reagdes de sintese da
primeira fita de cDNA. As condi¢des de ciclagem para todas as reagdes foram: 50 °C
por 2 minutos, 95 °C por 2 minutos e 40 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 56 °C por 30
segundos e 72°C por 40 segundos. As curvas de “melting” foram obtidas por incubagao
a 95 °C por 15 segundos, 55 °C por 15 segundos e 95 °C por 15 segundos. Foram
realizadas também reagdes controle sem cDNA e sem a enzima transcriptase reversa.
Cada amostra de RNA foi ensaiada com reagdoes de PCR em tempo real em triplicata e
as amostras com Cts mais discrepantes foram desprezadas (uma de trés). As andlises de
expressdo foram feitas com uso do método de 224C (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001)
com modificagdes que permitiram calibrar pequenas diferengas entre as eficiéncias de
amplificacdo dos pares de oligonucleotideos utilizados, como proposto por (PFAFFL,
2001). Para obtengdo dos valores de expressdo diferencial as andlises de expressao
foram realizadas com uso do software “REST 2009 v2.0.13” (QIAGEN) disponivel em
http://www.qiagen.com/REST. Este software corrige diferencas de eficiéncia de
oligonucleotideos conforme o método proposto por (PFAFFL, 2001). Para a obtengao
dos graficos os valores de expressao diferencial gerados no programa REST foram
transportados para o programa  “GraphPad Prism v.5”, obtido em
http://www.graphpad.com/prism/.

As diferengas de expressdo foram calculadas a partir de comparacdes de valores
de Cts realizadas par a par. O valor de AACt foi assim determinado: 2%, onde AACt =
(Ct do alvo - Ct da actina) - (Ct do alvo calibrador - Ct da actina). Foram realizadas trés
tipos de andlises de expressdo diferencial com diferentes alvos calibradores. Estes alvos
calibradores foram: (i) os valores de Ct dos transcritos de micélio ndo induzido coletado

em 8, 36 e 60 horas, para as comparacdes de niveis de expressao dos transcritos entre
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micélio induzido e ndo induzido nos mesmos pontos de coleta; (ii) os valores de Ct dos
transcritos de micélio induzido coletado em 8 horas, para comparagdes de niveis de
expressdo entre os transcritos de micélios induzidos de 24, 36, 48 ¢ 60 horas e os
transcritos de micélio induzido por 8 horas e (iii) a média dos valores de Ct de actina
induzida em todos os tempos de coleta (8, 24, 36, 48 e 60 horas), para comparacdes de
niveis de expressdo entre os transcritos induzidos de 8, 24, 36, 48 e 60 horas e a média

da actina induzida de 8, 24, 36, 48 ¢ 60 horas.

3.9 Clonagem de enzimas de Trichoderma harzianum 10C-3844 em plasmideos

para expressdao em Pichia pastoris

As seqliéncias das celulases chhl (GenBank: AF223252) e bgl2 (GenBank:
EF426298) de Trichoderma harzianum 10C-3844, disponiveis publicamente
(BENSON et al., 2011), foram usadas para o desenho de oligonucleotideos para
obten¢do das ORFs via RT-PCR com uso da enzima “Platinum Taq DNA Polymerase
High Fidelity” (Invitrogen - 11304-011). A PCR foi realizada a partir da sintese da
primeira fita de cDNA com uso do RNA total isolado de micélio induzido. A reagdo de
RT foi feita como descrito acima no item “Andlises de RT-PCR”, exceto pela utilizagao
do oligonucleotideo reverso oligo-dT, ao invés de oligonucleotideos reversos gene
especificos. As demais ORFs foram isoladas por PCR, com uso da enzima “Platinum
Taq DNA Polymerase High Fidelity” (Invitrogen - 11304-011), utilizando os
plasmideos pDONR-222 (Invitrogen) recombinantes da biblioteca de ¢cDNA como
molde. Todas as ORFs para expressdo foram amplificadas com oligonucleotideos
especificos contendo sitios de enzima de restricdo para posterior clonagem nos
plasmideos de expressdo (Tabela 1). Os produtos de PCR foram digeridos com enzimas
de restricdo e clonados nos plasmideos de expressdo. As fusdes 5° e 3’ das ORFs
clonadas foram confirmadas por seqiienciamento com uso do seqlienciador
“MegaBACE 1000 Flex” (GE Healthcare). As informagdes resumidas sobre as
clonagens realizadas podem ser vistas na tabela 1. Algumas enzimas tiveram suas ORFs
clonadas com o peptideo sinal nativo nos plasmideos pGAP-Z e pPIC-Z. Outras foram
clonadas em fusdo com o fator “o”, que ¢ o peptideo sinal presente nos plasmideos de
expressao pGAP-Z-a e pPIC-Z-a, que, assim como o peptideo sinal nativo, também faz
com que a proteina recombinante seja secretada para o meio de cultura. As ORFs

fusionadas com o fator “a” tiveram o peptideo sinal removido depois do mapeamento
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do ponto de clivagem com uso da ferramenta “SignalP 4.0 Server” disponivel em
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/. Para a CBHI, além da ORF, o seu dominio

catalitico (DC) também foi clonado.
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Tabela 1: Resumo sobre as clonagens de celulases e hemicelulases de Trichoderma

harzianum 10C-3844 em plasmideos para expressdo em Pichia pastoris. As seqiiéncias

sublinhadas mostram os sitios das enzimas de restri¢ao usadas nas clonagens.

Proteina Pep. sinal nativo Oligonucleotideo Fw (5’-3") Oligonucleotideo Rv (5°-3") Plasmideo de Expressao
CBHI Sim gggaattcacgatgtatcggaagttggee ggggtcgaccaggcactgagagtagaatg pPIC-Z-A
CBHI Nao gggaattccagceaggtctgcacceca ggggtcgaccaggcactgagagtagaatg pPIC-Z-a-A
CBHI (DC) Nao gggaattccagcaggtetgcaccca ggggtcgacgecagtgttgecaccagt pPIC-Z-a-A
EGI Nao ccgaattccagcaacctggaaccagea ccgeggccgctaggeattgecgagtagtaatcg  pPIC-Z-a-A
EGIII Nao cggaattccagaccagctgegaaca cgcgtcgacgttgatagatgeggtee pPIC-Z-a-A
EGIV Sim ccttcgaaatggetcaaaagctttce cgtctagaaatctggaaacgcactgage pPICZ-a-C*
EGIV Nao ccatcgatccatggacatgtcaacaa cgictagaaatctggaaacgcactgage pPICZ-a-C
EGIV Sim ccttcgaaatggctcaaaagctttec cgictagaaatctggaaacgcactgage pGAPZ-C
EGIV Nao ccatcgatccatggacatgtcaacaa cgtctagaaatctggaaacgcactgage pGAP-Z-a-C
EGVII Nao cggaattccatggacagatccaaaac gctctagaaagecttgecacagggct pPIC-Z-a-A
BGL2 Nao possui gggaattcatgttgcccaaggacttt gctctagaaagcetctttgegctcttett pPIC-Z- 0-A
Xyn2 Nao ccgaattcgctecccactgaatectce cccgtegacgctgacagtgatggaagea pPIC-Z-a-A
Xyn3 Sim ccttcgaaatgaaagcaaatataatattttge ccgtegacttgtaaaatgcttacaatactg pPICZ-C
Xyn3 Nao ccatcgatcctcceggecgaattcattcga ccgtcgacttgtaaaatgettacaatactg pPICZ-a-C
Xyn3 Sim ccttcgaaatgaaagcaaatataatattttge ccgtcgacttgtaaaatgcttacaatactg pGAPZ-C
Xyn3 Nao ccatcgatcctcccggecgaattcattcga ccgtcgacttgtaaaatgcttacaatactg pGAP-Z-a-C

*Q plasmideo pPICZ-0-C usado para clonar a EGIV fica sem o fator “a” devido ao uso da

enzima BstBI que cliva no sitio “ttcgaa”. Com isso o plasmideo fica equivalente ao pPICZ-C.

3.10 Expressao de enzimas de Trichoderma harzianum 10C-3844 em Pichia pastoris

Foram realizados ensaios de expressao para as construcdes EGIII em pPIC-Z-a-

A e Xyn2 em pPICZ-0-A. Ensaios de expressdo em Pichia pastoris de outras enzimas

de Trichoderma harzianum 10C-3844 foram ou estdo sendo realizados por outros

estudantes do Laboratorio de Biologia Molecular do DGE-UFSCar. Os resultados

resumidos destes ensaios podem ser vistos no apéndice F. Nos plasmideos pPIC a

expressao heterdloga ¢ dirigida pelo promotor do gene da enzima alcool oxidase (AOX)

que responde ao estimulo de metanol. O protocolo de indugao foi realizado conforme as

recomendacdes do manual de expressdo “Easy Select Pichia Expression Kit, A Manual

of Methods for Expression of Recombinant Proteins Using pPICZ and pPICZa in
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Pichia pastoris”, versao G - K1740-01 - Invitrogen. Os principais passos estdo
resumidos a seguir: de 1 a 5 pg de plasmideos recombinantes foram linearizados com a
enzima de restricdo Pmel e utilizados para transformar a cepa KM71H muts de P.
pastoris (Invitrogen) por eletroporagdo. As leveduras transformadas foram selecionadas
por plaqueamento em meio contendo zeocina (Invitrogen) nas concentragdes de 100 a
500 pg/mL. As colonias selecionadas foram analisadas através de PCR de coldnia para
confirmar a presen¢a dos plasmideos recombinantes no genoma. A busca por clones que
expressam as enzimas clonadas em pPICs foi realizada com o crescimento das coldnias
a 250 RPM e 30 °C por dois dias em 3 mL de meio BMGY. Depois deste periodo o
material foi centrifugado e ressuspendido em 2 mL de meio de indugdo BMMY, depois
incubado a 300 RPM e 30 °C por até 6 dias. Estes ensaios tiveram como controle
negativo, a indugdo de leveduras transformadas com os mesmos plasmideos usados para
a expressdo, porém sem clones recombinantes, ou “vazios”. Os controles positivos
foram leveduras transformadas com outras proteinas do nosso laboratorio, sabidamente
expressas nas condi¢des utilizadas. Os tempos de indugdo foram ajustados conforme os
clones ensaiados e os pHs dos meios de cultura variaram de 6,0 a 6,5. As indugdes
foram confirmadas por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato
de sédio ou “SDS-PAGE” corado com “Coomassie Brilliant Blue” (SAMBROOK &
RUSSELL, 2001) com uso aliquotas de 15 uL dos sobrenadantes das culturas. Apds a
verificagdo do sitio de clivagem de peptideo nos plasmideos de expressdo, o peso
molecular das enzimas recombinantes foi calculado com uso do programa “GENE
RUNNER” versdao 3.01, disponivel em http://www.generunner.net/. Os clones
selecionados em pPIC foram induzidos em maior escala com indculos em 500 mL de
meio BMGY a 250 RPM e 30 °C por 24 horas. Depois o material foi centrifugado e
ressuspendido em 100 mL de meio BMMY a 300 RPM e 30 °C para indugdo por 1 a 6
dias.

Os sobrenadantes dos meios de cultura foram recuperados por centrifugacio ao
término do periodo de indugdo. Para purificacdo adicional, as proteinas recombinantes
foram capturadas pela passagem dos sobrenadantes induzidos em colunas contendo a
resina de niquel “Ni-NTA Superflow” (QIAGEN). As colunas contendo 5 mL de resina,
que haviam sido mantidas em etanol 20 %, foram previamente lavadas com 3 volumes
de agua deionizada e equilibradas com 3 volumes de tampao de lise sem imidazol (Tris
HCI1 10 mM; NaH,PO4 50 mM; NaCl 100 mM) pH 8,0 ajustado com NaOH. Apos a

passagem do sobrenadante de cultura de Pichia pastoris transformante, os eluatos foram
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recuperados para analise e as colunas contendo as proteinas foram lavadas com tampao
de lise sem imidazol. As proteinas recombinantes foram entdo eluidas da coluna com a
passagem de volumes de 5 mL de concentragdes crescentes de imidazol, no tampao de
lise conforme segue: 10 mM-a; 10 mM-b; 25 mM-a; 25 mM-b; 50 mM-a; 50 mM-b; 75
mM-a; 75 mM-b; 100 mM-a; 100 mM-b; 250 mM-a; 250 mM-b e 250 mM-c. A captura
das proteinas recombinantes foi realizada pela afinidade do niquel aos anéis
imidazolicos presentes nos aminodcidos, que formam a cauda de histidinas da proteina
recombinante, oriunda da fusdo dos clones com os plasmideos pPIC. A eluicdo se deu
devido a competi¢ao do imidazol pelo niquel. Os purificados foram analisados por SDS-
PAGE corado com “Coomassie Brilliant Blue” (SAMBROOK & RUSSELL, 2001). As
quantificagdes de proteina recombinante foram realizadas com uso do “kit” “Pierce

BCA Protein Assay Kit” - Thermo Scientific (SMITH et al., 1985).

3.11 Ensaios de atividade de enzimas recombinantes de Trichoderma harzianum
10C-3844

As enzimas EGIII e Xyn2 de Trichoderma harzianum 10C-3844 produzidas em
Pichia pastoris foram analisadas quanto a atividade com uso do corante Vermelho
Congo, que possui afinidade aos polissacarideos soliveis e que ¢ sensivel a mudanca de
pH que ocorre devido a produgdo de aglcares redutores oriundos da hidrolise
enzimatica. Ensaios de atividade de outras enzimas de Trichoderma harzianum 10C-
3844 produzidas em Pichia pastoris foram ou estdo sendo realizados por outros
estudantes do Laboratorio de Biologia Molecular do DGE-UFSCar e os resultados estdo
resumidos no apéndice F. Para os ensaios de atividade 10 pL dos sobrenadantes de
cultura induzida de Pichia pastoris ou 10 pL das fragdes purificadas a partir dos
sbrenadantes, foram adicionados a superficie do substrato de carboximetilcelulose ou
CMC (Sigma-C5678) para a enzima EGIII, ou de Xilano (X0502 - Sigma) para a
enzima Xyn2. Os substratos foram preparados com 0,5 % de CMC (para EGIII) ou 0,5
% de Xilano (para Xyn2) e 1,5 % de agar bacteriologico (Himedia - RM026). O
material foi incubado por 20 minutos a 28 °C para a enzima EGIIl em CMC, e por uma
hora a 30 °C para a enzima Xyn2 em Xilano. As placas foram entdo banhadas por 30
minutos com Vermelho Congo 0,2 % (Vetec - 600) e reveladas com NaCl 1M por 10

minutos.
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4 RESULTADOS

4.1 Extracdo de RNA total

Foram realizadas extragdes de RNA total, a partir de micélio induzido cultivado
por 60 horas com celulose microcristalina (Avicel) e a partir de micélio ndo induzido
cultivado por 60 horas, para analise por RT-PCR e posterior constru¢ao da biblioteca de
cDNA de Trichoderma harzianum 10C-3844. Nestas extracdes cerca de 50 pg de RNA
total foram obtidos a partir de 120 mg de micélio. A qualidade do material foi
confirmada por meio de medidas de densidade Optica em espectrofotometro, e pela
analise de eletroforese em gel de agarose 1 % (Figura 1). As medidas de densidade

oOptica no espectrofotometro também foram realizadas para quantificar as amostras de

RNA.

1,5 Kb
1,0Kb

Figura 1: Gel de agarose 1 % corado com brometo de etideo contendo RNA total extraido
de micélio de Trichoderma harzianum 10C-3844 cultivado por 60 horas. M: Marcador de
massa molecular 1kb (Biolabs); 1: RNA de micélio ndo induzido; 2: RNA de micélio induzido.

As setas indicam os RNAs 28S e 18S.

Para as analises por PCR em tempo real foram realizadas extra¢des adicionais de
RNA total de Trichoderma harzianum 10C-3844, a partir de micélio induzido por
Avicel e cultivado por 8, 24, 36 e 48 horas; e a partir de micélio ndo induzido cultivado
por 8, 36 e 60 horas. Nestas extracdes, em média, cerca de 50 pug de RNA total foram
obtidos a partir de 120 mg de micélio. Os RNAs foram tratados com DNasel para
garantir a pureza do material eliminando a possibilidade de interferéncias de DNA

gendmico nos ensaios posteriores. Apds o tratamento com DNasel a qualidade dos
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RNAs foi verficada por analise de eletroforese em gel de agarose 1 % (Figura 2) e pelas
medidas de densidade otica em espectrofotometro. As medidas de densidade Optica no

espectrofotdmetro também foram realizadas para quantificar as amostras de RNA.

1,5Kb

Figura 2: Gel de agarose 1 % corado com brometo de etideo contendo RNA total extraido
de micélio de Trichoderma harzianum 10C-3844 e tratado com DNAsel. M: Marcador de
massa molecular 1kb “GeneRuler” (Fermentas); 1, 2, 3, 4 e 5: RNA extraido de micélio
induzido por 8, 24, 36, 48, e 60 horas; 6, 7 e 8: RNA extraido de micélio ndo induzido por 8, 36
e 60 horas. As setas indicam os RNAs 28S ¢ 18S.

4.2 Analise de expressao de celulases por RT-PCR

As amostras de RNA coletadas em 60 horas de cultivo de micélio induzido e nao
induzido foram avaliadas quanto & expressao de celulases por RT-PCR. A andlise em
gel de agarose 1 % do revelou expressdo aumentada de chhl e bgl2 em micélio induzido

em comparacao ao micélio ndo induzido (Figura 3).
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Figura 3: Gel de agarose 1 % corado com brometo de etideo com resultado de RT-PCR
em micélio de Trichoderma harzianum 10C-3844 cultivado por 60 horas. M: Marcador de
massa molecular 1kb “GeneRuler” (Fermentas). 1: ¢cbhl ndo induzido; 4: cbhl induzido; 7: bgl2
ndo induzido; 10: bg/2 induzido; 13: actina ndo induzido; 16: actina induzido; 2, 5, 8, 11, 14 ¢
17: Controles sem transcriptase reversa; 3, 6, 9, 12, 15 e 18: Controles sem molde. As setas

indicam os fragmentos amplificados de actina (455pb), bgi2 (220pb) e cbhl (185pb).
4.3 Extracdo de RNA mensageiro e construcdo da biblioteca de cDNA

Uma quantidade 1,3 pg de RNA mensageiro foi obtida a partir de 240 ng de
RNA total extraido de micélio induzido por 60 horas. A qualidade do RNA mensageiro
foi confirmada por gel de agarose 1 % (Figura 4 A) e pelas medidas de densidade dptica
em espectrofotometro, que serviram também para quantificar o mRNA. O titulo da
biblioteca foi de 1,2 x 10° clones, o que corresponde a grande representatividade. Apos
analise de restricdo de 18 plasmideos pDONR-222 (invitrogen) recombinantes, com a
enzima BsrGl, a média do tamanho dos clones de cDNA calculada foi de 1,7 kb (Figura

4B).
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Figura 4: (A) Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo com resultado de extragao
de RNA mensageiro de Trichoderma harzianum 10C-3844 induzido com celulose por 60
horas, (B) Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo com resultado de anélise de
clones da biblioteca por restrigdo com BsrGl. (A) M: Marcador de massa molecular 1kb
“GeneRuler” (Fermentas); 1: RNA mensageiro. (B) M: Marcador de massa molecular 1kb

“GeneRuler” (Fermentas); 1 a 18: Clones digeridos.

4.4 Analise de sequencias ESTs

Depois do seqiienciamento dos clones da biblioteca induzida de cDNA de T.
harzianum 10C-3844, 2016 seqiiéncias brutas foram analisadas na plataforma de
softwares dCAS (GUO et al., 2009). Apos a filtragem das seqiiéncias e a remogao de
seqiiéncias de oligonucleotideo e de plasmideos, um total de 1544 seqiiéncias de boa
qualidade foram organizadas em 1003 transcritos, sendo 167 “contigs”, formados por
mais de uma seqiiéncia, ¢ 836 ESTs que permaneceram isolados em seqiiéncia Gnica ou
“singlet”. As 1544 seqiiéncias de boa qualidade estdo sendo submetidas ao banco de
dados “GenBank” (BENSON et al., 2011). Apos analisar os resultados das buscas via
“blastx” (ALTSCHUL et al., 1990) dos 1003 transcritos obtidos, 357 tiveram fungdes
associadas e 646 ndo apresentaram fungdes conhecidas. Entre os transcritos com fungao
associada, 20 foram mapeados com fung¢des relacionadas a desconstru¢do de biomassa

vegetal (Tabela 2).
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Como o seqiienciamento da biblioteca foi realizado a partir das extremidades 5’
dos clones de cDNA, por meio da andlise do alinhamento resultante do “blastx” os
transcritos que estdo com as ORFs completas nos plasmideos pDONR-222 (Invitrogen)
puderam ser identificados. Quase todos os transcritos listados na tabela 2 tiveram suas
ORFs completamente clonadas, provavelmente devido ao tamanho médio elevado dos
clones da biblioteca que foi de 1,7 kb (Figura 4). As excecdes foram os transcritos
correspondentes as proteinas Cipl (proteina glicolitica candidata ligante de celulose) e
ACEI (fator de transcrig@o tipo “zinc finger”) que alinharam a partir dos aminoacidos
14° e 6° respectivamente. Além disso, com exce¢do dos transcritos egl2, bgl2, bgl5,
bxll, manl, cipl ,ip2, xyrl e acel, os demais transcritos tiveram suas ORFs
completamente seqilienciadas com auxilio de oligonucleotideos adicionais. O apéndice F
mostra os transcritos de 7. harzianum 10C 3844, listados na tabela 2, que tiveram as
ORFs completamente seqiienciadas. Foram realizados alinhamentos da traducdo das
ORFs destes transcritos com os depdsitos das proteinas correspondentes em 7. reesei.
Estes alinhamentos e os valores de similaridade de seqiiéncia entre 7. harzianum e T.

reesei podem ser vistos no apéndice G.
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Tabela 2: Transcritos de Trichoderma harzianum 10C-3844 relacionados a desconstrucao

de biomassa. As contagens de ESTs estdo mostradas em ordem decrescente dentro de cada

categoria.
Organismos do Numerode Tamanhodo Tamamho Identidade do
Ndmero  melhor resultado deposito  alinhamento daProteina  alinhamento
Categoria  Proteinas de ESTs do “blastx” nr [GenBank] (aa) “blastx’ (aa) % E-valor
Celulases CBHI 34 H. lixii [Q9P&P3] 172 505 98 3E-98
CBHII 28 synthetic construct [CBX74420] 295 473 93 1E-156
EGVII 16 H. rufa [ACD36971] 249 249 86 1E-130
BGL1 13 T. reesei [AAA18473] 396 744 85 0
EGIII 6 H. schweinitzii [AAM77711] 173 234 82 1E-81
BGL2 6 H. lixii [ABN50090] 144 453 100 4E-81
BGL5 4 T. reesei [EGR49111] 196 484 91 1E-109
EGI 4 H. jecorina [ADMO08177] 238 459 86 1E-120
EGIV 3 Trichoderma sp.  [ACH92573] 250 347 81 1E-123
EGII 3 T. viride [BAA36216] 142 418 60 3E-47
EGV 2 H. rufa [AAQ21385] 100 247 82 6E-42
Hemicelulases Xyn2 27 H. lixii [ACF40831] 221 221 100 1E-128
Manl 8 T. longibrachiatum [ADN93457] 202 437 87 3E-99
Xyn3 7 H. jecorina [BAAB9465] 168 347 86 2E-77
Bxl1 1 H. jecorina [CAA93248] 155 797 92 2E-77
Acessorias SWOI 1 H. pseudokoningii [ABV57767] 157 494 82 4E-69
Putativas Cipl 2 H. jecorina [EGR52696] 173 316 83 2E-84
Cip2 2 H. jecorina [EGR449438] 143 460 76 5E-58
Fatores de
Transcrigdo Xyrl 2 T. reesei [EGR48040] 188 920 87 1E-94
ACEI 2 T. reesei [EGR51484] 195 733 94 2E-98

Entre as 17 celulases descritas para 7. reesei (ver introdu¢do), foram clonados

neste trabalho 11 transcritos homologos do 7. harzianum 10C-3844 (Tabela 2). Como

s0 havia as ORFs das proteinas CBHI e BGL2 de T. harzianum publicamente

disponiveis na época do inicio deste trabalho, estdo sendo reportadas aqui 9 seqiiéncias

adicionais de celulases para este organismo.

Entre estas 9 celulases a EGIII do

Trichoderma harzianum 10C-3844 esta disponivel publicamente GenBank:AFK32784
(BENSON et al., 2011).
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Entre as 5 xilanases descritas para 7. reesei (ver introdugdo) foram clonados 3
transcritos homologos do 7. harzianum 10C-3844 (Tabela 2). Como so existe a ORF da
proteina Xyn2 de 7. harzianum publicamente disponivel, estdo sendo reportadas aqui 2
seqiiéncias adicionais de xilanases para este organismo. A seqiiéncia da B-mananase
Manl, préviamente descrita para 7. reesei (ver introdugdo), também foi clonada na
biblioteca de T. harzianum 10C-3844 e esta sendo reportada aqui pela primeira vez para
este fungo (Tabela 2).

A enzima acessoria swolenina, previamente descrita em 7. reesei, e co-regulada
com celulases neste fungo (SALOHEIMO et al., 2002; FOREMAN et al., 2003) esta
sendo reportada para 7. harzianum pela primeira vez neste trabalho (Tabela 2).

As enzimas candidatas a interagdo com celulose e provaveis glicoliticas Cipl e
Cip2, previamente descritas para 7. reesei (FOREMAN et al., 2003), também estdo
sendo pela primeira vez reportadas aqui para 7. harzianum (Tabela 2).

Finalmente, a tabela 2 também mostra o regulador de xilanase Xyrl e o fator de
transcricdo tipo “zinc finger” ACEI, ambos também ja descritos em 7. reesei
(RAUSCHER et al., 2006; SALOHEIMO et al., 2000), e sendo reportados pela primeira
vez neste trabalho para 7. harzianum. A proteina Xyrl é o principal ativador geral da
expressao de celulases e hemicelulases (STRICKER et al., 2006; MACH-AIGNER et
al., 2008) enquanto que a proteina ACEI ¢ repressora de atividades celulasicas e
xilanasicas (ARO et al., 2003; RAUSCHER et al., 2006).

Uma biblioteca induzida de T. reesei QM6a, disponivel publicamente (DIENER
et al., 2004) também foi analisada neste trabalho com uso da plataforma dCAS (GUO et
al., 2009). Apds analisar 22819 seqiiéncias de boa qualidade, os transcritos de 7. reesei
QMb6a envolvidos com degradacdo de biomass vegetal totalizaram 28, os quais foram
separados em 24 enzimas e 4 fatores de transcri¢cdo (Tabela 3). Assim como feito para
T. harzianum 10C-3844 (Tabela 2) os transcritos relacionados a degradagdao de
biomassa listados para 7. reesei QM6a (Tabela 3) também tiveram seus alinhamentos
com os melhores “hits” do “blastx” (ALTSCHUL et al., 1990) verificados para
satisfazerem um critério minimo de confiabilidade com “E-values” < 1le-10, identidade
> 40 % e tamanho de alinhamento > 100 aminoacidos (dados ndao mostrados). Com isso,
uma comparagao de niveis de expressdo entre 7. harzianum 10C-3844 e T. reesei QM6a
foi realizada com base na contagem de ESTs (Tabela 3). Alguns transcritos da tabela 3
apareceram em 7. reesei QM6a e ndo apareceram em 7. harzianum 10C-3844. Sao eles:

as celulases EGVI, EGVIII, BGL3, BGL6 ¢ BGL7; as hemicellulases Axel, Axe2 ¢
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Abf2; e os fatores de transcrigdio ACE2 e CREI. Isto pode ter ocorrido por que a
biblioteca de 7. reesei QMo6a teve um maior namero de clones analisados em relagdo a
biblioteca de 7. harzianum 10C-3844 (22819 clones e 1544 respectivamente). No
entanto, sem um trabalho exaustivo de seqiienciamento de cDNAs, ndo ha como afirmar
se estes transcritos apresentam baixa expressao relativa ou se até mesmo nao ocorrem
em 7. harzianum 10C-3844. Por outro lado, as celulases EGIII e EGV, presentes em T.
harzianum 10C-3844, nao revelaram transcritos em 7. reesei QMo6a (Tabela 3). Isto
indica expressdo aumentada destes transcritos em 7. harzianum 10C-3844, apesar de
nao haver como calcular a razao de expressao entre os dois fungos nestes casos (Tabela
3).

De modo geral a tabela 3 sugere maiores niveis de expressdo dos transcritos de
Trichoderma harzianum 10C-3844 em relagdo aos transcritos Trichoderma reesei
QMo6a. Estes resultados corroboram com os resultados de (CASTRO et al., 2010a) que
mostraram maiores atividades celuloliticas (FPAse, endoglucanase e B-glucosidase) de
Trichoderma harzianum 10C-3844 em relacdo ao Trichoderma reesei RutC30. As
diferencas entre as contagens de ESTs listadas na tabela 3 para os transcritos destes dois

fungos estdo comentadas mais adiante na discussao.
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Tabela 3: Comparacdo de abundancia de transcritos, envolvidos com degradacédo de

biomass vegetal, entre Trichoderma harzianum 10C-3844 e Trichoderma reesei QM6a. Nos

casos com contagem de ESTs de valor zero, os valores estatisticos foram determinados, mas as

razdes de expressao ndo puderam ser calculadas.

T. harzianum 10C-3844 T. reesei QM6a Razdo

Categoria Proteina N % N % harz/reesei  p-valor
Celulases CBHI 34 2,2 134 0,59 3,75 <0,0001
CBHII 28 1,81 56 0,25 7,39 <0,0001
EGI 4 0,26 10 0,04 591 0,0006

EGII 3 0,19 12 0,05 3,69 0,03
EGIII 6 0,39 0 0 - <0,0001

EGIV 3 0,19 9 0,04 4,93 0,008
EGV 2 0,13 0 0 - <0,0001
EGVI 0 0 19 0,08 - <0,0001
EGVII 16 1,04 20 0,09 11,82 <0,0001
EGVIII 0 0 12 0,05 - <0,0001
BGL1 13 0,84 3 0,01 64,04 <0,0001
BGL2 6 0,39 5 0,02 17,73 <0,0001
BGL3 0 0 4 0,02 - <0,0001
BGL5 4 0,26 3 0,01 19,71 <0,0001
BGL6 0 0 1 0 - <0,0001
BGL7 0 0 5 0,02 - <0,0001
Total 119 7,71 293 1,28 6 <0,0001
Hemicelulases Xyn2 27 1,75 8 0,04 49,88 <0,0001
Xyn3 7 0,45 6 0,03 17,24 <0,0001
Bxl1 1 0,06 7 0,03 2,11 0,4745%*
Axel 0 0 7 0,03 - <0,0001
Axe2 0 0 2 0,01 - <0,0001
Abf2 0 0 2 0,01 - <0,0001
Manl 8 0,52 4 0,02 29,56 <0,0001
Total 43 2,78 36 0,16 17,65 <0,0001
Acessoria SWOI 1 0,06 6 0,03 2,46 0,3882*
Putativa Cipl 2 0,13 18 0,08 1,64 0,5017*
Cip2 2 0,13 4 0,02 7.39 0,0067
Total 4 0,26 22 0,1 2,69 0,0586*
Fatores Transcr. ACEl 2 0,13 12 0,05 2,46 0,2225%
ACE2 0 0 3 0,01 - < 0,0001
Xyrl 2 0,13 3 0,01 9,85 <0,0001
CREI 0 0 6 0,03 - <0,0001

ESTs restantes 1374 88,99 22450 98,38 0,9 0,006

Total de ESTs 1544 100 22819 100 1 -

* Valores estatisticos ndo significativos
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4.5 Busca de sequéncias de Trichoderma harzianum relacionadas com degradacédo
de biomass vegetal

Para checar a existéncia de seqiiéncias disponiveis publicamente de 7.
harzianum, relacionadas com a degradagdo de biomass vegetal, foi realizada uma busca
via “blastn” com parametros “default” (ALTSCHUL et al., 1990), contra a colegdo de
nucleotideos (nr/nt), usando todas as ORFs descritas para 7. reesei, correspondentes as
proteinas listadas na tabela 3. A maior parte dos nimeros de acesso destas ORFs esta
descrita em (FOREMAN et al., 2003). Os demais nimeros de acesso usados foram:
acel [GenBank:AF190793], ace? [GenBank:AF220671] xyrl [GenBank:AF479644],
cbhl [GenBank:AY368686] e crel [GenBank:X95368] (BENSON et al., 2011). Esta
busca retornou as ORFs de T. harzianum para cbhl: [GenBank:AF223252], para bgl2:
[GenBank:EF426298] e [GenBank:EF426299] e para crel [GenBank:X95369]; além do
nosso deposito da ORF de eg/3 [GenBank:JQ923478] (BENSON et al., 2011). Usando
as mesmas seqiiéncias foram realizadas buscas via “blastx” com parametros “default”
(ALTSCHUL et al., 1990), contra o banco de seqiiéncias nao redundantes de proteinas
(nr). Com isso, foram encontradas as seqiiéncias de 7. harzianum da proteina CBHI:
[GenBank:Q9P8P3] ¢ [GenBank:ADHO04808]; da BGL2: [GenBank:ABN50090] e
[GenBank:ABN50091]; da Xyn2: [GenBank:ACF40831] e [GenBank:P48793] e da
CREI [GenBank:CAA64656]; além do nosso deposito da EGIII [GenBank:AFK32784],
(BENSON et al., 2011).

Ainda no intuito de mapear seqiiéncias de 7. harzianum disponiveis
publicamente, e relacionadas com degradacdo de biomassa, as ORFs de 7. reesei
correspondentes as proteinas listadas na tabela 3 foram usadas para buscar ESTs contra
o banco de dados “expressed sequence tags (est)” via “blastn” usando os parametros
“default” (ALTSCHUL et al., 1990). Com isso foram encontrados 8 ESTs para 7.
harzianum (Tabela 4). Para identificar estes ESTs, os mesmos foram usados para
realizar buscas nos bancos de colecdo de nucleotideos (nr) e de seqiiéncias nao
redundantes de proteinas (nr), via “blastn” e “blastx” respectivamente usando os
parametros “default” (ALTSCHUL et al., 1990). Depois disso, foram encontrados as
sequencias de nucleotideo ¢ de aminoacido correspondentes a 7 diferentes proteinas
relacionadas a degradagao de biomass vegetal (Tabela 4). Comentarios adicionais sobre

estas buscas se encontram na discussao.
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Tabela 4: ESTs publicamente disponiveis de Trichoderma harzianum associados com

degradacdo de biomass vegetal.

ESTsdeT. Depdsitos de  Depdsitos de

harzianum DNA Proteina  Alinhamento = Tamanho do Tamanho da Identidade
[GenBank] Proteina [GenBank] [GenBank] do “blastx” alinhamento (aa) proteina (aa) % E-valor
[CK907860] BGL2 [EF426299]  [ABN50090] 1° 200 453 96 4E-140
[AJ899631] BGLS5 [AY281377] [EHK23361] 3° 222 484 91 9E-152
[HS574263] BGL3 [AY281374] [EGR48517] 2° 73 874 96 2E-43
[AJ896429] Axe2 [AY281376] [EHK24306] 2° 131 299 79 1E-68
[FG342168] ACEIl [AF190793] [EHK49917] 3° 146 733 86 1E-67
[DY761707] Xyrl [AF479644]  [EGR48040] 1° 42 920 100 1E-18
[AJ895295] BGL2 [EF426299]  [ABN50090] 1° 181 453 100 8E-131
[AJ904356] CREI [X95369]  [CAAG64656] 2° 113 409 96 3E-66

Finalmente, as ultimas buscas por sequencias de 7. harzianum, relacionadas a

desconstrucdo de biomassa, foram realizadas usando o nome da espécie contra os
bancos de dados ‘“Protein Data Bank - PDB” (BERMAN et al., 2000) e o
“Proteinknowledgebase - UniProtKB” (WU et al., 2006). Com isso foram encontrados
apenas: a estrutura da CBHI (2Y9L e 2Y9N) e da Xyn2 (1XND) no “PDB”, e as ORFs
das proteinas CBHI, BGL2, Xyn2 e CRE1 no “UniProtKB”.

4.6 PCR em tempo real e analises de expressao

Comparando os valores de expressdo entre o micélio induzido e ndo induzido de

T. harzianum 10C-3844, nos pontos de coleta de 8, 36 e 60 horas de cultivo, a maioria

dos transcritos analisados se mostrou superexpressa em todos os pontos de amostragem,

com exce¢do das endoglucanases egl/ e egl/3 em 8§ horas de indugdo. Entre os demais

transcritos superexpressos em 8 horas de inducdo, o de chh2 mostrou o maior valor,

seguido por cbhl, swol, egl7 e egl? (Figura 5).
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Figura 5: Valores de expressdo de transcritos obtidos de cultura induzida de Trichoderma
harzianum 10C-3844 por 8, 36 e 60 horas, em relagdo aos transcritos obtidos de cultura
ndo induzida de 8, 36 e 60 horas. Os valores foram normalizados pela expressdo do transcrito
de actina. Os alvos calibradores foram os transcritos de cultura ndo induzida de 8, 36 € 60 horas.

O eixo das ordenadas esta em escala logaritmica.

A figura 5 também mostra valores massivos de superexpressdo em 36 horas de
indugdo com alguns dos valores acima de centenas de milhares de vezes mais expressos
em relacdo aos transcritos correspondentes ndo induzidos, como calculado para chhl
(164.498,23), cbh2 (147.746,79), egll (112.798,46) e egl7 (535.978,98). Todos os
valores de expressdo e as significancias estatisticas correspondentes a figura 5 podem
ser vistos no apéndice H.

Em 60 horas de inducdo, todos os valores de expressdo mostraram diminui¢ao
relativa comparados com 36 horas de indugdo, mas ainda mantendo valores de
superexpressao na casa dos milhares, destacando-se o transcrito de egl/7 que mostrou o
valor de 232.243,76 vezes mais expresso em relagdo ao egl/7 do micélio de 60 horas nao
induzido (Figura 5). Vale destacar que os valores de superexpressdo de eg/7 em 36 e 60
horas de indugdo, foram os mais altos encontrados. Finalmente, o valor de
superexpressdo de eg// também chama atengdo por ser mais alto do que os valores de

cbhl e cbh2 em 60 horas de indugao (Figura 5).
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A comparacao de expressao dos transcritos obtidos de 24, 36, 48, ¢ 60 horas de
inducdo, em relacdo aos transcritos de 8 horas de indu¢do, mostrou um aumento geral de
niveis de mRNA de 24/8 a 36/8 horas (Figura 6). Um leve decréscimo de 36/8 a 60/8
horas foi verificado para a maior parte dos transcritos, com excecao de eg/3 e egl7 que
mostraram maiores valores em 48/8 horas quando comparados aos valores de 36/8 horas
(Figura 6). Todos os valores de expressdo e as significancias estatisticas

correspondentes a figura 6 podem ser vistos no apéndice H.

1 000 000~
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Figura 6: Valores de expressdo de transcritos obtidos de cultura induzida de Trichoderma
harzianum 10C-3844 por 24, 36, 48 e 60 horas, comparados com 0s transcritos obtidos de
cultura do fungo induzido por 8 horas. Os valores foram normalizados pela expressdo do
transcrito de actina. Os alvos calibradores foram os transcritos de cultura induzida por 8§ horas.

O cixo das ordenadas estd em escala logaritmica.

A comparagdo dos valores de expressdo dos transcritos obtidos de micélio
induzido, em relagdo ao valor de expressao médio do transcrito de actina em todos os
pontos induzidos (ver métodos), mostra as abundancias relativas entre os transcritos em
cada tempo de inducdo avaliado (Figura 7). Os transcritos egll, egl3 e egl7 se
mostraram excessivamente subexpressos em comparagcdo com o nivel de mRNA de
actina (ou em relagdo aos demais transcritos), no tempo de 8 horas de indugao (Figura 7

A). Isto estd em concordincia com os valores mostrados nas figuras 5 e 6, em que os
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mesmos transcritos mostraram os mais altos incrementos nos niveis de expressao, em
compara¢do com condi¢des ndo indutoras (Figura 5) e com o tempo de indugdo de 8
horas (Figura 6). Além disso, os valores de expressdo dos demais transcritos, ou seja de
cbhl, cbh2, egl2 ¢ swo 1 podem sugerir uma resposta mais rapida a inducdo por
celulose (Figura 7 A). A figura 7 B confirma a tendéncia sugerida na figura 6,
mostrando os maiores valores de expressdo em 36 horas para todos os transcritos com
uma ligeira diminui¢do de 36 para 48 e finalmente de 48 para 60 horas de inducdo. Vale
também destacar que os valores de expressao dos transcritos cbhl e cbh2, especialmente
0 cbhl, mostraram maiores diminui¢des de 36 para 60 horas em comparagao aos demais
transcritos (Figura 7B). Todos os valores de expressdo e as significancias estatisticas

correspondentes a figura 7 podem ser vistos no apéndice H.
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Figura 7: Valores de expressdo de transcritos obtidos de cultura induzida de Trichoderma
harzianum 10C-3844 por 8, 24, 36, 48 e 60 horas, comparados com a média dos valores de
expressdo do transcrito de actina nos tempos de 8, 24, 36, 48 e 60 horas de cultura do
fungo induzido. Os valores foram normalizados pela expressdo do transcrito de actina. Os alvos
calibradores foram a media do valor de expressdo do transcrito de actina em todos os tempos de
inducdo. O valor zero no eixo das abscissas indica o nivel de expressdo da actina de micélio
induzido. A: Valores de expressdo de 8 horas de indugdo mostrados separadamente por razdes

de escala. B: Valores de expressdo para 24, 36, 48 e 60 horas de indugio.

4.7 Expressao de proteinas recombinantes

Os ensaios de inducdo da enzima EGIII de T. harzianum 10C-3844 foram

realizados em pH 6,5. O peso molecular esperado para a EGIII (sem peptideo sinal) foi
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calculado a partir da seqiiéncia de DNA da ORF recombinante, em plasmideo pPIC-Z-
Alpha-A, com uso do programa “GENE RUNNER” versdo 3.01. O valor encontrado foi
de 23,8 KDa. O tempo de inducdo analisado foi de 72 horas e 15 pL dos sobrenadantes
de cultura foram analisados por SDS-PAGE (Figura 8).

Foram ensaiadas 22 col6nias de P. pastoris recombinantes para EGIII de T.
harzianum 10C-3844 clonada em pPIC-Z-Alpha-A. As andlises por SDS-PAGE
mostraram que a maioria das coldnias de P. pastoris secretou a proteina recombinante
no sobrenadante de cultura. A figura 8 mostra 6 dos 22 clones ensaiados, entre eles se
encontra o clone B2 que apresentou a banda mais intensa, tendo sido por isso escolhido

para os ensaios subseqiientes de expressao.

(+) A2 B2 C2 D2 A3 B3

25 KDa
20KDa

<«—EGIII

<« ()

- -
—
-_—
—
-

Figura 8: Sobrenadante de cultura de Pichia pastoris expressando EGIII de Trichoderma
harzianum 10C-3844. SDS-PAGE mostrando em M: Marcador de massa molecular
“BenchMark” (Invitrogen). (-): Controle negativo de P. pastoris transformada com pPIC-Z-
Alpha-A. (+): Controle positivo com P. pastoris transformada com proteina recombinante de 15
KDa clonada em pPIC-Z-Alpha-A. A2, B2, C2, D2, A3 e B3: 6 dos 22 clones de EGIII de P.
pastoris ensaiados para expressdo. As setas indicam as bandas de expressdo da EGIII e da

proteina usada como controle positivo.

A inducao da enzima EGIII a partir do clone B2 de Pichia pastoris (figura 8) foi
otimizada para o tempo de inducdo de 24 horas mantendo o pH 6,5. A figura 9 mostra
20 pL das principais fracdes de 5 mL do sobrenadante de cultura, obtidas apds a
passagem para purificacdo e elui¢do da coluna de niquel “Ni-NTA Superflow”
(QIAGEN). A quantificacdao da proteina recombinante mostrou rendimento de 60 mg/L

em meio de indugdo BMMY, o que corresponde a 300mg/L em meio de cultivo BMGY.
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Figura 9: Fragdes purificadas do sobrenadante do clone B2 de Pichia pastoris
transformada com EGIII de Trichoderma harzianum 10C-3844. SDS-PAGE mostrando em
M: Marcador de massa molecular “Broad Range” (Biolabs). El: 20 uL do eluato do
sobrenadante de cultura (meio BMMY). Lav: 20 pulL da lavagem da coluna de niquel com
tampao de lise sem imidazol. 50a a 100b: fragdes de S mL contendo concentragdes crescentes de
imidazol (expressas em mM) em tampao de lise. A seta indica a banda de express@o da proteina

EGIIL.

Os ensaios de inducdo da enzima Xyn2 de 7. harzianum 10C-3844 foram
realizados em pH 6,0. O peso molecular esperado para a Xyn2 foi calculado a partir da
seqiiéncia de DNA da ORF recombinante com uso do programa “GENE RUNNER”
versao 3.01. O valor encontrado foi de 22 KDa.

O tempo de indugdo analisado foi de 72 horas e 15 pL. dos sobrenadantes de
cultura foram analisados por SDS-PAGE (Figura 10). Foram ensaiadas 22 coldonias de
P. pastoris recombinantes para Xyn2 de 7. harzianum 10C-3844 clonada em pPIC-Z-
Alpha-A. As analises por SDS-PAGE mostraram que a maioria das colonias de P.
pastoris secretou a proteina recombinante no sobrenadante de cultura. A figura 10

mostra 13 dos 22 clones ensaiados.
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Figura 10: Sobrenadante de cultura de Pichia pastoris expressando Xyn2 de Trichoderma
harzianum 10C-3844. SDS-PAGE mostrando em M: Marcador de massa molecular
“BenchMark” (Invitrogen). BO4 a D04: 13 dos 22 clones ensaiados. (+):Controle positivo com
P. pastoris transformada com proteina recombinante de 23,8 KDa clonada em pPIC-Z-Alpha-A.
(-): Controle negativo de P. pastoris transformada com pPIC-Z-Alpha-A. As setas indicam as

bandas de expressao da Xyn2 e da proteina usada como controle positivo.

Ensaios de expressao em Pichia pastoris de outras enzimas de Trichoderma
harzianum 10C-3844 foram ou estdo sendo realizados por outros estudantes do

Laboratorio de Biologia Molecular do DGE-UFSCar e os resultados estdo resumidos no

apéndice F.
4.8 Ensaios de atividade das enzimas recombinantes

As fracdes purificadas de EGIII de T. harzianum 10C-3844 (Figura 9) sugeriram

forte atividade desta enzima em placas contendo CMC e ensaiadas com Vermelho

Congo (Figura 11).
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Figura 11: Teste de atividade das frac6es purificadas do sobrenadante da inducéo do clone
B2 de Pichia pastoris transformada com EGIII de Trichoderma harzianum 10C-3844.

Ensaio rezlizado em placas de CMC reveladas com Vermelho Congo.

Os sobrenadantes de cultura de P. pastoris contendo Xyn2 de 7. harzianum

I0C-3844 sugeriram alta atividade xilanésica (Figura 12).

Figura 12: Teste de atividade dos sobrenadantes de culturas induzidas de Pichia pastoris
transformadas com Xyn2 de Trichoderma harzianum 10C-3844, em placas de Xilano
reveladas com Vermelho Congo. A seta indica o controle negativo de P. pastoris transformada
com pPIC-Z-Alpha-A.

Ensaios de atividade de outras enzimas de Trichoderma harzianum 10C-3844
produzidas em Pichia pastoris foram ou estdo sendo realizados por outros estudantes do
Laboratorio de Biologia Molecular do DGE-UFSCar e os resultados estao resumidos no

apéndice F.
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5 DISCUSSAO

5.1 Analise inicial da expresséo de celulases por RT-PCR

As andlises de RT-PCR foram realizadas para verificar o micélio quanto a
inducdo da expressao de celulases e validar seu uso na construg¢do da biblioteca induzida
por celulose. A expressdo aumentada dos transcritos de chhl e bgl2 em micélio
induzido por 60 horas, em comparagdo ao micélio ndo induzido, pode indicar a indugdo
simultanea das outras celulases ¢ das hemicelulases (SADDLER, HOGAN, LOUIS-
SEIZE, 1985; MARGOLLES-CLARK, ILMEN, PENTTILA, 1997). Em relagio ao
tempo de indugdo, estudos prévios em T. reesei (ABRAHAO-NETO et al., 1995)
reportaram alta expressdo de celulases entre 16 e 60 horas de indugdo, com atividade
celulolitica crescente em até 80 horas. Neste contexto, 0 RNA de 60 horas de indugao
foi validado para ser usado na construcdo da biblioteca induzida de Trichoderma

harzianum 10C-3844.

5.2 Contagem de ESTs

A biblioteca de cDNA de 7. reesei QM6a, disponivel publicamente, foi obtida a
partir de micélios cultivados em diferentes condi¢des indutoras, diferentes fontes de
celulose e variados pontos de coleta. As culturas liquidas foram induzidas: com 2 % de
Avicel, 2 % de “Solka-Floc” e 2 % de farelo de trigo, com os micélios coletados depois
de 3 e 6 dias e com 2 % de polpa de beterraba com o micélio coletado depois de 6 dias.
As culturas solidas foram induzidas: com farelo de trigo e “Solka-Floc”, com os
micélios coletados depois de 6 e 7 dias € com polpa de beterraba e “Solka-Floc”, com os
micélios coletados depois de 9 dias (FOREMAN et al., 2003; DIENER et al., 2004).

Estes protocolos de indugdo representam uma abordagem experimental distinta
da usada no presente trabalho, no qual a constru¢cdo da biblioteca de cDNA do T.
harzianum 10C-3844 foi feita a partir de micélio coletado depois de 60 horas de
inducdo em meio liquido com 1 % de Avicel. Estas diferencas podem ser mais
significativas quanto ao tempo de coleta, uma vez que todas as indugdes, para ambos 0s
fungos, foram realizadas na presenca de celulose. No entanto, hé indica¢des de que o 7.

reesei RutC30 leva mais tempo do que o 7. harzianum 10C-3844 para atingir os niveis
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maximos de atividades de celuloliticas (CASTRO et al., 2010a; CASTRO et al., 2010b),
0 que minimizaria as diferencgas de tempos de coleta entre os dois ensaios citados.

Neste contexto se justifica a comparacdo, baseada em contagem de ESTs, dos
niveis de expressdo dos transcritos listados na tabela 3. Interessantemente, as diferencas
de expressdo mostradas na tabela 3 sugerem que o 7. harzianum 10C-3844 ¢ melhor
produtor de enzimas relacionadas com a desconstru¢do de biomassa em comparacao ao
T. reesei QM6a. Isso pode ser visualizado com base nas razdes calculadas para os
transcritos e para as categorias de transcritos (Tabela 3). Mais adiante serdo discutidas
as comparagdes dos niveis de expressdo dos transcritos de interesse para as duas
espécies de fungos, com base na contagem de ESTs e nos experimentos de PCR em
tempo real. De qualquer maneira, os dados mostrados nas tabelas 2 e 3 sugerem que o 7.
harzianum 10C-3844, induzido em cultura liquida por 60 horas, ¢ capaz de produzir
suas principais celulases em grande quantidade.

As mais altas representatividades dos transcritos cbhl e cbh2 de T. harzianum
I0C-3844 (Tabela 2), em comparacdo com suas demais celulases, também tem sido
reportadas para T. reesei (ILMEN et al., 1997; LYND et al., 2002). Os dados mostrados
na tabela 3 também confirmam niveis mais elevados de cbhhl e cbh2 para T. reesei
QMb6a em relagdo as suas demais celulases. No entanto, os transcritos, chhl e cbh2 de
T. harzianum 10C-3844 parecem ter niveis mais equilibrados de expressdo entre si, em
comparagdo com o 7. reesei QM6a, no qual o transcrito de cbhl é muito mais
representado do que o cbh2 (Tabela 3). De fato, (ILMEN et al., 1997) mostraram
expressao bem mais elevada de chhl em comparagdo a chh2 e as demais celulases, em
T. reesei QM9414 cultivado sob uma variedade de condi¢des indutoras com celulose.
Mais consideragdes a respeito da expressdo de chbhl e cbh2 de T. harzianum 10C-3844
serdo discutidas mais adiante.

Entre as endoglucanases de 7. harzianum 10C-3844, os transcritos de egl7 e
egl3 mostraram contagem mais elevada (Tabela 2). Por outro lado, os transcritos de
endoglucanases mais abundantes para 7. reesei QM6a foram o egl7 e o egl6 (Tabela 3).

Analises estruturais reportadas por (KARKEHABADI et al., 2008) revelaram
que a proteina EGVII de T. reesei possui similaridade com a proteina ndo catalitica
ligante de quitina CBP21 de Serratia marcescens. Interessantemente, apesar de a EGVII
ndo possuir dominio tipico de ligagdo a carboidrato (CBM), as similaridades estruturais
com CBP21 incluem a regido CBM desta enzima e levaram os autores a sugerir fungdo

similar de ligacdo a carboidrato na EGVII (KARKEHABADI et al., 2008). Estes

54



autores reportaram também baixa atividade endoglucanasica da EGVII de T. reesei e
além disso, as analises estruturais ndo permitiram a identificagdo de um centro catalitico
nesta enzima. Com isso, levando em consideracdo que a CBP21 de Serratia marcescens
atua indiretamente aumentando a degradacdo das quitinases (VAAJE-KOLSTAD et al.,
2005), ¢ possivel sugerir uma fungdo sinérgica ou acessoria para a EGVII
(KARKEHABADI et al., 2008). Corroborando com estas observacdes (MERINO &
CHERRY, 2007) reportaram que em substratos nativos com hemicelulose e lignina
(cellulose nao purificada) a EGVII pode contribuir para a sinergia entre as celulases
aumentando a atividade celulolitica. Desta forma, o maior nivel de expressao de EGVII,
sugerido pela contagem de ESTs para os dois fungos analisados (Tabela 3), pode indicar
importante fun¢do desta proteina como enzima acessoéria. Isto pode ser particularmente
importante em 7. harzianum 10C-3844 no qual o transcrito egl/7 apresenta
representatividade de 11,82 vezes maior em relagdo ao egl7 de T. reesei QM6a (Tabela
3). Mais adiante ha comentarios adicionais em relacdo aos niveis de expressao do
transcrito egl7 de T. harzianum 10C-3844.

O transcrito egl6 pode ser importante para o sistema celulolitico de 7. reesei
QMBo6a, apresentando uma das maiores contagens de ESTs entre as enduglucanases deste
fungo, mas pode ser desnecessario para o sistema celulolitico de 7. harzianum 10C-
3844, j4 que ndo foi detectado neste fungo (Tabela 3). No entanto, mais esforcos de
seqiienciamento poderiam revelar uma eventual presenca deste transcrito em T.
harzianum 10C-3844 induzido por Avicel.

Por outro lado, o transcrito egl3 parece ser mais importante para o 7. harzianum
I0C-3844, considerando que ele ¢ bastante representado em relacdo aos demais
transcritos para endoglucanases deste fungo, e uma vez que ele ndo aparece na
biblioteca analisada de 7. reesei QMo6a (Tabela 3). Corroborando com estas
informacdes (ULKER & SPREY, 1990) reportaram que em 7. reesei a
representatividade da EGIII ¢ menor do que 1 % do total de celulases expressas neste
fungo. Interessantemente, esta enzima ndo apresenta dominio tipico CBM (FOREMAN
et al., 2003; SANDGREN, STAHLBERG, MITCHINSON, 2005) o que proporciona
atividade preferencial em celulose amorfa ou soluvel, como descrito para 7. reesei
(SPREY & BOCHEM, 1992; KARLSSON et al., 2002). Esta atividade preferencial em
celulose soltivel também foi reportada para EGIII de 7. harzianum 10C-3844, em uma
publicacdo recente, fruto do trabalho desenvolvido no Laboratério de Biologia

Molecular do DGE-UFSCar em colaboragdo com o laboratorio de Cristalografia do
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Instituto de Fisica da USP de Sao Carlos (IFSC) (LIBERATO et al., 2012). Este
trabalho envolve ensaios com a EGIII recombinante de 7. harzianum 10C-3844 (ver
mais adiante o item “Expressdo e ensaios de atividade das proteinas recombinantes”).
Vale destacar também que a EGIII apresenta atividade tipo expansina desorganizando
as fibras de celulose e relaxando a estrutura da parede celular, e com isso podendo
deixar a celulose mais acessivel a outras celulases (HENRIKSSON et al., 1999; YUAN,
WU, COSGROVE., 2001). Desta forma, a EGIII, sendo mais representada em 7.
harzianum 10C-3844 (Tabela 3; ULKER & SPREY, 1990) pode ter importante papel
neste fungo, por um lado proporcionando uma possivel maior eficiéncia em abordar
celulose amorfa, em comparagdo ao 7. reesei, ¢ por outro lado atuando de modo
sinérgico, desorganizando a celulose e promovendo aumento de acessibilidade de outras
celulases ao substrato. Com isso, apesar de a EGIII apresentar menor eficiéncia
hidrolitica, em substratos celuldsicos, em comparacdo a EGI e EGII em T. reesei
(KARLSSON et al.,, 2002), estas observagdes podem ajudar a explicar as altas
atividades de endoglucanase reportadas em 7. harzianum 10C-3844 por (CASTRO et
al., 2010a). Neste contexto, os altos niveis de expressao de egl3 e egl7 entre as
endoglucanases de 7. harzianum 10C-3844, indicados pela contagem de ESTs (Tabela
3), podem contribuir significativamente para o sistema celulolitico deste fungo.

O transcrito eg/§ também chama a atencdo pela provavel maior importancia para
a atividade celulolitica de 7. reesei QM®6a, ja que a contagem de ESTs o indica como
um dos transcritos de endoglucases mais expressos neste fungo e, uma vez que ele nao
aparece entre os ESTs de T. harzianum 10C-3844 (Tabela 3). A auséncia dos transcritos
de egl6 e egl8 na biblioteca de T. harzianum 10C-3844 pode sugerir uma compensagao
por suas outras endoglucanases bastante expressas, incluindo aquelas que aparecem
apenas na sua biblioteca e também aquelas que aparecem para os dois fungos. Além
disso, todas estas endoglucanases em conjunto apresentam maiores contagens de ESTs
em 7. harzianum 10C-3844 em comparacdo ao 7. reesei QM6a (Tabela 3).

Os transcritos egll, egl? e egl4 possuem abundancia similar dentro do
transcriptoma de cada um dos fungos mas apresentam contagem de ESTs de 3 a 6 vezes
maiores em 7. harzianum 10C-3844 (Tabela 3). Interessantemente, apesar de ter
dominio tipico de CBM e sitio catalitico (SALOHEIMO et al., 1997), a proteina EGIV
de T. reesei apresenta atividade endoglucanasica significativamente diminuida em
comparacdo a EGI (KARKEHABADI et al., 2008; KARLSSON et al., 2001). No

entanto, diferentemente da EGVII, ndo ha evidencia na literatura sobre uma eventual
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importancia da EGIV como enzima acessoria. Finalmente, o transcrito egl5 pode
possuir maior importincia na atividade endoglucanasica de 7. harzianum 10C-3844,
visto que este transcrito ndo aparece na biblioteca de 7. reesei QM6a, que ¢ 14,78 vezes
maior (Tabela 2). Em conjunto, as representatividades mais altas dos transcritos de
endoglucanases de 7. harzianum 10C-3844 (Tabela 3) corroboram com as maiores
atividades endoglucanasicas deste fungo, em rela¢do ao 7. reesei Rut-C30, reportadas
por (CASTRO et al., 2010a). Mais adiante ha comentarios adicionais sobre a expressiao
dos transcritos egll, egl?2, egl3 e egl7 de T. harzianum 10C-3844.

O transcrito de bg/l pode ser bastante importante para a atividade B-glucandsica
de T. harzianum 10C-3844 visto que, comparado ao 7. reesei QM6a, este transcrito foi
64.04 vezes mais abundante (Tabela 3), e considerando que foi o transcrito que
apresentou maior contagem entre as B-glucosidases de 7. harzianum 10C-3844 (Tabela
2). Os transcritos bgl2 e bgl5 também se apresentaram bem mais abundantes em 7.
harzianum 10C-3844 com contagens de 17,73 e 19,71 vezes maiores, respectivamente
(Tabela 3). Por outro lado, os transcritos bgl/3, bgl6 e bgl7 apareceram apenas na
biblioteca de T. reesei QM6a (Tabela 3). Para saber se estes transcritos ocorrem em 7.
harzianum induzido por Avicel, mais esfor¢os de seqiienciamento sdo necessarios. No
entanto, apesar disto, os transcritos de -glicosidases bgli, bgl2 e bgl5 de T. harzianum
IOC-3844 sdo bem mais representados neste fungo em relagdo ao 7. reesei QMo6a
(Tabela 3), e isto corrobora com os resultados de (CASTRO et al., 2010a) que
reportaram niveis significativamente elevados de atividade de B-glucosidasica de 7.
harzianum 10C-3844.

O transcrito de xyn2 apresentou maiores contagens de ESTs entre as
hemicelulases de 7. harzianum 10C-3844 e também de 7. reesei QM6a. No entanto, o
xyn2 mostrou representatividade bastante aumentada em 7. harzianum 10C-3844,
comparado ao 7. reesei QM6a, sendo 49,88 vezes mais abundante (Tabela 3). Os
transcritos xyn3 e manl de T. harzianum 10C-3844 também apresentaram abundéncia
maior em relagdo ao 7. reesei QM6a, com contagens de 17,24 e 29,56 vezes mais
representados respectivamente (Tabela 3). Por outro lado, o transcrito de bx// mostra
equilibrio do nivel de expressao entre os dois fungos (Tabela 3). Os demais transcritos
de hemicelulases axel, axe2? e abf2 nao apareceram em 7. harzianum 10C-3844 (Tabela
3), no entanto mais esforcos sdo necessarios para saber se estes transcritos ocorrem
neste fungo induzido por celuose. De qualquer maneira mesmo com a auséncia destes

transcritos, os transcritos de hemicellulases de 7. harzianum 10C-38444 em conjunto se
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mostraram 17,65 vezes mais expressos do que os transcritos de hemicellulases de T.
reesei QM6a (Tabela 3). As observacdes acima sugerem o 7. harzianum 10C-3844
como fonte potencial de xilanase e mananase para aplicacdes industriais. Estes
resultados corroboram com o trabalho de (SADDLER, HOGAN, LOUIS-SEIZE, 1985)
que apesar de mostrar que o 7. harzianum E58 produziu atividades xilanésicas similares
em comparacdo ao 7. reesei Rut-C30, quando estes fungos foram crescidos com xilano,
mostrou também que este fungo produziu atividades xilanasicas bastante aumentadas,
também em relacdo ao 7. reesei Rut-C30, quando estes fungos cresceram com celulose
“Solka-Floc”, ou com substrato nativo (biomass vegetal submetida a tratamento de
“Steam explosion”). Além disso, (MAEDA et al.,, 2011) confirmaram importante
atividade xilanésica induzida por celulose microcristalina (Avicel) para o 7. harzianum
I0C-3844.

A expressdo de xyn2 em T. reesei QM6a (Tabela 3) estd em concordancia com o
trabalho de (ZEILINGER et al., 1996) que reporta, para 7. reesei QM9414, a expressao
deste transcrito induzido por xilano ou por celulose. Além disso, a deteccdo do
transcrito de xyn3 em 7. reesei QM6a (Tabela 3) estd em concordancia com o trabalho
de (XU et al., 2000) que reportam que esta enzima, em 7. reesei PC- 3-7, ¢ induzida por
Avicel mas ndo ¢ induzida por xilano e seus derivados. J4 a auséncia de xyn/ em T.
reesei QM6a ndo era esperada (Tabela 3), considerando que (ZEILINGER et al., 1996)
reportaram a expressdo de xyn/ na presenca de xilano e que (TENKANEN, PULS,
POUTANEN, 1992) reportaram a expressdo deste transcrito na presenca de substrato
nativo contendo xilano. Isto por que a biblioteca de 7. reesei QM6a analisada aqui foi
obtida de cultivos com varios tipos de substratos, incluindo substratos nativos contendo
xilano (DIENER et al., 2004). No entanto, ndo temos informacao de qual propor¢ao de
RNA, extraido de micélio induzido com xilano, foi usada na construcao desta biblioteca
de T. reesei QM6a. Com isso, uma eventual pouca representatividade deste RNAs
poderia explicar a auséncia do trascrito de xyn/ na biblioteca analisada de 7. reesei
QMo6a (Tabela 3). Por outro lado, a inducao de expressdo das xilanases em 7. reesei
parece ser controversa. O trabalho de (MARGOLLES-CLARK, ILMEN, PENTTILA,
1997) reportou expressao equivalente de xynl e xyn2, em T. reesei QM9414 induzido
por celulose “Solka-Floc”, no entanto, (ZEILINGER et al., 1996) nido detectaram a
expressdo de xyn/ nesta mesma cepa induzida por celulose purificada. Além disso, (XU

et al., 2000) detectaram a expressdo de xyn3 em 7. reesei PC- 3-7 induzido por Avicel

58



mas nao detectaram a expressao deste transcrito em 7. reesei QM9414 na presenga de
substratos de celulose ou de xilano.

As expressoes de xyn2 e de xyn3 de T. harzianum 10C-3844 induzidas por
celulose (Tabela 2), estdo de acordo com evidencias que reportaram a expressao de trés
xilanases de massa de 20, 22 e 29 KDa, presentes no sobrenadante de cultura de T.
harzianum ES58 induzido por celulose “Solka-Floc” (WONG et al., 1986; TAN et al.,
1985). A proteina de 22 KDa encontrada por estes autores provavelmente ¢ a xyn2
encontrada aqui, uma vez que a massa predita da proteina madura Xyn2 de T.
harzianum 10C-3844 foi de 22 KDa, ¢ que a Xyn2 purificada do sobrenadante de
cultura do 7. harzianum C4 apresentou massa de 22,5 KDa (LEE et al., 2009). Vale
destacar que com o alinhamento das seqiiéncias de aminoacidos, a Xyn2 de T.
harzianum 10C-3844 mostrou 100 % de identidade em relacdo a seqiiéncia da Xyn2 de
T.  harzianum  C4  publicamente  disponivel (dados n3o  mostrados)
[“GenBank”ACF40831] (BENSON et al., 2011).

A proteina de 29 KDa encontrada em 7. harzianum E58 por (WONG et al.,
1986) possivelmente ¢ a Xyn3 descrita aqui para 7. harzianum 10C-3844 (Tabela 2),
apesar da massa predita a partir da seqii€ncia madura de aminoacidos desta tltima ter
sido de 36,6 KDa. Esta observagao ¢ valida uma vez que ocorre situacao similar em 7.
reesei: para a Xyn3 de T. reesei PC-3-7 a massa predita a partir da seqiiéncia madura de
aminoacidos ¢ de 36,45 KDa, ¢ no entanto, a massa da enzima isolada do sobrenadante
de cultura ¢ de 32 KDa (OGASAWARA et al., 2006).

A proteina de 20 KDa encontrada por (WONG et al 1986; TAN et al., 1985) em
sobrenadante de 7. harzianum ES58 induzido por celulose “Solka-Floc”, provavelmente ¢
uma homdloga da xynl/ de 19 KDa encontrada em sobrenadante de 7. reesei
(TENKANEN, PULS, POUTANEN, 1992). A nao detec¢ao do transcrito de xyn/ em T.
harzianum 10C-3844 (Tabela 2) estaria em desacordo com a expressao da xilanase de
20 KDa encontrada por (WONG et al 1986; TAN et al., 1985) em 7. harzianum ES8, e
com a expressdo da xynl de T. reesei QM9414 induzido por celulose “Solka-Floc”
reportada por (MARGOLLES-CLARK, ILMEN, PENTTILA, 1997). Por outro lado,
uma possivel auséncia de xynl em T. harzianum 10C-3844 induzido com celulose
purificada, estaria em concordancia com os resultados de (ZEILINGER et al., 1996),
que ndo detectaram este transcrito em 7. reesei QM9414 induzido com celulose
purificada. Um maior esfor¢o de seqlienciamento poderia ajudar a revelar eventual

presenca de xynl em T. harzianum 10C-3844 induzido por celulose.
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O transcrito da enzima acessOria swol, relacionada a expansina, mostra
abundancia equilibrada em 7. harzianum 10C-3844 e T. reesei QMo6a (Tabela 3).
Adiante ha mais comentarios sobre a expressdo de swol em 7. harzianum 10C-3844.

Entre as provaveis enzimas glicoliticas Cipl e Cip2 previamente descritas para
T. reesei, e com potencial papel na degradagao de biomass vegetal (FOREMAN et al.,
2003), o transcrito de cip2 pode ser mais importante para 7. harzianum 10C-3844 por
apresentar maior abundancia de ESTs (7,39 vezes mais representado) em relagao ao 7.
reesei QMo6a. Por outro lado, o transcrito cip/ apresenta contagem de ESTs equilibrada
entre os dois fungos (Tabela 3). Outrossim, os dados da tabela 3 indicam que os
transcritos cipl e cip2 de T. harzianum 10C-3844 sao co-regulados com as celulases,
assim como reportado para 7. reesei, por (FOREMAN et al., 2003).

Analisando os fatores de transcri¢do listados na tabela 3, o transcrito para o
repressor de expressdao de celulases e xilanases acel (ARO et al., 2003) ndo apresenta
diferencas de abundancia entre os dois fungos induzidos. Por outro lado, o transcrito do
ativador de celulases e hemicelulases xyr/ mostra maior abundancia em 7. harzianum
I0C-3844 com 9,85 vezes mais ESTs do que em 7. ressei QMo6a. J4 o ativador de
transcri¢do ace? nao foi detectado na biblioteca de T. harzianum 10C-3844, o que
inviabiliza a comparag¢ao do nimero de ESTs deste transcrito entre os fungos.

A importancia do ace2 foi reportada por (ARO et al., 2001) que mostraram que
durante o crescimento em celulose “Solka-Floc”, a dele¢do do ace2 em T. reesei levou a
uma reducdo de 30 % a 70 % na atividade de celulases e diminuiu a expressao de xyn2.
No entanto, uma vez que o 7. harzianum 10C-3844 mostrou maior abundancia de
transcritos de enzimas envolvidas em atividades celuloliticas do que em 7. reesei QM6a
(Tabela 3 e discussdes mais adiante) e apresentou também representatividades altas de
transcritos para Xyn2 (Tabelas 2 e 3), é possivel especular que o T. harzianum 10C-
3844 pode apresentar algum nivel de expressiao de ACE2 nao detectado devido ao
tamanho reduzido da biblioteca de cDNA analisada (1544 clones analisados).

Por outro lado, a maior representatividade do transcrito de Xyrl por si, em 7.
harzianum 10C-3844, comparado ao 7. reesei QM6a (Tabela 3), poderia superar a
repressao por ACEI e até uma eventual auséncia de ACE2, contribuindo para a alta
produtividade de celulases e hemicelulases do primeiro fungo, em especial as
endoglucanases, como reportado por (CASTRO et al., 2010a) e discutido neste trabalho.
Estas observagdes sdo sustentadas pelos resultados de (ARO et al., 2003) que

reportaram que uma linhagem de 7. reesei contendo os genes acel e ace? deletados
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expressou celulases e xilanases em niveis similares aos de uma linhagem de 7. reesei
contendo apenas a dele¢do do gene acel. De acordo com (KUBICEK et al., 2009) estes
resultados podem ser explicados pela atividade permanente de Xyrl na célula.

Por ultimo, o fator de transcricdo crel (repressor de catabolismo de carbono)
nao foi detectado na biblioteca de 7. harzianum 10C-3844 (Tabela 3). No entanto, isto
ndo significa que este transcrito ndo ocorra ou seja pouco representado neste fungo em
relacdo ao 7. reesei QM6a. Além disso, este gene ja foi descrito para o 7. harzianum T3
e foi o primeiro regulador a ter fun¢do associada ao controle de expressdo de celulases
em fungo filamentoso (ILMEN, THRANE, PENTTILA, 1996). O crel ¢ um importante
regulador de assimilacao de carbono (PORTNOY et al., 2011) e reprime a expressao de
celulases e hemicelulases em 7. reesei na presenga de glicose (ILMEN et al., 1997;
NAKARI-SETALA et al 2009). Sua fungdo foi primeiramente descrita por (ILMEN,
THRANE, PENTTILA, 1996) que mostraram que a linhagem mutante de 7. reesei Rut-
C30 expressa uma forma truncada do crel e ¢ capaz de produzir celulases em meio
contendo glicose. Além disso, (NAKARI-SETALA et al 2009) comprovaram que a
forma truncada de crel em T. reesei ¢ uma mutacdo nula que por si s inviabiliza a
repressao da expressdo de celulases e hemicelulases na presenga de glicose. Outrossim,
estes autores mostraram aumento de atividade celuldsica e xilanasica, em condi¢des
indutoras, em 7. reesei QM6a transformado com o crel truncado ou com o crel
anulado, quando comparado ao mesmo fungo contendo o gene selvagem. Isto torna a
obstru¢do do crel uma importante estratégia para aumentar a producdo de celulases e
hemicelulases em Trichoderma (NAKARI-SETALA et al 2009). Estas observagdes nos
encorajam a planejar ensaios futuros para, uma vez identificada a ORF de cre/ em
Trichoderma harzianum 10C-3844, investigar as atividades celulasicas e xilanasicas

deste fungo com o crel obstruido .

5.3 Busca de sequiéncias de Trichoderma harzianum relacionadas com degradacao

de biomassa vegetal

Os ESTs envolvidos com degradacao de biomass vegetal, listados na tabela 4,
apresentam baixas abundancias relativas em comparag¢do ao nimero total de transcritos
das bibliotecas que os originaram. Com exce¢do dos ESTs dos fatores de transcri¢do
ACEI Xyrl e CREI, os ESTs das enzimas listadas na tabela 4, podem ter sido

expressos por que os micélios usados para a obtencdo dos cDNA das bibliotecas de
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origem, apesar de ndo terem sido tipicamente induzidos para celulases ou
hemicelulases, foram crescidos na presenca de parede celular (informagdes obtidas a
partir das descri¢des dos depositos dos ESTs). O repressor de celulase e xilanase ACEI
(Tabela 4) normalmente aparece em variadas condi¢des de crescimento uma vez que ele
também pode regular genes nao relacionados com a desconstrucao da biomassa (ARO et
al., 2003). O aparecimento de Xyrl (Tabela 4) pode ser explicado pela sua
disponibilidade permanente da célula, tendo sua transcri¢do aparentemente ndo induzida
por celulose (MACH-AIGNER et al., 2008). J4 o CRE1 ¢ normalmente expresso em
fontes de carbono indutoras e ndo indutoras (ILMEN, THRANE, PENTTILA, 1996).
Neste contexto, os resultados destas buscas indicam que estamos reportando
neste trabalho, o primeiro estudo que descreve e analisa o conjunto de transcritos
relacionados com a desconstrucdo da biomass vegetal, obtidos de micélio de T.

harzianum induzido por cellulose microcristalina (Avicel).

5.4 PCR em tempo real e analises de expressao

A figura 5 mostra valores de expressdo diferencial bastante elevados para os
transcritos de micélio de 7. harzianum 10C-3844 induzido com celulose em
comparagdo aos transcritos de micélio ndo induzido (crescido em meio contendo
glicerol como fonte de carbono). Estes valores sao muito maiores do que os valores ja
reportados para 7. reesei. Com base em experimentos de “Northern blot” realizados em
até 24 horas de inducdo com celulose microcristalina (Avicel), foi proposto por
(CARLE-URIOSTE et al., 1997) aumentos de pelo menos 1.100 vezes na transcri¢ao de
cbhl e egll de T. reesei QM9414 induzido, em comparagao ao fungo crescido em meio
contendo glicerol como fonte de carbono (ndo induzido). Também foi sugerido por
(ILMEN et al., 1997) que o transcrito de cbhl de T. reesei QM9414 seria pelo menos
6.000 vezes mais abundante em 20 horas de cultivo induzido com celulose “Solka-
Floc”, quando comparado com condi¢des de cultivo ndo induzido, com glicose como
fonte de carbono. Além disso, estes autores também sugeriram que os transcritos de
cbh2 e egll de T. reesei QM9414 sdao pelo menos 1.000 vezes mais abundantes em

condi¢des indutoras (com celulose) em comparagdo a condi¢des ndo indutoras.
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Mais recentemente (VERBEKE et al., 2009) analisaram a linhagem hiper
celulolitica de 7. reesei CL847 via PCR em tempo real para avaliar os niveis de
expressdo dos seguintes transcritos de celulases e genes relacionados com expansinas:
cbhl, egll, egld, egl8, bgll, bgl2, eel?2 e swol. Estes autores reportaram os valores de
expressao dos transcritos alvos em micélio induzido de 2 a 48 horas com soforose,
celulose “Solka-Floc” e outros indutores, comparando com micélio ndo induzido
crescido com glicerol como fonte de carbono. Com isto, interessantemente, os autores
reportaram todos os seus transcritos induzidos, e superexpressos em relagdo aos nao
induzidos, com valores abaixo de 1.000 vezes mais expressos. Estes valores estdo bem
abaixo dos valores encontrados no nosso trabalho (Figura 5). Os valores de
superexpressdo do transcrito de cbhl de T. harzianum 10C-3844, obtido a partir do
micélio induzido por 36 e 60 horas, em comparacdo ao micélio ndo induzido, foram de
164.498,23 ¢ 15.929,41 vezes mais expressos respectivamente (Figura 5). Por outro lado
(VERBEKE et al., 2009) mostraram valores de superexpressdao de cerca de 200 e 60
vezes mais expresso para chbhl de T. reesei CL847 em ensaio semelhante com tempos
de indugdo de 24 e 48 horas respectivamente. Para o transcrito de egl// de 7. harzianum
I0C-3844 o nivel de mRNA ¢ superexpresso com o valor de 112.798,46 e 44.421,61
vezes respectivamente para 36 ¢ 60 horas de indugdo em comparagdo a condi¢des de
ndo inducdo (Figura 5). Isto também mostra expressdo muito mais elevada do que a
reportada por (VERBEKE et al., 2009) para eg// induzido de 7. reesei CL847, que
mostrou valores de 80 e 30 vezes mais expresso em 24 e 48 horas de indugdo
respectivamente, quando comparado a micélio ndo induzido. A mesma observacdo ¢
valida para o transcrito swol de T. harzianum 10C-3844 que mostrou valores de
superexpressdo de 6.909,49 e 2.456,22 vezes mais expresso em 36 e 60 horas de
indugdo respectivamente (Figura 5), enquanto que (VERBEKE et al., 2009) reportaram
valores por volta de 100 vezes mais expressos em 24 horas e 10 vezes mais expresso em
48 horas de indugdo de swol em T. reesei CL847. Além destes resultados de PCR em
tempo real revelando alta expressao relativa de swol de T. harzianum 10C-3844 , os
resultados mostrados na tabela 2 e na figura 7, estdo em concordancia com os resultados
de (FOREMAN et al., 2003) que mostraram que a swol de T. reesei ¢ co-regulada com
as celulases, reforgando sua provavel importancia como enzima acessoria.

A figura 6 ilustra os niveis de mRNA dos transcritos envolvidos com degradacao
de biomassa induzidos por 24, 36, 48 e 60 horas, em comparacdo com os mRNAs

induzidos por 8 horas. Com isso, pode ser observado um aumento geral no nimero de
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transcritos de 24/8 para 36/8 horas, com valores de aumento na superexpressao variando
a partir de 12,29 vezes para egl/l, com 20,7 vezes para chhl e até¢ 148,95 vezes para
egl7, calculados pela razdo entre os valores de expressdo de 36/8 horas e os valores de
24/8 horas (valores listados no apéndice H). Depois, de 36/8 para 60/8 horas ha uma
ligeira diminui¢do na superexpressao (Figura 6). O trabalho de (VERBEKE et al., 2009)
mostra um ensaio similar com 7. reesei CL847 no qual os niveis de mRNA dos
transcritos cbhl, egll, egl4 e bgll, induzidos com celulose por 4 até 48 horas, foram
comparados com os niveis dos transcritos em 2 horas de indugdo com celulose. Estes
autores também encontraram um aumento geral do nimero de transcritos de 4 a 10
horas de inducao, com valores entre cerca de 4 e 6 vezes mais expressos, € uma
diminui¢do de expressdo aparentemente mais abrupta entre 10 e 48 horas de indugdo.
No entanto, este aumento geral de transcritos nao foi tdo agudo quanto em 7. harzianum
I0C-3844. A despeito dos ensaios do presente trabalho e dos ensaios de (VERBEKE et
al., 2009) terem sido realizados com tempos de coletas diferentes e terem em comum
somente os transcritos cbhl e egll, ¢ possivel especular que a expressdo de genes
celuloliticos em 7. harzianum 10C-3844 ¢ mais forte e duradoura do que em 7. reesei
CL847. De fato, os niveis de mRNA mostrados neste trabalho e discutidos até aqui,
indicam o 7. harzianum 10C-3844 como potencial produtor do complexo celulolitico,
como previamente descrito por (CASTRO et al.,, 2010a) em suas analises com o
sobrenadante de cultura induzida do mesmo fungo.

Os dados da figura 7 permitem comparagdes entre os niveis absolutos de mRNA
de cada transcrito de 7. harzianum 10C-3844, em cada tempo de indugao estudado (8,
24, 36, 48 e 60 horas). Vale destacar que para o 7. harzianum 10C-3844, as abundancias
relativas dos transcritos de 60 horas de indugdo, ensaiados com PCR em tempo real
(Figura 7), correspondem as abundancias relativas encontradas na contagem de ESTs
para os mesmos transcritos, obtidos também do mesmo micélio induzido por 60 horas.
Haé apenas a excecdo dos transcritos egl/ e egl3 que invertem a posi¢cdo, mas que, no
entanto, apresentaram niveis de expressdo similar (Tabela 5). Estas observagdes
legitimam as suposi¢des comentadas acima a respeito das diferengas de expressao entre

T. harzianum 10C-3844 ¢ T. reesei QM6a indicadas pela contagem de ESTs (Tabela 3).

Tabela 5: Comparacéo entre os dados de expressdo de PCR em tempo real e a contagem
de ESTs de cultura de Trichoderma harzianum 10C-3844 induzida por 60 horas. Ambos os

experimentos foram realizados com RNA extraido de um mesmo micélio induzido por 60 horas.
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Os valores de expressao relativa a actina foram obtidos do ensaio de PCR em tempo real, como
descrito para a figura 7. A contagem de ESTs para o transcrito da actina na biblioteca de T.

harzianum 10C-3844 foi 1 (ndo mostrado).

PCR em tempo real Biblioteca de cDNA
Transcrito Expressdo relativa a actina Transcrito Numero de ESTs
cbhl 40.5 superexpresso cbhl 34
cbh?2 24.82 superexpresso cbh?2 28
egl7 11.51 superexpresso egl7 16
egll 3.92 superexpresso egl3 6
egl3 3.81 superexpresso egll 4
egl2 2.29 superexpresso egl2 3
swol 1.9 subexpresso swol 1

Analisando os resultados mostrados na figura 7; e os dados da tabela 3, ¢
possivel assumir que os niveis de mRNA de cbhl e chbh2 sdo mais equivalentes em T.
harzianum 10C-3844 do que em T. reesei QM6a, que mostra uma maior propor¢do de
transcritos de cbhl. De fato, niveis bem maiores de expressdo de cbhl t€m sido
reportados em relacdo a chh2 e as demais celulases (GRITZALI & BROWN, 1979;
CARLE-URIOSTE et al., 1997; ILMEN et al., 1997; FOREMAN et al., 2003). Os
niveis mais equilibrados de mRNA de chhl e cbh2 em T. harzianum 10C-3844, e
portanto a maior expressao relativa de chh2, podem ajudar a explicar as altas atividades
de FPase deste fungo, em comparacgdo ao 7. reesei Rut-C30, reportadas por (CASTRO
etal., 2010a).

Analisando as endoglucanases egl!, egl2, egl3 e egl7 de T. harzianum 10C-3844
em condic¢des indutoras de 36 a 60 horas (Figura 7), e tendo por base a alta expressao
relativa da egll, ¢ possivel propor que o 7. harzianum 10C-3844 possui uma expressao
geral de endoglucanases mais elevada em relagdo ao 7. reesei CL847 estudado por
(VERBEKE et al., 2009). Ao observar os dados da tabela 3 as mesmas observacdes sdo
validas e indicam expressdao aumentada de endoglucanases de 7. harzianum 10C-3844
em relacdo ao 7. reesei QM6a, mesmo levando em consideracao que os transcritos egl6
e egl8 nao apareceram na biblioteca de cDNA de 7. harzianum 10C-3844. A expressdo
mais elevada de eg/7 entre as endoglucanases induzidas de 7. harzianum 10C-3844
(Figura 7 e tabela 2), juntamente com a expressdo relativamente elevada das demais
endoglucanases (tabela 3), podem explicar os altos conteudos de atividade
endoglucanésica do 7. harzianum 10C-3844 em comparacdo ao 7. reesei Rut-C30,

encontrados por (CASTRO et al., 2010a).
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O elevado nimero de transcritos de 7. harzianum 10C-3844 envolvidos com
degradagdo de biomass vegetal, descrito neste trabalho, pode estar relacionado com as
altas produtividades de atividades celuloliticas descritas por (CASTRO et al., 2010a)
para este fungo, em comparagdo ao 7. reesei Rut-C30. Neste contexto, é possivel supor
que existem diferentes mecanismos de regulacdo da transcricdo no 7. harzianum 10C-
3844 que culminam em uma elevada abundancia de mRNAs, e que conseqiientemente
resultam em alto numero relativo de proteinas envolvidas com a degradacdo de biomass
vegetal.

Paradoxalmente, no entanto, apesar de haver variagdes entre as medidas, de um
modo geral o contetdo de proteina total presente nos sobrenadantes de cultura induzida
do T. harzianum, tem sido reportado como significativamente menor (CASTRO et al.,
2010a; DELABONA et al., 2012) em comparacdo ao conteudo de proteina total de T.
reesei (SADDLER, HOGAN, LOUIS-SEIZE, 1985; HERPOEL-GIMBERT et al.,
2008; PETERSON & NEVALAINEN, 2012). Neste contexto, ¢ possivel sugerir que o
T. harzianum 10C-3844 apresenta maiores atividades especificas das enzimas que
degradam biomass vegetal, como explicacdo para as altas atividades celuloliticas
reportadas neste fungo por (CASTRO et al., 2010a), em relagdo ao 7. reesei Rut-C30.
Isto ja havia sido sugerido por (SADDLER, HOGAN, LOUIS-SEIZE, 1985) para o T.
harzianum ES58, em comparacdo com o 7. reesei Rut-C30. Por outro lado, estes autores
também haviam sugerido que o 7. reesei Rut-C30 poderia apresentar baixa percentagem
de celulases no sobrenadante, enquanto que estas enzimas constituiriam a maior parte
das proteinas presentes no sobrenadante de cultura do 7. harzianum E58 (SADDLER,
HOGAN, LOUIS-SEIZE, 1985). Isto explicaria como a menor quantidade de proteina
total encontrada no sobrenadante de 7. harzianum ES58 estava relacionada com a maior
atividade especifica de cellulases reportada para este fungo, em comparacao ao 7. reesei
Rut-C30 (SADDLER, HOGAN, LOUIS-SEIZE, 1985). Contrariamente, o trabalho de
(HERPOEL-GIMBERT et al., 2008) ndo sugere baixas percentagens de celulases nos
sobrenadantes de culturas induzidas de 7. reesei Rut-C30 e de T. reesei CL847. No
entanto, o trabalho de (JUN, KIESELBACH, JONSSON, 2011) sugere menores
percentagens relativas de celulases no sobrenadante induzido de 7. reesei Rut-C30, e
isso mostra contradicdo nas informacdes acerca da abundancia de celulases no
secretoma de 7. reesei.

Neste contexto, para explicar as diferencas entre 7. harzianum 10C-3844 ¢ T.

reesei, descritas neste trabalho e reportadas por (CASTRO et al., 2010a), se fazem
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necessarios estudos comparativos adicionais com intuito de esclarecer eventuais
diferencas nos mecanismos reguladores da transcricdo, entender as diferengas da
quantidade de mRNAs e suas relagdes com as enzimas envolvidas com degradagdo de
biomassa, presentes nos sobrenadantes de cultura (secretoma), e mapear diferengas de

atividades enzimaticas especificas.

5.5 Expressao e ensaios de atividade das proteinas recombinantes

Como organismo eucarioto a levedura Pichia pastoris apresenta vantagens como
hospedeira para expressao heterdloga, proporcionando processamento, enovelamento e
modificacdes pds traducionais apropriadas para produzir proteinas ativas, originadas de
organismos eucariotos, incluindo os eucariotos superiores. Também, a Pichia pastoris €
facil de manipular e é capaz de produzir grandes quantidades de proteina em relagdo a
outros hospedeiros eucariotos, além de apresentar op¢des com sistemas que secretam as
proteinas recombinantes, facilitando a purificagdo (BUCKHOLZ & GLEESON, 1991;
ROMANOS, SCORER, CLARE, 1992). Além disso, a Pichia pastoris tem sido usada
para a expressdo de celulases e hemicelulases em estudos que visam solucionar as
demandas das aplicagdes comerciais destas enzimas (Banerje et al., 2010c; AHMED,
RIAZ, JAMIL, 2009).

A producdo heterdloga de celulases ¢ importante para estudos que visam
otimizar a atividade enzimatica (NAKAZAWA et al., 2009; VOUTILAINEN et al.,
2010) e para a suplementagdo de extratos de enzimas, obtidos de sobrenadantes de
culturas de fungos celuloliticos ou disponiveis comercialmente (LYND et al., 2002;
WANG et al., 2012). Além disso, existem abordagens que usam misturas sintéticas de
celulases, exclusivamente obtidas com enzimas produzidas via expressdo heterdloga,
para ensaios de degradacdo de biomass vegetal (BANERJEE, SCOTT-CRAIG,
WALTON, 2010). Interessantemente, (MEYER, ROSGAARD, SORENSEN, 2009)
defendem que enzimas recombinantes produzidas em sistemas heterdlogos podem ser
usadas para compor misturas sintéticas, para degradacdo de biomassa, que ja se
mostram competitivas em relacdo ao custo, quando comparadas a misturas obtidas por
expressao nativa.

Entre os trabalhos que envolvem a expressdo heterologa da EGIII de
Trichoderma, encontra-se o de (OKADA et al., 1998) que reporta a expressao da EGIII

de T. reesei QM9414 em Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe.
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Estes autores mostraram forte atividade celulolitica de EGIII recombinante de 7. reesei
QM9414, através de ensaios em placas com CMC coradas com Vermelho Congo. Neste
trabalho a expressao da EGIII também foi realizada em E. coli, porém a maior parte da
enzima produzida neste hospedeiro se mostrou inativa.

Outro trabalho envolvendo a expressao heterdloga da EGIII de Trichoderma foi
publicado por (WANG et al., 2005). Estes autores, interessados na aplicacdo industrial
de enzimas mais tolerantes em ambiente alcalino, realizaram a evolu¢do dirigida da
EGIII de 7. reesei, por meio da técnica de “error-prone PCR”. O trabalho reporta a
expressao heterdloga da EGIII de 7. reesei em Saccharomyces cerevisiae H158. Apos
os ensaios em placas com CMC coradas com Vermelho Congo, uma variante da EGIII
recombinante apresentou mudanca da atividade 6tima de pH 4,8 para pH 5,4 em relagdo
a enzima nativa (WANG et al., 2005).

Mais recentemente, usando expressdo heterdloga em Escherichia coli
“RosettaBlue DE3”, (NAKAZAWA et al., 2009) fizeram evolucao dirigida da EGIII de
T. reesei QM9414. Apos ensaiar as variantes obtidas através de “error-prone PCR” em
placas com CMC coradas com Vermelho Congo, estes autores obtiveram uma variante
da EGIII com maior atividade especifica, com ampla estabilidade entre pHs 4,4 ¢ 8,8 e
com termo-tolerancia aumentada em relagdo a variante nativa.

Os ensaios bem sucedidos de expressao heterologa e de atividade da EGIII de 7.
harzianum 10C-3844 em Pichia pastoris KM71H, mostrados neste trabalho (Figuras 8,
9 e 11), foram continuados por outro estudante do Laboratério de Biologia Molecular
DGE-UFSCar. Isto proporcionou a caracterizagao enzimatica da EGIII recombinante. A
producdo heterdloga desta enzima também permitiu estudos estruturais que foram
conduzidos por nossos parceiros da equipe do professor Dr. Igor Polikarpov, do
Instituto de Fisica da USP de Sao Carlos.

Estes estudos proporcionaram a publicacao de dois artigos envolvendo a EGIII
do T. harzianum 10C-3844. Um deles, publicado no periddico “Genetics and Molecular
Research” (ver apéndice B), reporta os ensaios bem sucedidos de expressao heterdloga e
purificagdo da enzima EGIII do 7. harzianum 10C-3844, como mostrado nas figuras 8 e
9; e os ensaios qualitativos em placas contendo CMC coradas com Vermelho Congo,
como mostrado na figura 11. Além disso, 0 manuscrito reporta ensaios adicionais que
revelaram: a melhor atividade da enzima em pH 5,5 e temperatura de 48,2 °C;
estabilidade em temperaturas de até 40 °C; valor de Km de 21,35 g/L e valor de Kcat de
1880 min-1 (GENEROSO et al., 2012). O outro manuscrito ¢ o de (LIBERATO et al.,
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2012) que foi publicado no periddico “Acta Crystallographica” (ver apéndice C) e
reporta a cristalizacdo e andlise preliminar de difracdo de raio-X da EGIII do T.
harzianum 10C-3844, além de apontar a preferéncia desta enzima pelo substrato de
CMC em detrimento de substratos contendo celulose microcristalina.

A expressao recombinante de EGIII de 7. harzianum 10C-3844 também abriu
possibilidade para futuros testes de combinagdo desta enzima com as demais celulases.
Isto permitird a avaliagdo de interagdes sinérgicas para esclarecer a possivel
contribui¢do da EGIII de T. harzianum 10C-3844 no rendimento de hidrolise durante a
degradagdo de biomass vegetal, uma vez que esta enzima pode apresentar importante
funcdo acessoria e hidrolise preferencial em celulose amorfa (ver item anterior
“Contagem de ESTs” da Discussdo).

A producdo de xilanases apresenta importancia devido a sua aplicabilidade na
industria de papel onde estas enzimas apresentam potencial para auxiliar na remog¢ao da
lignina residual, diminuindo o uso de agentes quimicos durante o processo de
branqueamento da polpa de celulose (POLIZELI et al., 2005). Por outro lado, a
producdo de xilanases também ¢ importante para a degradacdo de biomass vegetal,
particularmente nos processos que utilizam pré-tratamento que ndo removem, ou que
removem parcialmente a hemicelulose. De fato, (GAO et al., 2011) mostraram a
importancia de suplementar as misturas, ou preparados de celulases, com hemicelulases,
incluindo as xilanases, no processo de degradacdo de biomassa pré-tratada com o
método alcalino denominado AFEX (GAO et al., 2011), que ndo extrai ou separa a
hemicelulose da biomassa. Desta forma, a adi¢ao de xilanases em biomassa pré-tratada,
contendo hemicelulose, promove maiores rendimentos de hidrolise, pois ao degradar o
xilano o acesso a celulose fica facilitado, e também ocorre a anulacio da inibi¢cdo que os
xilooligomeros promovem na atividade hidrolitica das celulases (HU et al., 2011;
MAEDA et al., 2011; QING, YANG, WYMAN, 2010).

Neste contexto, os genes que codificam para xilanases tem sido clonados em
hospedeiros heter6logos para a producdo de proteinas visando a super produgdo das
mesmas ¢ possibilitando estudos que visam alterar suas propriedades para atender as
demandas das aplicagdes comerciais (AHMED, RIAZ, JAMIL, 2009).

Entre os trabalhos que envolvem a expressdo heteréloga da Xyn2 de
Trichoderma, encontra-se o de (LA GRANGE, PRETORIUS, VAN ZYL, 1996) que
reportou a expressdo da Xyn2 de 7. reesei QM6a em Saccharomyces cerevisiae Y294.

Estes autores reportaram as maiores atividades da Xyn2 recombinante em pH 6,0 e
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temperatura de 60 °C, e os ensaios de termo-estabilidade mostraram reten¢do de mais de
90 % de atividade depois de 30 minutos a 50 °C. Este trabalho aponta ainda a
importancia do sistema desenvolvido para a industria de papel, uma vez que foi obtida,
no sobrenadante de cultura de Saccharomyces cerevisiae Y294, a Xyn2 recombinante
livre de atividade celulolitica.

Mais recentemente, (HE et al., 2009) reportaram a expressdo da Xyn2 de 7.
reesei Rut-C30 em Pichia pastoris X33. Vale citar que estes autores utilizaram o
mesmo plamideo pPIC-Z-a-A, usado por nos para a expressao da Xyn2 de 7. harzianum
I0C-3844 em Pichia pastoris KM71H muts. De modo muito semelhante ao trabalho de
(LA GRANGE, PRETORIUS, VAN ZYL, 1996) com o T. reesei QM6a, o trabalho de
(HE et al., 2009) mostrou para a Xyn2 recombinante de 7. reesei Rut-C30, as maiores
atividades em pH 6,0 e temperatura de 60 °C, e os ensaios de termo-estabilidade
mostraram retengdo de mais de 94 % de atividade depois de 30 minutos a 50 °C.
Interessantemente, os ensaios de (HE et al., 2009) foram realizados diretamente a partir
do sobrenadante de cultura da P. pastoris e os autores reportaram a Xyn2 como a
principal proteina presente no sobrenadante, assim como encontrado por nds para a
Xyn2 de T. harzianum 10C-3844 expressa em P. pastoris KM71H muts (Figura 10).
Por fim, além de reportarem atividade xilandsica praticamente livre de atividade
celulolitica da Xyn2 recombinante de 7. reesei Rut-C30, (HE et al., 2009) reportaram
também altos niveis de atividade desta enzima, como sugerido aqui para Xyn2
recombinante de 7. harzianum 10C-3844 (Figura 12).

Diferentemente da EGIIl de 7. harzianum que ainda nao tinha relatos de
expressao heterdloga na literatura, a enzima Xyn2 de 7. harzianum C4 ja foi expressa de
modo recombinante em Saccharomyces cerevisiae SEY2102 por (LEE et al., 2009).
Depois de ensaiar 30 colonias transformantes em placas contendo Xilano coradas com
Vermelho Congo, estes autores selecionaram a colonia contendo a Xyn2 recombinante
mais ativa para utilizar os sobrenadantes de cultura para os ensaios de atividade
subseqiientes. Com isso foram reportadas as maiores atividades da Xyn2 recombinante
em pH 5,5 e temperatura de 50 °C. Neste trabalho também foram realizados ensaios
adicionais com a Xyn2 purificada diretamente do sobrenadante de cultura do T.
harzianum C4 através de cromatografia. Com isso, as maiores atividades encontradas
foram em pH 5,1 e temperatura de 50 °C. Os autores ainda reportaram a produgdo e
purificagcdo de Xyn2 do sobrenadante de 7. harzianum C4 e a produgdo da enzima com

uso do Saccharomyces cerevisiae SEY2102 transformado, como livres de atividade
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celulolitica, apresentando assim importancia para a industria de papel e celulose, apesar
de ndo terem apresentado altos rendimentos (LEE et al., 2009).

Os ensaios mostrados aqui envolvendo de expressao heterdloga da Xyn2 de 7.
harzianum 10C-3844 foram bem sucedidos (Figura 10) e a enzima se mostrou ativa em
ensaios qualitativos em placas contendo Xilano e coradas com Vermelho Congo (Figura
12). A expressdao recombinante de Xyn2 de 7. harzianum 10C-3844 realizada neste
trabalho permitiu a realizacdo de ensaios de purificacdo e caracterizagdo enzimatica que
estdo sendo conduzidos no Laboratorio de Biologia Molecular DGE-UFSCar por outro
estudante. A producdo recombinante da Xyn2 também possibilita futuros testes de
combinacdo desta enzima, com misturas de celulases para avaliar as possiveis
influéncias via interagdes sinérgicas, no rendimento de hidrolise durante a degradagdo
de biomass vegetal contendo hemicelulose. Além disso, podem ser realizados futuros
ensaios de termo-estabilidade ¢ de evolugdo dirigida, objetivando a aplicabilidade desta

enzima na industria de papel.
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6 CONCLUSOES

e Foi construida uma biblioteca de cDNA, do fungo Trichoderma harzianum 10C-
3844, induzida para producdo de transcritos envolvidos na degradacdo de
biomass vegetal.

e Um total de 2016 clones da biblioteca induzida do Trichoderma harzianum 10C-
3844 foi sequenciado, totalizando 1544 seqiiéncias apds a exclusio de
seqiiéncias de baixa qualidade e de plasmideo.

e O sequenciamento da biblioteca de induzida de Trichoderma harzianum 10C-
3844 permitiu a identificagdo de vinte transcritos envolvidos com a degradacao
de biomass vegetal, indicando que este fungo possui um pequeno repertorio
destes transcritos, assim como reportado para Trichoderma reesei.

e Sete transcritos representativos do transcriptoma induzido do Trichoderma
harzianum 10C-3844 foram estudados por PCR em tempo real e tiveram os
niveis de expressao comparados: com transcriptoma do fungo ndo induzido, com
as primeiras horas de inducdo e com a expressdo do transcrito de actina no
transcriptoma induzido.

e Os dados de expressao do 7. harzianum 10C-3844, analisados por contagem de
ESTs e por PCR em tempo real, indicaram niveis de expressdo sigificativamente
aumentados neste fungo, em comparacdo ao Trichoderma reesei, para o0s
transcritos relacionados com a desconstrugdo da biomass vegetal.

e Foram desenvolvidos protocolos de expressdo heterdloga para as enzimas EGIII
e Xyn2 de Trichoderma harzianum 10C-3844.

e Os protocolos de expressao heterdloga, das enzimas de Trichoderma harzianum
I0C-3844, abriram caminho para estudos que envolvem: caracterizagdo
enzimatica, determinagdo de estruturas, engenharia de proteinas, evolucao
dirigida, interagdes sinérgicas e otimizagdo de preparados enzimaticos.

e Os estudos desenvolvidos neste trabalho indicaram o fungo Trichoderma
harzianum 10C-3844 como uma linhagem promissora para a producgdo de
enzimas que degradam biomass vegetal, apresentando potencial aplicabilidade
para a producdo de etanol de segunda geragao.

e Os resultados também indicaram este fungo como uma fonte potencial de

enzimas para a industria de papel.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

e Completar o seqlienciamento das ORFs para as proteinas de 7. harzianum 10C-
3844 envolvidas com degradacdo de biomassa vegetal para coparacdo com as
ORFs correspondentes de 7. reesei;

e Anotar a biblioteca induzida de T harzianum 10C-3844;

e Buscar esclarecimento da funcdo de transcritos sem fun¢ao associada com alta
contagem de ESTs da biblioteca de 7. harzianum 10C-3844;

e Comparar a biblioteca induzida (deste trabalho) com as ndo induzidas
(disponiveis publicamente) de 7. harzianum;

e Comparar a biblioteca induzida de 7. reesei com as ndo induzidas (disponiveis
publicamente);

e Avaliar a expressdo por PCR em tempo real das celulases de Trichoderma reesei
para comparar com as celulases de Trichoderma harzianum 10C-3844;

e Sequenciar e comparar os transcriptomas induzidos de 7. reesei e de T.
harzianum em plataforma de nova geragao;

e Sequenciar o genoma do 7. harzianum 10C-3844 em plataforma de nova
geracao;

e Continuar os ensaios de expressao heterdloga e caracterizagdo cinética das
enzimas de 7. harzianum 10C-3844 envolvidas com a degradacdo de biomassa;

e Comparar atividades das enzimas de 7. reesei e T. harzianum produzidas no
mesmo hospedeiro;

e Anular o fator de transcricdo crel do T. harzianum 10C-3844 para avaliar o
possivel aumento de produtividade de celulases e hemicelulases;

e Melhorar as enzimas do 7. harzianum 10C-3844 com evolugdo dirigida e
engenharia de proteinas;

e Avaliar combinag¢des de enzimas recombinantes do 7. harzianum 10C-3844 com
outras enzimas e preparados enzimaticos na degradacdo de biomassa vegetal;

e Analisar as sequencias promotoras dos genes envolvidos com degradagdo de
biomassa de 7. harzianum 10C-3844 e comparar com as seqiiéncias de 7. reesei

para mapear diferencas na regulagdo transcricionl frente a substratos diversos.
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ABSTRACT. Filamentous fungi from the genus Trichoderma
have been widely investigated due to their considerable production
of important biotechnological enzymes. Previous studies have
demonstrated that the 7. harzianum strain IOC-3844 has a high degree
of cellulolytic activity. After excluding the native signal peptide, the
open reading frame of the 7. harzianum endoglucanase III enzyme was
cloned in the expression vector pPICZaA, enabling protein secretion to
the culture medium. The recombinant plasmid was used to transform
Pichia pastoris. Recombinant expression in the selected clone yielded
300 mg pure enzyme per liter of induced medium. The recombinant
enzyme proved to be active in a qualitative analysis using Congo red.
A quantitative assay, using dinitrosalicylic acid, revealed a high degree
of activity at pH 5.5 and around 48°C. This information contributes to
our understanding of the cellulolytic repertory of 7. harzianum and the
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determination of a set of enzymes that can be incorporated into mixes
for second-generation ethanol production.

Key words: Trichoderma harzianum; Second-generation ethanol;
Pichia pastoris

INTRODUCTION

Plant biomass has emerged as a feasible source for biofuel production due to its rela-
tively low cost and large-scale feedstock procurement (Lynd et al., 2002, 2008). As Brazil is
the main producer of sugarcane worldwide, sugarcane bagasse is the country’s most abundant
source of plant residual biomass and is mainly destined for the production of electricity in
boilers (Pessoa-Jr et al., 2005). This bagasse contains about 50% cellulose, 25% hemicellulose
and 25% lignin, which can be used as feedstock for different organisms, resulting in value-
added products or essentially more sugar for ethanol fermentation, which is important to the
sustainability of energy consumption, especially when considering the limited land resources
and noncompetitive land use (Pandey et al., 2000; Lynd et al., 2008).

The depolymerization of polysaccharides is the key step in ethanol production from
lignocellulosic biomass. Known since 1819, acid treatment is the precursor method of biomass
hydrolysis and involves either concentrated acids at low temperatures or diluted acids at high
temperatures (Galbe and Zacchi, 2002). The main disadvantage of acid hydrolysis is the gen-
eration of fermentation inhibitors (Galbe and Zacchi, 2002). The use of microbial enzymes is
an attractive alternative for cellulose depolymerization due to the specificity and efficiency of
the enzymes as well as the non-inhibitor feature and rapid hydrolysis (Arantes and Saddler,
2010; Banerjee et al., 2010).

The cellulolytic complex basically involves B-1,4-endoglucanases, which internally
cleave the cellulose molecule, cellobiohydrolases, which break down cellulose into cellobiose,
and B-glycosidases, which hydrolyze cellobiose into glucose (Foreman et al., 2003). A number
of different microorganisms produce cellulases, among which the most often employed are the
filamentous fungi of the genus Trichoderma (Lynd et al., 2002; Schuster and Schmoll, 2010).
Trichoderma reesei (Hypocrea jecorina) is known to be an effective cellulase producer and is
currently the main source of enzymatic cocktails for the degradation of biomass (Schuster and
Schmoll, 2010). On the other hand, strains of Trichoderma harzianum (Hypocrea lixii) are sel-
dom reported as cellulase producers and are more frequently known as control agents against
fungal pathogens (Arantes and Saddler, 2010; Banerjee et al., 2010). Nevertheless, recent
studies have revealed the potential of this filamentous fungus for large-scale cellulase produc-
tion and industrial applications (Ahmed et al., 2009; de Castro et al., 2010a,b). In studying
the 7. harzianum 10C-3844 strain, de Castro and collaborators (2010a) found a well-balanced
enzymatic complex comparable to commercial cocktails and with greater endoglucanase con-
tent, making this strain a promising producer of cellulolytic complex for the hydrolysis of
sugarcane bagasse.

The present paper describes the cloning of an endoglucanase from 7. harzianum 10C-
3844 and its heterologous production in the yeast Pichia pastoris. This enzyme exhibits a high
degree of similarity with endoglucanase I1I (cel12a) from 7. reesei. Endoglucanase 111 (EGIII)
enzymes have a low molecular mass and lack the cellulose binding domain (CBD) (Okada
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et al., 1998; Henriksson et al., 1999; Nakazawa et al., 2009). These enzymes are also able to
degrade amorphous cellulose and have a compact -jellyroll fold (Okada et al., 1998; Henriks-
son et al., 1999; Sandgren et al., 2003, 2005; Nakazawa et al., 2009).

The aim of the present study was to determine the proprieties of EGIII from T harzia-
num 10C-3844 expressed in P. pastoris with regard to biochemical and enzyme parameters.

MATERIAL AND METHODS
Strains and media

Escherichia coli DH5a. (Invitrogen, USA) was used for the general propagation of plas-
mids. Bacterial cells were grown with agitation at 37°C in a low-salt Luria-Bertani medium
containing Zeocin™ for a final concentration of 25 pug/mL (EasySelect Pichia Expression Kkit,
2001). P. pastoris KM71H™* (Invitrogen) was used as the expression host. Yeast cultures were
maintained on a yeast extract-peptone-dextrose (YEPD) medium. The media for growth and
induction were BMGY (buffered glycerol-complex medium) and with BMMY (buffered meth-
anol-complex medium), respectively, both at pH 6.5 (EasySelect Pichia Expression kit, 2001).

Cloning of endoglucanase ORF and transformation in P. pastoris

EGIII cDNA was obtained from a clone of a cDNA library constructed from 7. harzia-
num 10C-3844 induced by microcrystalline cellulose (Malago-Jr. W, Santos-Silva LK, Pereira
N Jr. and Henrique-Silva F, unpublished results). This clone was found by comparison using
the BLASTx (Altschul et al., 1990) local alignment program and had its open reading frame
(ORF) entirely sequenced.

The EGIII ORF was cloned into pPICZaA, excluding the putative signal peptide. The
mature ORF was amplified with the forward primer 5'-CGGAATTCCAGACCAGCTGCGAA
C-3' and reverse primer 5'-CGCGTCGACGTTGATAGATGCGGTCC-3' (underlined bases
indicate introduced restriction sites).

Both the amplicon and pPICZaA plasmid were digested with EcoRI and Sall and
ligated, creating a recombinant plasmid containing the mature EGIII ORF flanked by the se-
cretion signal peptide (a-factor) at the N-terminal and 6xHisTag at the C-terminal. The pPICZ
vectors also contain an inducible promoter from the alcohol oxidase gene AOX1, which is
induced by methanol.

Before P. pastoris transformation, the recombinant plasmid was linearized with Pmel
endonuclease and then introduced into the yeast by electroporation (1.5 kV, 25 pF, 200 Q), fol-
lowing the method described by Creeg (2007). Transformants were cultivated on solid YEPD
with 1 M sorbitol and 100 pug/mL Zeocin. Recombinants were identified by polymerase chain
reaction using the a-factor and AOX 3'-primers.

Expression, purification and identification of recombinant enzyme
The transformant yeasts were screened for protein induction in 24-well plates, as de-

scribed by Boettner et al. (2002). A recombinant yeast was selected for enzyme production
and purification.
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Expression induction for purification was carried out following the manual of the P,
pastoris expression kit (EasySelect Pichia Expression kit, 2001). A single colony of the re-
combinant yeast was grown overnight in 5 mL BMGY at 30°C with shaking at 250 rpm. The
culture was used to inoculate 500 mL fresh BMGY in a baffled shake flask and was grown at
30°C and at 250 rpm, for 24 h (OD, , = 6). The content was centrifuged at 1500 g, for 5 min.
The supernatant was discarded and the cells were resuspended in 100 mL BMMY containing
1% methanol. The culture was maintained at 30°C and at 250 rpm, with the daily addition
of 0.75% methanol to maintain induction until the best production time. The supernatants
were recovered and analyzed using SDS-PAGE (Sambrook and Russell, 2001) and as well as
through the qualitative identification of enzyme activity using the Congo red method (Teather
and Wood, 1982), with modifications. For such, 20 uL of each supernatant was dispensed on
plates containing 1% carboxymethylcellulose (CMC) and 2% agar and incubated for 20 min at
30°C. The plate was then stained with 1% Congo red solution for about 30 min and destained
with 1 M sodium chloride until the appearance of degradation halos.

Recombinant enzyme purification from the supernatant was performed by affinity
chromatography using a 5-mL silica resin column containing nickel (Ni-NTA Superflow resin,
Qiagen, USA). The binding buffer employed consisted of 10 mM Tris base, 50 mM sodium
phosphate and 100 mM sodium chloride at pH 8.0. The elution buffer was the same as the
binding buffer, except for the addition of imidazole ranging from 5 to 250 mM. The polyhisti-
dine-tagged protein was eluted with a 2-fold resin volume of elution buffer at each imidazole
concentration used. The fractions containing purified protein were pooled and dialyzed in
membranes of 14,000 MW (Pierce, USA) three times for 4 h at 4°C in 2 L 50 mM Tris-HCl
buffer, pH 7.0. The enzyme solution was sterilized by filtration through a 0.22-pm membrane,
quantified using the BCA Protein Assay kit (Thermo Scientific, USA) and stored at -20°C.

For the identification of EGIII from 7. harzianum 10C-3844, the purified protein and
supernatant of the fungus were separated on 12% acrylamide gels and were used for Western
blotting. 7. harzianum was induced with 1% microcrystalline cellulose for 36 h, following
the method described by Mandels et al. (1962). For Western blotting, SDS-PAGE-separated
proteins were blotted onto a polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane (Pierce) using the
Mini-Trans-Blot Module (Mini-Protean Tetra Cell, Bio-Rad, USA) for 2 h in transfer buffer
[20 mM Tris base, 55 mM glycine and 16.5% (v/v) methanol]. The separated proteins were
detected with the primary anti-ThEGIII antibody and the secondary anti-mouse IgG-alkaline
phosphatase-conjugated antibody (Sigma, Germany), both diluted to 1:10,000 in Tris-buffered
saline (TBS, pH 7.4). The BCIP/NBT-Blue Liquid Substrate System (Sigma) was used for
detecting alkaline phosphatase.

Anti-Th-EGIII polyclonal antibodies were produced in 20-day-old Swiss albino mice
(Mus musculus) subjected to two injections of 100 pg purified recombinant 7. harzianum
EGIIL The first immunization was performed using 100 pL protein solution combined with
100 pL Freund’s complete adjuvant (Sigma). The second inoculation was performed after 45
days, with 100 pL protein conjugated with 100 pL incomplete Freund’s adjuvant (Sigma). The
mice were sacrificed after 10 days; blood was collected and centrifuged at 15,700 g and at 4°C,
for 5 min to obtain the serum containing the antibodies.

CMCase activity assays

CMCase activity was determined using the 3,5-dinitrosalicylic acid method (Miller,
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1959) based on the quantification of the reducing sugar content, using glucose as the standard
for the calibration curves. All assays were performed in triplicate with 2% low-viscosity CMC
(50 to 200 cps, Sigma).

Briefly, 45 pL 2% CMC in 100 mM Mcllvaine’s buffer, pH 5.5, was incubated in a
Peltier bath at 42°C for 15 min; 5 pL enzyme solution was then added to the reaction. The
mixture was incubated for the enzyme reaction and the reaction was stopped after 12 min by
adding 100 pL dinitrosalicylic acid solution. The mixture was boiled for 5 min, and the reduc-
ing sugars were measured at 540 nm with a spectrophotometer (Victor®, Perkin-Elmer, USA).

The optimal temperature for EGIII was determined by altering the reaction tempera-
ture within a range of 20° to 50°C in 100 mM Mcllvaine’s buffer, pH 5.5. The optimal tem-
perature was then employed to determine the optimal pH, altering the reaction buffer within
a range from 2.5 to 7.0. For such, the following buffers were used: 100 mM sodium-citrate
buffer (pH 2.5 to 4.0), 100 mM Mcllvaine’s buffer (pH 4.5 to 6.0), 100 mM sodium phosphate
buffer (pH 6.5 to 7.0) and 100 mM Tris-HCI buftfer (pH 7.5 to 8.0).

Thermostability was analyzed through the measurement of CMCase activity follow-
ing pre-incubation of the purified enzyme for 1 h in the absence of substrate at temperatures
ranging from 0° to 65°C. The thermal resistance of the enzyme was determined by monitoring
the residual activity every 24 h of pre-incubation at the last stable temperature (40°C). Re-
sidual activity was measured at optimal pH and temperature.

K_ and K_values were derived from a non-linear Michaelis-Menten curve of enzyme
activity, measured by varying CMC concentrations from 3 to 32.4 g/L at the optimal pH and
temperature.

All experimental data and graphs were generated with the Prism 5 statistical program
(GraphPad, USA). Values are reported as the mean and standard deviation.

RESULTS
Sequence analysis of EGIII in P. pastoris

EGIII ¢cDNA is deposited in the GenBank database (accession No. JQ923478) and
contains an ORF of 705 bp, which encodes a protein with 235 amino acids. 7. harzianum EGIII
has 81% similarity with the peptide sequence of EGIII from 7. reesei, 57% similarity with that
from Aspergillus fumigatus and 47% similarity with that from Humicola grisea (for alignments,
see Supplementary material). The SignalP program (Bendtsen et al., 2004) predicts a putative
signal peptide of 16 amino acids, likely cleaved in the AVA*QT sequence. The predicted pep-
tide sequence has 56.25% similarity with EGIII from 7. reesei. No N-glycosylation site was
predicted using the NetNGlyc program (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/).

Expression, purification and identification of EGIII

Several recombinants were analyzed in a small-scale expression assay regarding the
production of EGIII (data not shown). The recombinant with the best expression was em-
ployed for the production and purification of the recombinant enzyme (Figure 1A). The re-
combinant enzyme, called rThEGIII, was secreted in an active form by the yeast (Figure 1B).
The purification yielded 300 mg enzyme per liter of induced medium.
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Figure 1. SDS-PAGE analysis of rThEGIII (A) and rThEGIII Congo red assay with carboxymethylcellulose (B).
Lane M = BenchMark molecular mass ladder (Invitrogen); lane I = supernatant of recombinant Pichia pastoris
before induction with methanol; lane 2 = supernatant of recombinant P. pastoris induced by 1% methanol for 24 h;
lane 3 = rThEGIII purified from supernatant. The arrow indicates the recombinant protein.

The purified recombinant enzyme was used to produce polyclonal antibodies, which
were used against the supernatant of 7. harzianum 10C-3844 induced with 1% microcrystal-
line cellulose. The molecular mass of the enzyme detected in the fungal supernatant was very
similar to that of the recombinant enzyme produced in P. pastoris (Figure 2).

Genetics and Molecular Research 11 (2): 1544-1557 (2012) ©FUNPEC-RP www.funpecrp.com.br



W.C. Generoso et al. 1550

M 1 2

kDa

50 -

40 - ~—

30 -

20 -

Figure 2. Western blotting analysis of EGIII from Trichoderma harzianum 10C-3844. Lane M = MagicMark XP
Western molecular mass ladder (Invitrogen); lane I = purified rThEGIII; lane 2 = supernatant of 7. harzianum
induced with 1% microcrystalline cellulose for 36 h. The arrow indicates the recombinant protein.

Characterization of biochemical parameters

For the hydrolytic assays, the enzyme concentration of 0.4 uM was established from
previously obtained curves of different enzyme dilutions and reaction times (data not shown).
The optimal temperature for rThEGIII was estimated by varying the temperature assays from
21° to 58°C. The best consumption of CMC was achieved at 48.2°C (Figure 3A). Optimal pH
was determined within a range of 2.5 to 8.0. The previously determined optimal temperature
(48.2°C) was used for the optimal pH tests. The greatest rThEGIII activity was seen at pH 5.5
(Figure 3B).

A thermostability curve was obtained after 1 h of incubation at temperatures ranging
from 0° to 65°C. The enzyme was stable up at temperatures up to 40°C (Figure 4A). Consid-
ering the decrease in activity over 40°C, enzymatic thermal resistance was evaluated at this
temperature for different time intervals. The rThEGIII enzyme exhibited at least 50% activity
up to the third day of pre-incubation (Figure 4B).
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Figure 3. Effect of temperature (A) and pH (B) on activity of purified rThEGIII (see Methods for reactions and
conditions).
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Figure 4. Thermostability of rThEGIII after 1 h of incubation (A) and thermal resistance at 40°C (B) (see Methods
for reactions and conditions).
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Characterization of enzyme parameters
For the kinetic characterization of rThEGIII, the CMC concentration ranged from 0.3

to 32.4 g/L. The Michaelis-Menten curve fit revealed a K_of 21.35 g/L and a turnover number
of 1880 min''. These data are displayed in Figure 5 and Table 1.

100

CMCase activity (nM/min)
"

o

0 5 10 15 20 25 30 35 40
CMC (g/L)

Figure 5. Michaelis-Menten curve fit of rate of reduction sugar generated (uM/min) versus carboxymethylcellulose
(CMC) concentration (g/L).

Table 1. Kinetic enzymatic parameters of rThEGIIL.

K (g/L) K, (min™) K /K (L-g'min')
Value 21.35 1880 88.06
Standard deviation +1.87 +82

DISCUSSION

There is a growing body of research on the isolation and enhancement of enzymes
related to the degradation of plant biomass for the development of feasible methods regard-
ing the production of second-generation ethanol. In the present study, a B-1,4-endoglucanase
cDNA from the 7. harzianum strain I0OC-3844 was isolated and heterologously expressed in
the yeast P. pastoris. The recombinant enzyme was characterized considering its possible ap-
plication in the process of cellulose depolymerization.

The B-1,4-endoglucanase studied has a high degree of similarity with EGIII from T.
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reesei. EGIII from T. harzianum belongs to glycosyl hydrolase family 12 and this enzyme
can therefore also be described as cell2a (Foreman et al., 2003). Glycosyl hydrolase family
12 comprises hydrolytic enzymes that cleave glycosidic bonds between two carbohydrates
or a carbohydrate from a non-carbohydrate moiety. The cellulases from this family have no
CBD and do not easily access crystalline cellulose (Macarron et al., 1993; Okada et al., 1998).
However, these enzymes contribute to the breakdown of biomass by hydrolyzing amorphous
cellulose and acting synergistically with expansin-like proteins (Arantes and Saddler, 2010).

In the present study, the P, pastoris system was employed for the heterologous expres-
sion of the identified 7. harzianum EGIII. The use of this yeast host is recommended primarily
due to its simplicity and proximal enzymatic machinery in comparison with 7. harzianum.
Thus, the recombinant enzyme could have similar characteristics as the native one. Another
advantage in using P. pastoris is the low amount of native-secreted proteins (Cereghino and
Cregg, 2000), as illustrated in Figure 1A. For the industrial use of rThEGIII, the purification
step could be unnecessary. However, due to the low degree of production of native cellulolytic
enzymes of P. pastoris, the purification step was necessary for the characterization of the re-
combinant enzyme.

A large amount of rThEGIII was produced after 24 h of methanol induction. In ap-
proximately 48 h, about 300 mg purified rThEGIII can be obtained from 1 L of induced me-
dium. This high yield, which can be further increased in industrial fermenters, is important for
the competitiveness of biomass ethanol.

The estimated molecular mass for rThEGIII in SDS-PAGE was about 25 kDa, which
is very similar to the predicted mass of 24.6 kDa (Figure 1A). This low molecular mass is also
reported for cell2a cellulases and could be related to the absence of CBD and N-glycosylation
sites, which are also characteristics of cell2a, unlike other endoglucanases with a high mo-
lecular mass (Kwon et al., 1999; Sandgren et al., 2005).

The optimal pH and temperature for rThEGIII were 5.5 and 48.2°C, respectively.
This optimal pH is quite similar to that reported for EGIII from some filamentous fungi, such
as T. reesei, T. koningii, Hypocrea schweinitzii and H. grisea (Karlsson et al., 2002; Sandgren
et al., 2005; Wang et al., 2005). On the other hand, the optimal temperature for rThEGIII is
not similar to that for EGIII from other filamentous fungi. The optimal temperature for EGIII
from H. schweinitzii and Gliocladium roseum is about 47°C, whereas the optimal tempera-
ture for 7. reesei, T. koningii and Fusarium javanicum is about 55°C, and finally nearly 70°C
is reported for H. grisea (Karlsson et al., 2002; Lynd et al., 2002; Sandgren et al., 2005;
Nakazawa et al., 2009).

Analyzing the crude extract of 7. harzianum 10C-3844, de Castro et al. (2010a) found
a high degree of endoglucanase activity at temperatures around 52°C and pH 5.1. However, at
about 48°C (the optimal temperature of rThEGIII), high endoglucanase activity was also de-
tected in the fungal extract(de Castro et al., 2010a). This difference between the crude extract
and the purified rThEGIII could be explained by the existence of other endoglucanases and the
synergy among them within the fungal culture supernatant. Analyzing an endoglucanase from
T harzianum ETS 323 with molecular mass similar to that of rThEGIII, Liu et al. (2010) found
an optimal temperature of 50°C, which is very similar to that of rThEGIIIL.

These optimal features are interesting, since, under suitable conditions of simultane-
ous saccharification and fermentation, an enzyme with an optimal temperature closer to 37°C
and pH 5.5 seems to be more appropriate (Vasquez et al., 2007). Even with a lower degree of
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thermostability than the EGIII from 7. reesei, which displays a high degree of activity until
50°C (Nakazawa et al., 2009), rThEGIII demonstrated stability at temperatures close to the
optimal, lasting several days with fairly good activity. Thus, EGIII may be a promising en-
zyme for the purpose of simultaneous saccharification and fermentation, since this process
requires hydrolysis under mild conditions.

Compared to the kinetic parameters reported by Macarron et al. (1993) and Nakazawa
etal. (2009) for CMCase activity, the K value obtained here is higher in comparison to EGIII
from 7. reesei, with the K_ being twice as high. The K _is similar to that found for endogluca-
nase activity in the crude extract of 7. harzianum 10C-3844 (19 g/L) and the endoglucanase
from 7. harzianum ETS 323 (23 g/L) (de Castro et al., 2010a; Liu et al., 2010). This lower
specificity in comparison to 7. reesei does not preclude the use of this enzyme in saccharifica-
tion, since a high cellulose concentration is used in this process.

In conclusion, the heterologous production of the B-1,4-endoglucanase III (cell2a)
from T. harzianum was successfully performed in P. pastoris, yielding large amounts of en-
zyme. The use of yeasts for the production of recombinant enzymes for enzymatic cocktails
can be of great value. The primary reason is that there is a low expression of native extracel-
lular proteins by P. pastoris, but also, the industrial system for ethanol production is already
well suited for the use of yeasts. These results indicate that this enzyme may be a feasible com-
ponent of commercial enzyme cocktails for both separate and simultaneous hydrolysis and
fermentation, mainly due to a high turnover rate. However, further investigations are required
to measure the synergy between this enzyme and others from the cellulolytic complex and to
evaluate its use on an industrial scale.
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Supplementary Figure 1. Sequence alignment of glycosyl hydrolase family 12 amino acid sequences from
filamentous fungi. Underlined sequences indicate putative signal peptide. Black narrow indicates nucleophile
residue and open narrow the acid-base residue. The protein sequence GenBank accession codes were: Trichoderma
harzianum 10C-3844 (this study), Trichoderma reesei QM9414 (BAA20140), Aspergillus fumigatus Af293
(XP_748895), and Humicola grisea (AAM77714). The sequences were obtained from GenBank, and the alignment
conducted with the MultAlin software (Corpet, 1988).
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Crystallization and preliminary X-ray diffraction
analysis of endoglucanase Il from Trichoderma
harzianum

Endoglucanases are enzymes that hydrolyze cellulose and are important
components of the cellulolytic complex. In contrast to other members of the
complex, they cleave internal $-1,4-glycosidic bonds in the cellulose polymer,
allowing cellulose to be used as an energy source. Since biomass is an important
renewable source of energy, the structural and functional characterization of
these enzymes is of interest. In this study, endoglucanase III from Trichoderma
harzianum was produced in Pichia pastoris and purified. Crystals belonging
to the orthorhombic space group P2,2,2, with unit-cell parameters a = 47.54,
b = 5557, ¢ = 157.3 A, were obtained by the sitting-drop vapour-diffusion
method and an X-ray diffraction data set was collected to 2.07 A resolution.

1. Introduction

To date, humans have mostly relied on energy provided by fossil fuels,
but the increasing energy needs of the growing human population
and the recognition of the problems of fossil fuels (pollution, global
warming and scarcity, to mention three) have provided a driver for
looking at alternative sustainable sources of energy (Singh er al.,
2011).

The method of producing energy through the hydrolysis of biomass
has been known for a long time (Antoni et al., 2007). Biomass is a
renewable resource and the final product of its transformation via the
fermentation of depolymerized sugars, cellulosic ethanol, is less toxic,
more readily biodegradable and produces fewer airborne pollutants
than petroleum fuel (John et al., 2011). Although it is not yet possible
to fulfil the world’s energy demands using renewable fuels, they are
increasingly becoming a feasible option.

Cellulose forms tightly interwoven crystalline fibres which are
generally very resistant to degradation. However, a number of
microorganisms are able to efficiently hydrolyze cellulose. For
example, Hypocrea fungi in general and H. jecorina in particular are
able to secrete large amounts of cellulases to hydrolyse cellulosic
biomass. Another member of the same group, H. lixii, also known as
Trichoderma harzianum, has been utilized in phytopathogen control
(Monteiro et al., 2010) and more recently has been described as a
competent cellulolytic fungus which produces a balanced mixture of
cellulases (de Castro, Ferreira et al., 2010). It has been demonstrated
that T. harzianum secretes large quantities of endoglucanases when
cultivated on pretreated sugarcane bagasse (de Castro, Pedro et al.,
2010).

The cellulolytic complex produced by most fungal species is
formed of at least three major components: (i) endoglucanases (EGs),
which hydrolyze the internal -1,4-glycosidic bonds in the cellulose
polymer, thus introducing two new internal chain termini; (ii) cello-
biohydrolases (CBHs), which act on the reduced and nonreduced
termini of cellulose polymer chains, thus degrading cellulose into
cellobiose; and (iii) B-glycosidases, which hydrolyze cellobiose to
glucose (Medve et al., 1998). A large number of endoglucanases have
been identified and they have been classified into glycoside hydrolase
families based on their amino-acid sequence similarity (Henrissat &
Davies, 2000). Despite the differences in their three-dimensional
structures, the catalytic mechanism attributed to all endoglucanases is
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similar, i.e. they hydrolyze the B-1,4-glycosidic bond in cellulose via
a double-displacement reaction and a glycosyl-enzyme intermediate
that results in retention of the anomeric configuration in the product
(Birsan et al., 1998).

The present paper describes the crystallization of 7. harzianum
endoglucanase III and its preliminary X-ray diffraction studies. The
enzyme belongs to the GH12 family, a group of low-molecular-weight
endoglucanases that contain a single catalytic domain and lack a
cellulose-binding module (Macarrén et al., 1993; Nakazawa et al.,
2009). The members of this group have a compact S-sandwich
structure that is curved to create an extensive cellulose-binding site
on the concave face of the B-sheet (Sulzenbacher et al., 1999). This
architecture is based on a compact S-jelly-roll fold which contains
one «-helix and two B-sheets consisting of a total of 15 S-strands
(Sandgren et al., 2001).

Several crystal structures of endoglucanase III from various
organisms have previously been solved (Crennell er al, 2006;
Khademi et al., 2002; Sulzenbacher et al., 1997), including one from
T. reesei (Sandgren et al., 2001, 2004). Despite their strong structural
similarity, the endoglucanases reveal considerable differences in their
enzymatic activities, biochemical properties and thermal stabilities
(Sandgren et al., 2003). Little structural information is currently
available for the 7. harzianum glycosyl hydrolases. To at least
partially fill this gap, we expressed, purified and crystallized endo-
glucanase III (EG3) from 7. harzianum and collected X-ray
diffraction data from the crystals.

2. Experimental methods
2.1. Protein production

The EG3 cDNA clone was obtained from a cDNA library con-
structed from 7. harzianum 10C-3844 induced by microcrystalline
cellulose (unpublished data). The EG3 ORF was cloned into
pPICZaA (Invitrogen), excluding the putative signal peptide. The
mature ORF was amplified with the forward primer 5-CGGAA-
TTCCAGACCAGCTGCGAAC-3' and the reverse primer 5-CGC-
GTCGACGTTGATAGATGCGGTCC-3' (the bases shown in bold
indicate introduced restriction sites).

The amplicon and the pPICZaA plasmid were digested with
EcoRl and Sall and ligated, creating a recombinant plasmid
containing the mature EG3 ORF flanked by the secretion signal
peptide (a-factor) at the N-terminus and a 6xHis tag at the
C-terminus. The pPICZ vectors also contained an inducible promoter
from the alcohol oxidase gene AOX1, which is induced by methanol.

Before transformation, the recombinant plasmid was linearized
with Pmel endonuclease and then introduced into Pichia pastoris
(MutS) (Invitrogen) by electroporation (1.5kV, 25 puF, 200 2).
Transformants were cultivated in solid yeast extract peptone dextrose
(YEPD) with 1 M sorbitol and 100 pg ml~" Zeocin. Recombinants
were identified by polymerase chain reaction using the o-factor and
AOX 3’ primers. For large-scale expression, a recombinant colony
was inoculated in 10 ml buffered glycerol-complex medium (BMGY)
and incubated at 303 K and 250 rev min~" for 24 h. The 10 ml culture
was added to 500ml BMGY and incubated at 303 K and
250 rev min~" for 24 h (ODggonm = 6). The cells were collected by
centrifugation (1500g for 5 min) and the supernatant was discarded.
The cells were resuspended in 100 ml buffered methanol-complex
medium (BMMY) with 1% methanol and incubated at 303 K and
250 revmin~' for 24 h. The culture containing the recombinant
protein was centrifuged and the supernatant was vacuum-filtered
through a 0.44 pym membrane.

2.2. Purification

Purification of the recombinant enzyme from the supernatant
was performed by affinity chromatography using a 5 ml silica-resin
column containing Ni-NTA Superflow resin (Qiagen). The resin was
equilibrated with 25 ml binding buffer (10 mM Tris—-HCl, 50 mM
sodium phosphate, 100 mM sodium chloride pH 8.0). 100 ml of the
supernatant was applied to 5 ml resin; after washing the resin with
15 ml binding buffer, the polyhistidine-tagged protein was eluted with
5ml aliquots of elution buffer containing an increasing imidazole
concentration (5-250 mM). The elution fractions were analyzed
by 15% SDS-PAGE (Sambrook & Russell, 2001). The fractions
containing purified protein were pooled and dialyzed against three
changes of 50 mM Tris-HCI buffer pH 7.5 (21) at 277 K for 4 h. The
protein concentration was determined using the BCA Protein Assay
Kit (Thermo Scientific) and the samples were stored at 253 K.

2.3. Analysis of the hydrolysis of different substrates

The hydrolytic activity of EG3 was determined using the 3,5-di-
nitrosalicylic acid method based on quantification of the reducing-
sugar content (Miller, 1959). The relative activity of the purified
enzyme was checked using filter paper (Whatman, USA), carboxy-
methylcellulose (50-200 cps; Sigma, Germany), microcrystalline
cellulose (Sigma Germany) and sawdust as substrates.

Briefly, 400 pl of 2% substrate in 100 mM potassium phosphate
buffer pH 6.5 was mixed with 100 pl enzyme solution (0.4 pM final
concentration) and incubated at 315 K. After 15 min, the reaction
was stopped by the addition of 1 ml dinitrosalicylic acid solution. The
mixture was boiled for 5 min, diluted to 10 ml with water and the
liberated reducing sugars were measured at a wavelength of 540 nm
using a spectrophotometer (U-5100; Hitachi, Japan).

All assays were performed in triplicate and a reaction stopped just
after addition of the enzyme was used as a blank. All experimental
data and graphics were generated with the Prism 5 statistical program
(GraphPad, USA).

2.4. Crystallization

Purified EG3 (23 781 Da; amino acids 18-236) at a concentration
of 10 mg ml™" was submitted to crystallization screening using the
sitting-drop vapour-diffusion technique. Drops of 2 pl final volume
(1:1 ratio of protein and screen solutions) were set up automatically
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Figure 1

Substrate specificity of the purified recombinant EG3 from 7. harzianum. Filter
paper, microcrystalline cellulose (MC cellulose), carboxymethylcellulose (CMC)
and sawdust were used as substrates.
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using a Honeybee 931 crystallization robot (Genomic Solutions Inc.)
with a variety of commercially available screens (PEGs I and II Suite,
Classics Suite and MbClassics Suite from Qiagen) and maintained at
a temperature of 291 K. 96-well crystallization plates from Greiner
Bio-One were used.

2.5. Data collection and processing

A single EG3 crystal was transferred into a cryosolution consisting
of 12% PEG 6000, 2 M sodium chloride, 20% ethylene glycol,
mounted in a cryoloop and directly flash-cooled in a cold nitrogen
stream prior to X-ray data analysis. Diffraction data were collected
on beamline MX2 at the Brazilian Synchrotron Light Source (LNLS),
Campinas, Brazil using a MAR charge-coupled device detector
(Guimardes et al., 2009). Data covering 225° were collected using a
0.5° oscillation step to a maximum resolution of beyond 2.0 A using a

Figure 2
Crystals of EG3 grown in 25%(w/v) PEG 4000, 0.2 M ammonium sulfate, 0.1 M
sodium acetate pH 4.6. The black bar corresponds to 200 pm.

Figure 3
Typical diffraction pattern of an EG3 crystal.

Table 1
Data-collection and processing statistics.

Values in parentheses are for the highest resolution shell.

Beamline . MX2, LNLS
Wavelength (A) 1.46
Space group P2,2,2,

a=4754,b="5557,c=1573
50-2.07 (2.14-2.07)

Unit-cell parameters (A)
Resolution range (A)

Unique reflections 26039
Total reflections 171836
Multiplicity 6.6 (6.3)
Completeness (%) 99.1 (97.5)
Rierget (%) 12.1 (21.6)
(Ilo(I)) 14.2 (8.1)

T Rumerge = O pua 2o i(hkD) — (I(hKD) /3" > I;(hkl), where I(hkl) is the intensity of
the ith observation of reflection hkl and (I(hkl)) is the average intensity of reflection
hkl.

MAR Mosaic225 detector. Data integration was carried out using
DENZO and data were scaled with SCALEPACK in the HKL-2000
package (Otwinowski, 1993).

3. Results and discussion

The purified EG3 was tested for enzymatic activity and proved to be
active. The specific activity of the enzyme towards carboxymethyl
cellulose (CMC) was 16 U mg ™. This activity is comparable with that
of T. reesei EG3 (Nakazawa et al., 2009). Carboxymethyl cellulose
was also preferentially consumed by EG3 compared with filter paper,
microcrystalline cellulose and sawdust (Fig. 1).

Crystals of EG3 appeared after 5 d at 291 K in the original sitting-
drop screen plates using the PEGs II Suite. A cluster of needles were
obtained using a reservoir solution consisting of 25% (w/v) PEG 4000,
0.2 M ammonium sulfate, 0.1 M sodium acetate pH 4.6 (condition No.
65). A plate-shaped crystal (Fig. 2) was subsequently obtained in an
optimization screen from a crystallization solution consisting of
12%(w/v) PEG 6000, 2.0 M sodium chloride (condition No. 77).

The plate-shaped crystal was tested for X-ray diffraction quality
(Fig. 3) and was used to collect a complete diffraction data set to
2.07 A resolution. Based on the data-set processing statistics, the EG3
crystal belonged to the primitive orthorhombic system (P2,2,2,), with
unit-cell parameters a = 47.54, b = 55.57, ¢ = 157.3 A. The calculated
Matthews coefficient of 2.16 A> Da~' (Matthews, 1968) indicated that
there were two molecules in the asymmetric unit; the solvent content
of the crystal was 43.2%. Data-collection and processing statistics are
presented in Table 1.

The structure of EG3 was solved by the molecular-replacement
technique with Phaser v.2.1.4 (McCoy et al, 2007) using the atomic
coordinates of the T. reesei EG3 crystal structure (PDB entry 1h8v;
Sandgren et al., 2001) as a search model, giving a solution LLG
(log-likelihood gain) of 2016.85. The amino-acid sequence identity
between the EG3s from T. reesei and T. harzianum is 83%. Initial
structure-refinement cycles using REFMACS (Murshudov et al., 2011)
resulted in a model with an Ry of 26.85% and an Ry.. of 30.96%.
Further model building and refinement is in progress.

We are grateful to the Brazilian Synchrotron Light Source (LNLS)
and to the staff members of the MX2 beamline. This work was
supported by Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sédo
Paulo (FAPESP) via research grants 2009/14333-6, 2008/56255-9 and
2009/52840-7 and Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico
e Tecnoldgico (CNPq) via INCT do Bioetanol and grants 471834/
2009-2 and 490022/2009-0.
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In 1928, Frederick Griffith demonstrated a transmission process of genetic information by transforming
Pneumococcus. In 1944, Avery et al. demonstrated that Griffith’s transforming principle was DNA. We
revisited these classic experiments in a practical class for undergraduate students. Both experiments
were reproduced in simple, adapted forms. Griffith’s experiment was reproduced by mixing heat-killed,
ampicillin-resistant E. coli with live ampicillin-susceptible E. coli, followed by plating samples in the pres-
ence or absence of the antibiotic. Cells were also plated separately as controls. Avery’s work was repro-
duced by treating a purified plasmid harboring the ampicillin resistance gene with DNase |. Treated and
untreated plasmids were then used to transform E. coli cells, which were plated in culture media con-
taining ampicillin. The students received a class guide for understanding and performing the experi-
ments. The original articles by Griffith and Avery et al. were also provided, along with a list of questions
to encourage a discussion on the experimental approach and results. The expected results were
obtained and the students successfully revisited the classic experiments, which revealed that DNA is
genetic material. The class was very well accepted, as indicated by students’ evaluations. Thus, we pre-
sented a quick, inexpensive class involving important concepts, which can be easily reproduced in any

laboratory with minor resources.

Keywords: Genetic material, Transforming principle, Frederick Griffith, Oswald Avery.

At the beginning of the 20th century, with the rediscov-
ery of Mendel's works, the blending theory was aban-
doned, as inheritance patterns were attributed to heredi-
tary particles. As reviewed by Martins in 1999 [1], the evi-
dence published by Walter Sutton and Theodor Boveri
between 1902 and 1903 contributed to the belief that the
behavior of Mendel’s particles parallels the movements of
chromosomes in meiosis, suggesting that genes are physi-
cally located on the chromosomes. These studies origi-
nated the chromosome theory of inheritance, which was
supported in 1905 by Brush and Stevens [2] and Wilson
[3], with their studies involving the behavior of sex chromo-
somes. Additional evidence appeared in the second dec-
ade of 20th century, with the linkage studies carried out by
Thomas Hunt Morgan and his students. As reported by
Neatherall [4], in 1908 Archibald Garrod speculated that
some diseases were the consequence of a lack of enzyme
function resulting from defective Mendelian factors (i.e.
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genes). This hypothesis was later confirmed in 1941 by
Beadle and Tatum [5], who worked with mutant strains of
Neurospora crassa lacking different enzyme activities
involved in the arginine biosynthesis pathway. These
authors postulated that genes mediate biochemical reac-
tions through the production of specific enzymes. Thus,
Garrod’s hypothesis was confirmed and stated as “one
gene/one enzyme.” However, among the evidence indicat-
ing the gene location and mechanisms of gene action, an
intriguing question remained to be answered in the scien-
tific context of the time: What is the molecular nature of
genes?

In 1928, primarily interested in the cause and control
of human pneumonia, Frederick Griffith demonstrated the
transmission of genetic information [6]. When studying
the occurrence of different types of Pneumococci found
in pneumonia patients, Griffith isolated and produced in
vitro a naturally occurring strain of a nonvirulent Pneumo-
coccus. These nonvirulent cells had a rough appearance
(R cells) due to the lack of the outer polysaccharide cap-
sule. Contrarily, virulent cells had a smooth appearance
(S cells) due to the presence of the outer polysaccharide
capsule. Griffith observed that stable strains of R cells
could be regularly transformed into S cells when mixing
heat-killed S cells with live R cells before injecting them

This paper is available on line at http://www.bambed.org



into mice. When the mice died from pneumonia, the S
cells could be recovered from them. Griffith believed that
some S substance, likely protein, was passing from S to
R cells during the transformation.

Over the following years, the chemical nature of “Grif-
fith’s transforming principle” was pursued by a research
team headed by Oswald Avery. Their belief was that
understanding how capsule production was activated by
the transforming principle would possibly lead to pneumo-
nia therapy based on the inhibition of this process. In
1931, Dawson and Sia [7] brought Griffith’s transformation
out of the mouse and into the test tube. In 1932, Alloway
[8] eliminated the need for intact heat-killed S cells by pre-
paring cell-free active filtered extracts. In subsequent
years, Colin Munro MaclLeod removed protein from the
extracts using chloroform, with no loss of transforming ac-
tivity. MaclLeod also found the presence of RNA and DNA
in the active extract. Maclyn McCarty used specific
enzymes and demonstrated that polysaccharide and RNA
did not need to be present in the principle for transforma-
tion to occur. The team also showed that the active sub-
stance of the extract was not digested by trypsin or chy-
motrypsin. Moreover, lipids were removed from extracts
without impairing the transforming activity. At the time, it
was well known that chromosomes were mainly com-
posed of DNA and protein and the researchers gradually
considered DNA to be genetic material [9]. The final proof
came when Avery’s team showed that enzyme prepara-
tions enriched with DNase destroyed the transformation
activity. Finally, in 1944, Avery et al. reported their evi-
dence indicating that DNA was the transforming principle
and responsible for inducing enzymatic polysaccharide
syntheses in Pneumococci S cells [10]. Despite Avery’s
evidence, many would only accept DNA as genetic mate-
rial after experiments published in 1952 by Hershey and
Chase, who recovered labeled phage DNA from the bacte-
rial cell fraction following virus infection and demonstrated
that DNA was required for new phages to reproduce inside
the bacterial cell [11]. Nevertheless, according to McCarty,
some scientists promptly accepted the evidences pre-
sented in the Avery’s article published in 1944. In fact, im-
portant findings were the consequence of studies started
before the Hershey and Chase’s publication in 1952. For
example, Erwing Chargaff turned all of his efforts to the
study of nucleic acids, after reading the Avery’s 1944 arti-
cle. Hence, when searching for the biological specificity of
DNA, Chargaff discovered the phenomena of base com-
plementarity. Furthermore, the information in the Avery’s
article served as the basis for James Watson and Francis
Crick to begin their studies on DNA structure in 1951 [9].

The educational approach proposed here directs stu-
dents to the important historical context of Molecular
Biology involving the identification of the genetic mate-
rial. We have adapted simple experiments that parallel
the works of Griffith and Avery et al., revealing DNA as
genetic material. The students’ thoughts are turned to
that era by dealing with equivalent evidence through
adapted, up-to-date experiments. Moreover, the students
deal with the phenomenon of bacterial transformation,
which is central to understanding the usefulness of DNA
manipulation methods.
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TaBLE |
Parallelism between Griffith’s work and our adapted experiment

Pneumococcus
cell Phenotype  E. coli cell Phenotype
S live Mouse dies AR live Grow in Amp
R live Mouse lives AS live Do not grow
in Amp
S heat-killed Mouse lives AR boiled Do not grow
anyway
R live + S Mouse dies AS live + AR Grow in Amp
heat-killed boiled

In the week before the class, we scheduled a half hour
meeting in which the original articles by Griffith and Avery
et al. were given to the students, along with a brief explana-
tion of the main historical points, emphasizing central con-
cepts and asking them to try to understand the context and
relevance of the studies. We recommended that they per-
form a selective reading of the main points of the articles
that may be useful for the equivalent experiments to be car-
ried out the following week.

METHODS

The class reported here is the first of a series of four classes
on “Topics of Molecular Genetics.” This series is part of an
elective, essentially practical discipline denominated “Practices
of Genetics,” offered to the students of Biological Sciences
undergraduate course. The team that administered the series of
four classes was composed of two graduate students—
researchers at the Molecular Biology Laboratory—and the head
of the Laboratory, who was the professor in charge. The appli-
cants had to be familiar with laboratory practices. Therefore,
they would have at least completed the related disciplines of
Cell Biology and Microbiology, which have significant number of
practical activities. Among the theoretical disciplines, they had
to have at least completed Classical Genetics.

At the beginning of the class, the main concepts involving
the experiments were explained and important details regarding
the protocols were discussed. The students received a class
guide, which is available on the web [12], containing brief theo-
retical explanations and detailed protocols. Class activities were
accomplished in 4 hours, from 2 to 6 p.m. Fifteen students
were equally divided into three groups. All were continually
encouraged to participate actively in the manipulation.

Griffith’s experiment was simulated by transforming ampicil-
lin-susceptible DH5a E. coli cells (AS' cells) into ampicillin-
resistant cells (AR cells) through the transmission of the plasmid
pTZ57R (Fermentas, Glen Burnie, MD, K1214), which harbors
the ampicillin resistance gene. Transformation was achieved by
mixing boiled heat-killed AR cells with live AS cells before plat-
ing. A parallel between Giriffith’s main results and our adaptation
is summarized in Table 1.

Avery’s DNA isolation can be compared with E. coli standard
plasmid preparations, as both eliminate unwanted cellular com-
ponents, thereby yielding purified DNA. Thus, we gave a brief
explanation of both preparations to the students and simulated
Avery’s procedures by beginning from the key point in which
the DNA was submitted to DNase digestion. We prepared
CaCly-competent DH5a E. coli cells during the class to trans-
form with the plasmids treated and untreated with DNase.
Regarding the features of the plasmid used, we only explained

"The abbreviations used are: AS cells, Ampicillin Susceptible
cells; AR cells, Ampicillin Resistant cells; +Amp, With Ampicillin;
—Amp, Without Ampicillin; LB, Luria Broth culture media; RPM,
Revolutions per Minute; CFU, Colony forming units.
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TasLE Il
List of questions given
Question Score
1) What is the nature of the 8.0

transforming principle and
what are the experimental
evidences which indicates
the nature of it?

2) Why did we also plate 9.0
AR live, AS live, and AR
boiled cells individually in
agar culture media +Amp
and —Amp?

3) Why did we plate the AS 7.0
live + AR boiled cell mixture
in agar media —Amp?

4) Why did we plate transforming 9.0
cells with DNA not digested
with DNase 1?

5) What is the importance of the 8.0
transformation phenomenon to
the Molecular Biology?

6) What could explain the presence of
some colonies in the plates “AR
boiled cells" —Amp and +Amp
of group two?

7) What could explain the absence of 9.0
colonies in the plate “DNase |
untreated plasmid” of group one?

10.0

The average scores are ranging from 1 to 10.

that it carried a gene capable of changing the growth pheno-
type of E. coli.

The following week, we scheduled a 2-hour class to analyze
the results. A discussion was stimulated and the students
answered an individual questionnaire (Table Il). The students’
evaluations were determined based on the questionnaire and
individual participation in class. The students also filled out an
additional question form with scores ranging from 1 to 5 provid-
ing an evaluation on the overall quality of the class (Table IIl).

MATERIALS

Apart from the laboratory equipment, all the materials used
were previously prepared and/or allocated in triplicate to facili-
tate the work of the three groups (Table IV). The concentration
and amount of reagents used are mentioned in “Protocols.”

EXPERIMENTAL ASPECTS AND PROTOCOLS

Some useful information to help with the protocol can be
accessed on the web from “http://www.ncbe.reading.ac.uk/
ncbe/protocols/transformer.html.” A general guide for the
appropriate use of micropipettes can be downloaded at “http://
www.gilson.com/ServiceTraining/pipeUsersGuides.asp.” How-
ever, some protocol innovations are only now being made pub-
lic in this article.

Although the DH5« E. coli cells used are not potentially path-
ogenic, the students were advised to take precautions during
handling as done in previous practical microbiological disci-
plines. After class, the culture media containing E. coli cells and
all contaminated materials were sterilized before disposal.

The protocols were all previously tested under the same con-
ditions of the classroom experiments and produced the desired
results. On the day before class, AR cells (DH5« E. coli contain-
ing the pTZ57R plasmid — Fermentas, Glen Burnie, MD, K1214)
and AS cells (DH5a E. coli without plasmid) were preinoculated
in 10 mL of LB Medium in the presence and absence of ampi-
cillin, respectively. The cells grew overnight at 37 °C. The next
morning, the AR +Amp and AS —Amp preinocula were diluted
at 1:50 in 15 mL of LB with and without Amp, respectively. The
samples were incubated for approximately 3 hours until Optical
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Density achieved 0.4 at 600 nm. Each type of cell was divided
into three samples of 3 mL for the different groups and kept in
ice until the class began. We also separated two aliquots of 1
mL of AS cells for each group for the competent cell prepara-
tion. The LB agar plates were also prepared before the class.
There were 6 +Amp and 4 —Amp plates per group. Each group
began the adapted Giriffith procedures by boiling 200 pL of AR
cells for 10 min. The boiled AR cells were placed in ice for 2
min and 100 pL were mixed with 100 pL of live AS cells. The
mixture was kept in ice for 5 min and then incubated for 50 min
at 37 °C and 300 RPM in Eppendorf, Westbury, NY, Thermo-
mixer. Aliquots of 200 pL of live AR live AS and boiled AR cells
were incubated separately for 50 min at 37 °C and 300 RPM.
After incubation, the samples were then kept in ice until plating.
Meanwhile, the students began to prepare DH5«a E. coli compe-
tent cells. Each group centrifuged two aliquots of 1 mL of AS
cells for 7 min at 1,500 X g in a microcentrifuge. The superna-
tant was removed and cells were resuspended in 350 pL of
iced 0.1 M CaCl,. The samples were centrifuged for 7 min at
1,150 X g and the supernatant was removed. The cells were
resuspended in 100 uL of iced 0.1 M CaCl, and kept in ice until
use. Each group received two 1.5 tubes, containing 200 ng of
pTZ57R (Fermentas, Glen Burnie, MD, K1214) in 2 uL of water.
Thus, the adapted Avery experiments were begun by adding to

TasLe Il
Evaluation of the class

Topics Average
Evaluation of the class
1) Relevance of the topics in 4.9
molecular biology
2) Up-to-date nature of the 4.3
class content
3) The class stimulated the 4.2
student’s commitment
to do the experiments
4) Quality of the knowledge acquired by 4.5
carrying out the experiments
5) Motivation to check out the results 4.4
6) Pleasure in carrying out the experiments 4.3
7) Were your expectations fulfilled? 4.6
8) Proximity of the experimental 4.4
steps to the reality of a
research laboratory
9) Quality of the class 4.7
10) Organization in terms of the 3.8
theoretical approach
11) Organization in terms of the 3.7
practical approach
12) Overall evaluation 4.5
Evaluation of the teachers
1) Organization and development of the 4.0
theoretical content
2) Organization and development of the 41
practical content
3) Technical explanations about the 41
experimental steps
4) Availability/receptivity to explanations/ 4.8
clarifications during experimental steps
5) Stimulation of student participation 4.3
6) Quality/clarity of the explanations 4.6
7) Preparation of the experimental material 41
8) Conduct when faced with 4.4
unexpected incidents
9) General orientation 4.5
10) Overall evaluation of the teachers 4.6
Self-evaluation
1) Participation in the experiments 4.3
2) Theoretical knowledge acquired 4.2
3) Practical knowledge acquired 4.3
4) Overall self-evaluation 4.3

The questionnaire was answered by all of the students and the
numbers indicate the average score attributed to each answer, on a
scale of 1 to 5.



TaBLE IV
List of required material

Reagents and molecular device
Culture medium (LB/LB agar)
Ampicillin for plasmid selection
E. coli DH5« cells
Crushed ice
DNase |
Plasmid with ampicillin resistance gene
EDTA
Distilled water
Sterile solution of CaCl, 0.1 M
100% and 70% Ethanol

Equipments and laboratory stuff
Microcentrifuge
Timer
Test tube rack
Permanent marker
Beaker for waste/used tips
Autoclave
1.5 mL microcentrifuge tubes
Water boiling apparatus
Thermomixer block or Orbital shaker 37 °C
Water bath 42 °C
Micropipettes and tips
Laminar flow hood (optional)
50 ml polypropylene tubes
Petri plates
Bunsen burner
Spectrophotometer
Cell spreader
Incubator 37 °C

one of the tubes: 6.5 of deonized water, 1 uL of DNase | buffer,
and 0.5 pL of DNase | (Invitrogen, Grand Island, NY, #18068-
015). The samples were incubated for 15 min at 37 °C and the
reaction was inactivated by adding 1 pL of 25 mM EDTA and
incubating for 10 min at 65 °C. The tubes were kept in ice until
the transformation. Amounts of 200 ng of plasmid DNAs treated
and untreated with DNase | were used to transform the freshly
prepared E. coli cells. The DNAs were added to the competent
cell aliquots, gently mixed and kept in ice for 10 min. Heat
shock was performed by placing the tubes for 90 seconds in a
water bath at 42 °C. The tubes were placed in ice again for 1
min and 900 pL of LB was then added to the samples, which
were incubated for 45 min at 37 °C and 300 RPM. Meanwhile,
the samples from the adapted Giriffith protocol were arranged
and plated in LB agar media in the presence and absence of
ampicillin as follows: 50 pL of live AR cells, 50 pL of live AS
cells, 50 uL of boiled AR cells, and 50 uL of the mixture of
boiled AR cells plus live AS cells. Finally, 50 pL of transformed
cells with plasmid DNA treated and untreated with DNase |
were plated in LB agar media containing ampicillin.

RESULTS
Experimental Results

Bacterial growth 1 day before class was as expected:
AR cells grew in the presence and absence of ampicillin
and AS cells grew only in the absence of ampicillin. This
excluded any possibility of contamination or misuse of
bacterial cells with undesired phenotypes. Groups 1 and
3 obtained all the expected Griffith parallel results. Figure
1 shows the plates from Group 3. The results include the
following: live AR cell growth in the presence and
absence of ampicillin; live AS cell growth only in absence
of ampicillin; lack growth of boiled AR cells in the pres-
ence and absence of ampicillin; and growth of boiled AR
mixed with live AS cells in the absence and presence of
ampicillin. Growth of the mixture of boiled AR and live
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AS cells in the presence of ampicillin demonstrated that
the growth phenotype in the presence of the antibiotic
was passed from AR to AS cells. Relatively lesser growth
in plates +Amp indicated that only a small proportion of
cells were transformed (Fig. 1h). Among the plates from
Group 2 there were unexpected results: a colony (which
seemed to be yeast) grew on the boiled AR —Amp plate
and two E. coli colonies grew on the boiled AR +Amp
plate (data not shown). Before the class, we also plated
boiled AS cells, which did not grow. However, we did

Fic. 1. Plating results of Griffith’s (a—h) and Avery’s (i, j)
adapted experiments. (a) AR live cells (—Amp); (b) AR live cells
(+Amp); (c) AS live cells (—Amp); (d) AS live cells (+Amp); (e)
AR boiled cells (—Amp); (f) AR boiled cells (+Amp); (g) mixture
of AR boiled cells plus AS live cells (—Amp); (h) mixture of AR
boiled cells plus AS live cells (+Amp); () DNase | treated plas-
mid transformation (+Amp); () DNase | untreated plasmid trans-
formation (+Amp).
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not find it necessary to perform this test in class, as
AR boiled plating results are enough to control the
effectiveness of inactivation by boiling.

The simulated Avery DNase | digestion experiments
from Groups 2 and 3 achieved the expected results, as
can be seen in the plates from Group 3 (Fig. 1). DNase-
treated plasmid did not transform the cells, but untreated
plasmid did (Figs. 1i and 1j). This indicates that DNA is
responsible for the phenotype of ampicillin resistance.
Group 1 plates revealed unexpected results: two E. coli
colonies grew on the plate treated with DNase | and
no colonies grew on the untreated plasmid plates (data
not shown). The students counted the plates from
Groups 2 and 3 to calculate the competence of the
DH5a E. coli cells, which was 2.5 x 10° CFU per micro-
gram of pTZ57R (Fermentas, K1214) plasmid (Fig. 1j).

Learning Results

The questionnaire answers showed that the students’
understanding was generally good. The average scores
are listed in Table Il and the comments for each question
are as follows: 1) Nearly all correctly referred to DNase |
assay results as the main evidence of the nature of the
transforming principle. One student answered: “Without
DNA, there is no transforming principle”. Interesting, two
students also referred to evidence generated from the
parallel Griffith experiment and claimed that nucleic acid
resistance to boiling temperatures also indicates DNA as
the transforming principle. Two others incorrectly
answered that the evidence came from the digestion of
heat-killed AR cells with DNase |. These answers may
reflect a lack of attention. 2) Despite a few incomplete
citations of detailed aspects involving the required plating
controls, the students generally understood the results
and the usefulness of the additional platting. Interestingly,
one student answered “No growth was expected among
heat-killed AR cells plates. However, the transforming
principle was there, but unviable, due to its dependence
on the cellular machinery inactivated by heat.” 3) Most of
students referred to the mixture of killed AR and live AS
cells plated in —Amp plates as an important control for
determining the viability of live AS cells after the mixing.
However, only five stated that the low percentage trans-
formed was due to the low efficiency of live AS cells.
Therefore, in a future class, it would be useful to include
a question such as “What may explain the difference
between the growth in plates G and F?” to raise this
issue for discussion. 4) The majority of students
answered that undigested plasmid plating was an impor-
tant control to determine the viability of competent cells,
which, in turn, ensured the result of plasmid exposure to
DNase I. The same two students who wrongly answered
Question 1 stated that plating was useful in monitoring
DNase | activity. 5) The majority understood the exam-
ples discussed after the experiment and stated that the
acquirement of new characters by target organisms is a
phenomenon of great importance to fundamental and
applied research. 6) All of students mentioned the
possibility of contamination to explain the unexpected
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results in Group 2. However, three students also stated
the possibility of some sort of boiling inactivation failure
in the case of the presence of E. coli (which is certainly
less probable). 7) All members in Group 1 stated that
vigorous handling could have been responsible for
the damage of competent cells. Other students stated
that forceful handling combined with a high temperature
of the cell spreader could culminate in the death of
competent cells.

Discipline Achievement

We evaluated class participation in a comparative
manner, based on the observation of student’s feedback
whereas stimulated by us to handling the samples and to
ask about the protocols and concepts involved in the
experiments. The scores given ranged from 1 to 10.
Some students did not participate equally in the experi-
ments. In fact, two of them less participated and stated
that this was because they were unfamiliar with the
equipment. We believe that this represented a lack of
interest and they receive a participation score of 6. By
the other hand, nine students were fully motivated. They
were always ready to handling the samples and were
also continually asking about the protocol steps and the-
oretical concepts. This lead us to give a score 10 for
them. The remaining four students had an intermediate
participation and received a score of 8.

The overall evaluation of the class itself (score ranging
from 1 to 5) was determined using a questionnaire
administered to the students which included an assess-
ment of the class, teachers and a self-evaluation. All
students filled out the form, clearly indicating their
approval of the class. Among the averages calculated,
only two scores were below 4.0 (Table IlI).

DISCUSSION

The results of the parallel Avery experiments with
DNase | were undoubtedly definitive toward reinforcing
the evidence that DNA is genetic material (Fig. 1/). How-
ever, the students were astonished with the transforma-
tion results obtained in the Griffith simulation (Fig. 1h).
Some said: “Oh! It transformed!” They suspected that
the transforming principle might be a plasmid harboring
the ampicillin resistance gene. We confirmed their suspi-
cions, informing them that it was the same plasmid used
in the Avery simulation experiment. It would be perhaps
useful to divide the class and perform the Avery simula-
tion only after the observation of the results of Giriffith
simulation, thereby avoiding presenting the plasmid and
allowing the students to consider the possibilities.

During the discussion of the results, the students could
realize that the phenomena of transformation can occur
in a very simple way, also being able to occur in natural
environment, as it depends roughly on the contact of the
host cell with some exposed DNA. This learning did not
arise in previous classes in which the students simply
transformed E. coli cells following the established meth-
ods and also did not simulate both Griffith’s and Avery’s
experiments. In that cases the students had the idea that



the transformation only could occur in acutely controlled
laboratory conditions, with appropriate prepared DNA
and cells.

In previous experiments, we also achieved a transfor-
mation by mixing the purified plasmid with live AS cells
(not CaCl,-competent cells). This was not performed in
class due to time restraints, but could be employed in
future classes. Moreover, we attempted to digest heat-
killed AR cells with DNase |, but it did not work, possibly
due to the presence of some DNase I-inhibition activity
within the cellular debris.

The competent cell preparation was included in the
class because DNA transfer is one of the most important
tools in molecular biology [13]. Furthermore, among the
existing methods, E. coli transformation was the first to
be performed and is of central importance. During the
postexperiment discussion, questions arose regarding
the use of competent cells. We emphasized that, with
the intention of setting up constant transformation
assays, Avery’s team was the first to optimize and pre-
pare what we currently call “competent cells” [9]. We
briefly also explained that cDNA libraries require a high
number of clones to be representative and, thus, highly
efficient competent cells are needed.

Despite the fact that AS cells did not grow in +Amp
media during the preparation for the class, it would be
useful to include a preparation of an extra tube of com-
petent cells in order to plate them directly (without trans-
formation) in +Amp plates, thereby demonstrating their
inability to grow in the presence of ampicillin.

Some students asked about the applications of the
DNase | enzyme. After emphasizing its usefulness in
Avery’s final proof, we briefly explained its use in RT-PCR
and DNase fingerprint assays.

Interestingly, during the experiment and subsequent
discussion, some students’ thoughts, beliefs, and
expressions had to be redressed. Regarding contamina-
tion, one student stated that, “Some DNA from the air
could transform the cells.” Another said: “The plating
controls were to monitor potentially strange bodies.”
There was also: “The principle was passed to the AS
cells, transforming them into virulent-resistant cells.”

The overall evaluation survey demonstrated the effec-
tiveness of the class (Table Ill). One student commented:
“This was a simple and very interesting class.” Only two
elements had scores below 4.0. The theoretical approach
was criticized. This may be because some students may
be not accustomed to reading scientific articles, which
may have led to an inappropriate reading of the original
weighty articles provided before the class. Moreover,
some students appeared to be in a rush to perform the
experiments and possibly did not read the theoretical
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explanations in the class guide with full attention. None-
theless, during the discussion of the results, they were
able to understand the concepts fully. The practical
approach was also criticized. This may be due to the
optimized program of the experiment tasks, in which the
experiments were overlapped and organized in such a
sequence as to adapt to the available time (i.e. Griffith’s
simulation, competent cells, DNase | digestion, DNase
plasmid transformation, adapted Griffith plating, and
adapted Avery plating). This may have puzzled some stu-
dents, but also could have been solved with a detailed
reading of the class guide.

CONCLUDING REMARKS

We proposed a cheap, quick, and innovative practical
class, revisiting Griffith’s and Avery’s classic experiments,
which demonstrated that DNA is genetic material. Central
concepts and important tools of molecular biology were
employed. The students were placed in contact with im-
portant historical issues and laboratory training. Further-
more, the class can be easily reproduced in a regular
laboratory with minor resources.
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Apéndice E: Objetivos e cronograma propostos.

Cronograma inicialmente proposto no projeto:

Sem Sem Sem Sem Sem Sem Sem Sem
2/2008 1/2009 2/2009 1/2010 2/2010 1/2011 2/2011 1/2012
Objetivo especifico 1 X X X
Objetivo especifico 2 X X X
Objetivo especifico 3 X X X X
Objetivo especifico 4 X X X X
Objetivo especifico 5 X X X X
Redacao de Tese X

Cumprimento do cronograma :

Objetivos especificos propostos no projeto Objetivo alcancado (%)

1-Construir uma biblioteca de cDNA de Trichoderma

harzianum induzido para a produgdo de celulases e 20 % 40 % 60 % 80 % 100 %

sequénciar os clones.

2- Identificar e caracterizar os genes que codificam
para celulases por meio de comparagdo com celulases 20 % 40 % 60 % 80 % 100 %
conhecidas de outros organismos.

3-Isolar e clonar os genes que codificam para as

celulases de Trichoderma harzianum. 20 % 40 % 60 % 80 % 100 %

4-Desenvolver sistemas de expressdo e purificacdo

das celulases do Trichoderma harzianum em Pichia 20 % 40 % 60 % 80 % 100 %

pastoris.

5-Estudar o transcriptoma de Trichoderma harzianum

induzido para a produgdo de celulases comparando 20 % 40 % 60 % 80 % 100 %
com o transcriptoma do fungo nédo induzido.

O Objetivo especifico 5 foi considerado 60 % executado pois, apesar de terem
sido feitos estudos de PCR em tempo real com alguns genes alvo (cbhl, cbh2, egll,
egl2, egl3, egl7 e swol) representativos das celulases, todo o transcriptoma induzido do
T. harzianum 10C-3844 poderia ter sido analisado em comparagdo com transcriptomas
ndo induzidos deste fungo disponiveis publicamente. Este trabalho foi iniciado mas as
ferramentas e a metodologia envolvendo bioinformatica apresentaram problemas que

comprometeram a execuc¢do do em tempo habil.




Apéndice F: Panorama dos estudos de clonagem e expressao heteréloga.

Estdo resumidos abaixo os ensaios realizados no Laboratério de Biologia
Molecular do DGE-UFSCar, envolvendo as ORFs de Trichoderma harzianum 10C-

3844 relacionadas a desconstrucao de biomassa.

ORF Completa ORF Clonada em

Proteina em pDONR  Seqllenciada Plasmideo Expressdo Expressou Ativa
CBHI OK OK OK Néo -
CBHII OK OK - - -
EGI OK OK OK OK OK
EGII OK - - - -
EGIII OK OK OK OK OK
EGIV OK OK OK OK OK
EGV OK OK - - -
EGVII OK OK OK N&o -
BGL1 OK OK OK - -
BGL2 OK OK OK Néo -
BGL5 OK - - - -
Xyn2 OK OK OK OK OK
Xyn3 OK OK OK OK OK
BxI1 OK - - - -
Manl OK - - - -
SWOI OK OK - - -
Cip1l 14° aa* - - . }
Cip2 OK - - - -
Xyrl OK - - - -
ACEI 6° aa* - - - -

*Amino-4cido a partir do qual o alinhamento entre 0 cDNA e o melhor “hit” do blastx se inicia.



Apéndice G: Alinhamentos entre as enzimas sequenciadas de Trichoderma
harzianum 10C-3844 e as correspondentes homologas de Trichoderma reesei.
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Query 60 TKSTTNCYDGNTWSSTLCPDDATCAKNCCLDGANYSGTYGVTTSGDALTLQFVTAS---N 116
T S+TNCYDGNTWSSTLCPD+ TCAKNCCLDGA Y+ TYGVTTSG++L++ FVT S N
Sbjct 61 TNSSTNCYDGNTWSSTLCPDNETCAKNCCLDGAAYASTYGVTTSGNSLSIGEFVTQSAQKN 120
Query 117 VGSRLYLMANDSTYQEFTLSGNEFSFDVDVSQLPCGLNGALYFVSMDADGGQSKYPGNAA 176
VG+RLYLMA+D+TYQEFTL GNEFSFDVDVSQLPCGLNGALYFVSMDADGG SKYP N A
Sbjct 121 VGARLYLMASDTTYQEFTLLGNEFSFDVDVSQLPCGLNGALYFVSMDADGGVSKYPTNTA 180
Query 177 GAKYGTGYCDSQCPRDLKFINGQANVEGWEPSSNNANTGVGGHGSCCSEMDIWEANSISE 236
GAKYGTGYCDSQCPRDLKFINGQANVEGWEPSSNNANTG+GGHGSCCSEMDIWEANSISE
Sbjct 181 GAKYGTGYCDSQCPRDLKFINGQANVEGWEPSSNNANTGIGGHGSCCSEMDIWEANSISE 240
Query 237 ALTPHPCETVGQTMCSGDSCGGTYSNDRYGGTCDPDGCDWNPYRLGNTSFYGPGSSFALD 296
ALTPHPC TVGQ +C GD CGGTYS++RYGGTCDPDGCDW+PYRLGNTSFYGPGSSF LD
Sbjct 241 ALTPHPCTTVGQEICEGDGCGGTYSDNRYGGTCDPDGCDWDPYRLGNTSFYGPGSSFTLD 300
Query 297 TTKKLTVVTQFATDGSISRYYVQNGVKFQQPNAQVGSYSGNTINTDYCAAEQTAFGGTSE 356
TTKKLTVVTQF T G+I+RYYVQNGV FQQPNA++GSYSGN +N DYC AE+ FGG+SF
Sbjct 301 TTKKLTVVTQFETSGAINRYYVQONGVTFQQPNAELGSYSGNGLNDDYCTAEEAEFGGSSE 360
Query 357 TDKGGLAQINKAFQGGMVLVMSLWDDYAVNMLWLDSTYPTNATASTPGAKRGSCSTSSGV 416
+DKGGL Q KA GGMVLVMSLWDDY NMLWLDSTYPTN T+STPGA RGSCSTSSGV
Sbjct 361 SDKGGLTQFKKATSGGMVLVMSLWDDYYANMLWLDSTYPTNETSSTPGAVRGSCSTSSGV 420
Query 417 PAQVEAQSPNSKVIYSNIRFGPIGSTG-----— GNTGSNPPGTSTTRAPPSSTGSSPTATQ 471
PAQVE+QSPN+KV +SNI+FGPIGSTG G NPPGT+TTR P ++TGSSP TQ
Sbjct 421 PAQVESQSPNAKVTFSNIKFGPIGSTGDPSGGNPPGGNPPGTTTTRRPATTTGSSPGPTQ 480
Query 472 THYGQCGGTGWTGPTRCASGYTCQVLNPFYSQCL 505
+HYGQCGG G++GPT CASG TCQVLNP+YSQCL
Sbjct 481 SHYGQCGGIGYSGPTVCASGTTCQVLNPYYSQCL 514

blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
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29/04/12 NCBI Blast:CBHII T. harzianum 10C-3844 (472 letters)

BLAST ®

Basic Local Alignment Search Tool

NCBI/ BLAST/ blastp suite-2sequences/ Formatting Results - TUR543VG112
Formatting options
Download

Blast 2 sequences

CBHIIT. harzianum I0OC-3844 (472 letters)

Query ID Icl|48055 Subject ID 48057
Description CBHII T. harzianum IOC-3844 Description CBHII T. reesei AAA34210.1
Molecule type amino acid Molecule type amino acid
Query Length 472 Subject Length 471

Program BLASTP 2.2.26+

Graphic Summary

Distribution of 1 Blast Hits on the Query Sequence

Color key for alignment scores

<40 40-50 80-200 *=200
Query

1 90 180 270 360 450

blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
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29/04/12

NCBI Blast:CBHII T. harzianum |0C-3844 (472 letters)

Dot Matrix View

/

Descriptions
Legend for links to other resources: Y unicene [3 cEo [ Gene E structure [ Map Viewer B PubChem
BioAssay
Accession Description Max Total uer E Max Links
score score coverage value ident

CBHII T. reesei o .
48057 AAA34210.1 805 805 100% 0.0 90%
Alignments

>1cl|148057 CBHII T. reesei AAA34210.1

Length=471

Score =

Identities
Query 1
Sbjct 1
Query 61
Sbjct 61
Query 121
Sbjct 120

Query 181

Sbjct 180
Query 241
Sbjct 240
Query 301
Sbjct 300
Query 361
Sbjct 360
Query 421
Sbjct 420

blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi

= 424/472 (90%), Positives = 446/472 (94%), Gaps = 1/472 (0%

MVVGILATLATLATLAASVPLEERQSCSSVWGQCGGONWAGPFCCASGSTCVYSNDYYSQ
M+VGIL TLATLATLAASVPLEERQ+CSSVWGQCGGONW+GP CCASGSTCVYSNDYYSQ
MIVGILTTLATLATLAASVPLEERQACSSVWGQCGGONWSGPTCCASGSTCVYSNDYYSQ

CLPGAASSSSSTRASSTTSRVSSATSTRSSASTPPPASSTTPAPPVGSGTATYSGNPFAG
CLPGAASSSSSTRA+STTSRVS TS RSS++TPPP S+TT PPVGSGTATYSGNPE G
CLPGAASSSSSTRAASTTSRVSPTTS-RSSSATPPPGSTTTRVPPVGSGTATYSGNPEVG

VITPWANSFYASEVSTLAIPSLTGAMATAAAAVARVPSFMWLDTLDKTPLMSSTLSDIRAA
VTPWAN++YASEVS+LAIPSLTGAMATAAAAVARKVPSFMWLDTLDKTPLM TL+DIR A
VTPWANAYYASEVSSLAIPSLTGAMATAAAAVAKVPSFMWLDTLDKTPLMEQTLADIRTA

NKAGGNYAGQFVVYDLPDRDCAAAASNGEYSTIADGGVDKYKNYIDTIRGIVTTEFSDVRIL
NK GGNYAGQFVVYDLPDRDCAA ASNGEYSIADGGV KYKNYIDTIR IV +SD+R L
NKNGGNYAGQFVVYDLPDRDCAALASNGEYSIADGGVAKYKNYIDTIRQIVVEYSDIRTL

LVIEPDSLANLVTNLATPKCSNAQSAYLECINYAITQLNLPNVAMYLDAGHAGWLGWPAN
LVIEPDSLANLVTNL TPKC+NAQSAYLECINYA+TQLNLPNVAMYLDAGHAGWLGWPAN
LVIEPDSLANLVTNLGTPKCANAQSAYLECINYAVTQLNLPNVAMYLDAGHAGWLGWPAN

QODPAAQLFANVYKNASSPRAVRGLATNVANYNAWNITTPPSYTQGNAVYNEKLYIHATIGP
ODPAAQLFANVYKNASSPRA+RGLATNVANYN WNIT+PPSYTQGNAVYNEKLYIHAIGP
ODPAAQLFANVYKNASSPRALRGLATNVANYNGWNITSPPSYTQGNAVYNEKLYIHAIGP

LLANHGWSNAFFITDQGRSGKQPTGOLEWGNWCNAVGTGFGIRPSANTGDSLLDSFVWVK
LLANHGWSNAFFITDQGRSGKQOPTGQ +WG+WCN +GTGFGIRPSANTGDSLLDSFEFVWVK
LLANHGWSNAFFITDQGRSGKQOPTGQQOWGDWCNVIGTGFGIRPSANTGDSLLDSEVWVK

PGGECDGTSNSSAPRFDYHCASADALQPAPQAGSWEQAYFVQLLTNANPSFL 472
PGGECDGTS+SSAPRFD HCA DALQPAPQAG+WEFQAYFVQLLTNANPSFL
PGGECDGTSDSSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPSFL 471

805 bits (2079), Expect = 0.0, Method: Compositional matrix adjust.

60

60

120
119
180
179
240
239
300
299
360
359
420
419
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29/04/12 NCBI Blast:EGI T. harzianum 10C-3844

BLAST ®

Basic Local Alignment Search Tool

NCBI/ BLAST/ blastp suite-2sequences/ Formatting Results - TURU929W113
Formatting options
Download

Blast 2 sequences

EGI T. harzianum I0C-3844

Query ID Icl| 56343 Subject ID 56345
Description EGI T. harzianum IOC-3844 Description EGI T. reesei AAA34212.1
Molecule type amino acid Molecule type amino acid
Query Length 471 Subject Length 459

Program BLASTP 2.2.26+

Graphic Summary

Distribution of 1 Blast Hits on the Query Sequence

Color key for alignment scores
<40 40-50 B80-200 *=200

Query
1 90 180 270 360 450

blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
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29/04/12

NCBI Blast:EGI T. harzianum |0C-3844

Dot Matrix View

i,

/

Descriptions

Legend for links to other resources: Y unicene [3 cEo [ Gene E structure [ Map Viewer B PubChem
BioAssay

Accession Description Max Total uer E Max Links
score score coverage value ident
EGIT. reesei o 0

56345 AAA34212.1 719 719 100% 0.0 81%
Alignments

>1cl|56345 EGI T. reesei AAA34212.1
Length=459

Score = 719 bits (1857), Expect = 0.0, Method: Compositional matrix adjust.

Identities = 380/471 (81%), Positives = 412/471 (87%), Gaps = 12/471 (3%)
Query 1 MALSGPFPLATAALIAFIAQIVAGQQPGTSTPEVHPKLTTYKCTKSGGCVAQDTSVVLDW 60

MA S PL TA L IA++VA QQPGTSTPEVHPKLTTYKCTKSGGCVAQDTSVVLDW

Sbjct 1 MAPSVTLPLTTAILA--IARLVAAQQPGTSTPEVHPKLTTYKCTKSGGCVAQDTSVVLDW 58

Query 61 NYRWMHDKNENSCTVNGGVNTTLCPDEATCGANCFIEGVDYAASGVTVSGSSLTMNQYMP 120
NYRWMHD N+NSCTVNGGVNTTLCPDEATCG NCEFIEGVDYAASGVT SGSSLTMNQYMP
Sbjct 59 NYRWMHDANYNSCTVNGGVNTTLCPDEATCGKNCFIEGVDYAASGVTTSGSSLTMNQYMP 118

Query 121 SSSGGYSSVSPRLYLLGSDGDYELLQLNGQELSFDVDLSTLPCGENGALYLSEMAANGGA 180
SSSGGYSSVSPRLYLL SDG+Y +L+LNGQELSEFDVDLS LPCGENG+LYLS+M NGGA
Sbjct 119 SSSGGYSSVSPRLYLLDSDGEYVMLKLNGQELSFDVDLSALPCGENGSLYLSQMDENGGA 178

Query 181 NQYNTAGANYGSGYCDAQCPVQTWKNGTLNTNHSGYCCNEMDILEANSRANAFTPHSCTA 240
NQYNTAGANYGSGYCDAQCPVQTW+NGTLNT+H G+CCNEMDILE NSRANA TPHSCTA
Sbjct 179 NQYNTAGANYGSGYCDAQCPVQTWRNGTLNTSHQGFCCNEMDILEGNSRANALTPHSCTA 238

Query 241 TACDASGCGFNPYANGFQRYWGPGFTLDTSKVFTIITQFNTDNGLPSGNLVSITRKYRON 300
TACD++GCGFNPY +G++ Y+GPG T+DTSK FTIITQFNTDNG PSGNLVSITRKY+QON
Sbjct 239 TACDSAGCGFNPYGSGYKSYYGPGDTVDTSKTFTIITQFNTDNGSPSGNLVSITRKYQQON 298

Query 301 GVDVPSAQSGGDTISSCPSASAYGGLTTMGKALANGMVLVESIWNDNGGNMNWLDSGNAG 360
GVD+PSAQ GGDTISSCPSASAYGGL TMGKAL++GMVLVESIWNDN MNWLDSGNAG
Sbjct 299 GVDIPSAQPGGDTISSCPSASAYGGLATMGKALSSGMVLVFEFSIWNDNSQYMNWLDSGNAG 358

Query 361 PCSSTEGNPSTIVANNPGTHVIFSNIRWGDIGSTTGSTGGNPPPSTSRTSTTPPPSTTLR 420
PCSSTEGNPS I+ANNP THV+EFSNIRWGDIGST + S PP S+T
Sbjct 359 PCSSTEGNPSNILANNPNTHVVFSNIRWGDIGST---—-—--—-—--- TNSTAPPPPPASSTTE 408

Query 421 TSTSSRTTTSSAAGCTQTHWGQCGGNGYTGCKICTAGTTCQYSNDYYSQCL 471
++T +TTSS+ CTQTHWGQCGG GY+GCK CT+GTTCQYSNDYYSQCL
Sbjct 409 STTRRSSTTSSSPSCTQTHWGQCGGIGYSGCKTCTSGTTCQYSNDYYSQCL 459

blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
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29/04/12 NCBI Blast:EGIII T. harzianum |10C-3844

BLAST ®

Basic Local Alignment Search Tool

NCBI/ BLAST/ blastp suite-2sequences/ Formatting Results - TUS1S5K111R
Formatting options
Download

Blast 2 sequences

EGIII T. harzianum 10C-3844

Query ID Icl|51303 Subject ID 51305
Description EGIII T. harzianum IOC-3844 Description EGIII T. reesei BAA20140.1
Molecule type amino acid Molecule type amino acid
Query Length 235 Subject Length 234

Program BLASTP 2.2.26+

Graphic Summary

Distribution of 1 Blast Hits on the Query Sequence

Color key for alignment scores

=40 40-50 20-200 *=200
Query

1 40 g0 120 160 200

blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
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29/04/12

NCBI Blast:EGIII T. harzianum |10C-3844

Dot Matrix View

/

Descriptions

Legend for links to other resources: ] unicene [3 cEO [ Gene E structure [ Map Viewer Bd PubChem

BioAssay
Accession Description Max Total uer E Max Links
score score coverage value ident
EGII T. reesei o 0
51305 BAA20140.1 395 395 100% 1e-144  81%
Alignments
>1cl|51305 EGIII T. reesei BAA20140.1
Length=234
Score = 395 bits (1015), Expect = le-144, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 191/235 (81%), Positives = 212/235 (90%), Gaps = 1/235 (0%
Query 1 MKLLQILPVILPVAVAQTSCEQYAVFSGGNGYSVSNNLWGQSAGSGFGCITVNSLNSAAS 60
MK LQ+LP ++P A+AQTSC+Q+A F+G NGY+VSNNLWG SAGSGFGC+T SL+ AS
Sbjct 1 MKFLQVLPALIPAALAQTSCDQWATFTG-NGYTVSNNLWGASAGSGFGCVTAVSLSGGAS 59
Query 61 WHADWQWSGGQNNVKSYPNVQIAIPQKRIVNSIGSMPTTASWSYTGSNLRADVAYDLFTA 120
WHADWQWSGGQNNVKSY N QIATIPQKR VNSI SMPTTASWSY+GSN+RA+VAYDLEFTA
Sbict 60 WHADWQWSGGQNNVKSYQNSQIATIPQKRTVNSISSMPTTASWSYSGSNIRANVAYDLFTA 119
Query 121 SNPNHVTYSGDYELMIWLARYGDIGPIGSAQGTVTINGQSWTLYYGFNGAMQVYSFVAPS 180
+NPNHVTYSGDYELMIWL +YGDIGPIGS+QGTV + GQSWTLYYG+NGAMQVYSFVA +
Sbjct 120 ANPNHVTYSGDYELMIWLGKYGDIGPIGSSQGTVNVGGQSWTLYYGYNGAMQVYSFVAQT 179
Query 181 TVTNWSGDVKNFFNYLRDNKGYPASSQYVLSYQFGTEPFTGSGTLNVNSWTASIN 235
TN+SGDVKNFFNYLRDNKGY A+ QYVLSYQFGTEPFTGSGTLNV SWTASIN
Sbjct 180 NTTNYSGDVKNFFNYLRDNKGYNAAGQYVLSYQFGTEPFTGSGTLNVASWTASIN 234

blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
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29/04/12 NCBI Blast:EGIV T. harzianum 10C-3844

BLAST ®

Basic Local Alignment Search Tool

NCBI/ BLAST/ blastp suite-2sequences/ Formatting Results - TUS9YET3113
Formatting options
Download

Blast 2 sequences

EGIV T. harzianum I0C-3844

Query ID Icl| 25571 Subject ID 25573
Description EGIV T. harzianum IOC-3844 Description EGIV T. reesei CAA71999.1
Molecule type amino acid Molecule type amino acid
Query Length 348 Subject Length 344

Program BLASTP 2.2.26+

Graphic Summary

Distribution of 1 Blast Hits on the Query Sequence

Color key for alignment scores

<40 40-50 80-200 *=200
Query

1 &0 120 120 240 300

blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
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29/04/12

NCBI Blast:EGIV T. harzianum 10C-3844

Dot Matrix View

/

Descriptions

Legend for links to other resources: Y unicene [3 cEo [ Gene E structure [ Map Viewer B PubChem
BioAssay

Accession Description Max Total uer E Max Links
score score coverage value ident
EGIV T. reesei o 0
25573 CAA71999 1 534 534 99% 0.0 76%
Alignments
>1cl|25573 EGIV T. reesei CAAT71999.1
Length=344
Score = 534 bits (1375), Expect = 0.0, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 264/347 (76%), Positives = 309/347 (89%), Gaps = 3/347 (1%)
Query 1 MAQKLSNLLATALTVATGVVGHGHVNNIIVNGVYYQGYDPTSFPYMPNPPIVIGWTAADL 60
M QKLSNLL TAL VATGVVGHGH+N+I++NGV+YQ YDPT+FPY NPPIV+GWTAADL
Sbjct 1 MIQKLSNLLVTALAVATGVVGHGHINDIVINGVWYQAYDPTTFPYESNPPIVVGWTAADL 60

Query 61 DNGFVAPDAYQGPDIVCHKNATNAKGHASVKAGDSILLQWLPLPWPHPGPIVDYLANCNG 120
DNGEFV+PDAYQ PDI+CHKNATNAKGHASVKAGD+IL QW+P+PWPHPGPIVDYLANCNG
Sbjct 61 DNGFVSPDAYQONPDIICHKNATNAKGHASVKAGDTILFOQWVPVPWPHPGPIVDYLANCNG 120

Query 121 DCETVDKTTLEFFKIDGVGLISGADPGNWAQNVLVTNNNTWVVQIPKDLQTGNYVLRHEL 180
DCETVDKTTLEFFKIDGVGL+SG DPG WA +VL++NNNTWVV+IP +L GNYVLRHE+
Sbjct 121 DCETVDKTTLEFFKIDGVGLLSGGDPGTWASDVLISNNNTWVVKIPDNLAPGNYVLRHEI 180

Query 181 TIALHSSGQPDGAQNYPQCEFNLAVTGTGSLQPTGVLATDLYHESDPGILVNIYTSSLAYTM 240
IALHS+GQ +GAQONYPQCEN+AV+G+GSLQP+GVL TDLYH +DPG+L+NIYTS L Y +
Sbjct 181 IALHSAGQANGAQNYPQCEFNIAVSGSGSLQPSGVLGTDLYHATDPGVLINIYTSPLNYII 240

Query 241 PGPSLVAGLPSSVAQGNSAATATSSATIPGGGGSSSSRASSASATKTSSGATSRPTSSSI 300
PGP++V+GLP+SVAQG+SAATAT+SAT+PGGG S S + T ++ A+SRP+S+
Sbjct 241 PGPTVVSGLPTSVAQGSSAATATASATVPGGG---SGPTSRTTTTARTTQASSRPSSTPP 297

Query 301 RTTSAPAGGPTQTLYGQCGGSGYSGPTICASPAVCTTLNPYYAQCVS 347
TTSAPAGGPTQTLYGQCGGSGYSGPT CA PA C+TLNPYYAQC++
Sbjct 298 ATTSAPAGGPTQTLYGQCGGSGYSGPTRCAPPATCSTLNPYYAQCLN 344

blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
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29/04/12 NCBI Blast:EGV T. harzianum 10C-3844

BLAST ®

Basic Local Alignment Search Tool

NCBI/ BLAST/ blastp suite-2sequences/ Formatting Results - TUSEUK19113
Formatting options
Download

Blast 2 sequences

EGV T. harzianum I0C-3844

Query ID Icl| 13963 Subject ID 13965
Description EGV T. harzianum IOC-3844 Description EGV T. reesei CAA83846.1
Molecule type amino acid Molecule type amino acid
Query Length 247 Subject Length 242

Program BLASTP 2.2.26+

Graphic Summary

Distribution of 1 Blast Hits on the Query Sequence

Color key for alignment scores
<40 40-50 80-200 *>=200

Query
1 40 (310 120 160 200 240

blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
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29/04/12

NCBI Blast:EGV T. harzianum I0C-3844

Dot Matrix View

/

Descriptions

Legend for links to other resources: ] unicene I3 ceo [E Gene E structure [ Map Viewer Ed PubChem

BioAssay
Accession Description Max Total uer E Max Links
score score coverage value ident
EGV T. reesei 0 o
13965 CAAB3846.1 312 312 75% 2111 84%
Alignments
>1cl|13965 EGV T. reesei CAA83846.1
Length=242
Score = 312 bits (799), Expect = 2e-111, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 157/187 (84%), Positives = 164/187 (88%), Gaps = 1/187 (1%)
Query 1 MKAPLLIALGIAGAASAFKATTTRYYDGQEGACGCGSSSGGAASWQLGIGNGVYTAAGSQ 60
MKA L++ I GA SA+KATTTRYYDGQEGACGCGSSSG A WQLGIGNGVYTAAGSQ
Sbijct 1 MKATLVLGSLIVGAVSAYKATTTRYYDGQEGACGCGSSSG-AFPWQLGIGNGVYTAAGSQ 59
Query 61  AFFDTAGASWCGAGCGKCYQLTSTGEAPCSTCGKGGVAGQSIIVMVTNLCPNNGNAQWCP 120
A FDTAGASWCGAGCGKCYQLTSTG+APCS+CG GG AGQSIIVMVTNLCPNNGNAQWCP
Sbjct 60  ALFDTAGASWCGAGCGKCYQLTSTGQAPCSSCGTGGAAGQSIIVMVTNLCPNNGNAQWCP 119
Query 121 TVGGTNQYGYSYHFDIMAQNEIFGDNVVVDFEPVVCPGQATSDWETCLCIDMQETDTTPV 180
VGGTNQYGYSYHFDIMAQNEIFGDNVVVDFEP+ CPGQA SDW TCLC+ QETD TPV
Sbjct 120 VVGGTNQYGYSYHFDIMAQNEIFGDNVVVDFEPIACPGQAASDWGTCLCVGQQETDPTPV 179
Query 181 GLGDPGS 187
D GS
Sbjct 180 LGNDTGS 186

blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
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29/04/12 NCBI Blast:EGVII T. harzianum 10C-3844 (252 letters)

BLAST ®

Basic Local Alignment Search Tool

NCBI/ BLAST/ blastp suite-2sequences/ Formatting Results - TUSHV7Z611R
Formatting options
Download

Blast 2 sequences

EGVII T. harzianum 10C-3844 (252 letters)

Query ID Icl|1245 Subject ID 1247
Description EGVII T. harzianum IOC-3844 Description EGVII T. reesei AAP57753.1
Molecule type amino acid Molecule type amino acid
Query Length 252 Subject Length 249

Program BLASTP 2.2.26+

Graphic Summary

Distribution of 1 Blast Hits on the Query Sequence

Color key for alignment scores
<40 40-50 20-200 >=200

Query
1 50 100 150 200 250

blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
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29/04/12

NCBI Blast:EGVII T. harzianum |0C-3844 (252 letters)

Dot Matrix View

/

Descriptions

Legend for links to other resources: ] unicene [3 cEO [ Gene E structure [ Map Viewer Bd PubChem

BioAssay
Accession Description Max Total uer E Max Links
score score coverage value ident
EGVIIT. reesei o o,
1247 AAP57753 1 446 446 96% 5e-164  86%
Alignments
>1cl|1247 EGVII T. reesei AAP57753.1
Length=249
Score = 446 bits (1147), Expect = 5e-164, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 211/244 (86%), Positives = 228/244 (93%), Gaps = 0/244 (0%
Query 9 VQKSWGCLAGSALGHGQIQNFTLNGAYNQGFILDYYYQKVNTGHFPNVAGWYAEDLDLGF 68
+ + GCLAGS LGHGQ+QNFT+NG YNQGFILDYYYQK NTGHFPNVAGWYAEDLDLGF
Sbjct 6 ILAALGCLAGSVLGHGQVQONFTINGQYNQGFILDYYYQKQNTGHFPNVAGWYAEDLDLGE 65
Query 69 ISPDAYTTPDIICHKNAAPGAATATAAAGSTIVFSWGPGPWPHPYGPILTYVAQCSGSCT 128
ISPD YTTPDI+CHKNAAPGA +ATAAAGS IVF WGPG WPHPYGPI+TYV +CSGSCT
Sbjct 66 ISPDQYTTPDIVCHKNAAPGAISATAAAGSNIVFQWGPGVWPHPYGPIVTYVVECSGSCT 125
Query 129 TVDKTSLRWVKIQESGINYNTQVWAQQDLINQGSKWTVKIPSSLKPGNYVFRNEILAAHG 188
TV+K +LRWVKIQE+GINYNTQVWAQQODLINQG+KWIVKIPSSL+PGNYVFR+E+LAAHG
Sbjct 126 TVNKNNLRWVKIQEAGINYNTQVWAQQDLINQGNKWTVKIPSSLRPGNYVFRHELLAAHG 185
Query 189 ASSQONGMONYPQCVNIVVTGSGTKSLPAGTPATSLYKPTDPGILENPYTTITNYTIPGPA 248
ASS NGMQNYPQCVNI VTGSGTK+LPAGTPAT LYKPTDPGILFNPYTTIT+YTIPGPA
Sbjct 186 ASSANGMONYPQCVNIAVTGSGTKALPAGTPATQLYKPTDPGILENPYTTITSYTIPGPA 245
Query 249 LWQG 252
LWQG
Sbjct 246 LWQG 249

blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
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29/04/12 NCBI Blast:BGL1 T. harzianum |0C-3844 (734 letters)

BLAST ®

Basic Local Alignment Search Tool

NCBV/ BLAST/ blastp suite-2sequences/ Formatting Results - TUSMFKMG11R
Formatting options
Download

Blast 2 sequences

BGL1 T. harzianum I0C-3844 (734 letters)

Query ID Icl| 22113 Subject ID 22115
Description BGL1 T. harzianum IOC-3844 Description BGL1 T. reesei AAA18473.1
Molecule type amino acid Molecule type amino acid
Query Length 734 Subject Length 744

Program BLASTP 2.2.26+

Graphic Summary

Distribution of 1 Blast Hits on the Query Sequence

Color key for alignment scores

<40 40-50 80-200 *=200
Query

1 100 200 300 400 500 &00 F00

blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
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29/04/12

NCBI Blast:BGL1 T. harzianum I0C-3844 (734 letters)

Dot Matrix View

/

Descriptions
Legend for links to other resources: Y unicene [3 cEo [ Gene E structure [ Map Viewer B PubChem
BioAssay
Accession Description Max Total uer E Max Links
score score coverage value ident

BGL1 T. reesei o 0
22115 AAA18473.1 1338 1338 100% 0.0 88%
Alignments

>1cl|22115 BGL1 T. reesei AAA18473.1

Length=744

Score = 1338 bits (3462), Expect = 0.0, Method: Compositional matrix adjust.

Identities
Query 1
Sbjct 1
Query 52
Sbjct 61
Query 112
Sbjct 121

Query 172

Sbjct 181
Query 232
Sbjct 241
Query 292
Sbjct 301
Query 352
Sbjct 361
Query 412
Sbjct 421
Query 472
Sbjct 481
Query 532
Sbjct 541
Query 591
Sbjct 601
Query 651
Sbjct 661
Query 711
Sbjct 721

blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi

= 656/744 (88%), Positives = 695/744 (93%), Gaps = 10/744 (1

MRYTSAAALAIAAAPFVRADSK-—-——-——-——- VVPPAGTPWGVAYGKAQAALAKLTLQDKV
MRY +AAALA+A PF RADS VVPPAGTPWG AY KA+AALAKL LQDKV
MRYRTAAALALATGPFARADSHSTSGASAEAVVPPAGTPWGTAYDKAKAALAKLNLQDKV

GIVSGVGWNQGPCVGNTSPVSKIGYPSLCLODGPLGVRESSGSTAFTPGVQAASTWDLNL
GIVSGVGWN GPCVGNTSP SKI YPSLCLQDGPLGVR+S+GSTAFTPGVQAASTWD+NL
GIVSGVGWNGGPCVGNTSPASKISYPSLCLODGPLGVRYSTGSTAFTPGVQAASTWDVNL

IRERGQFIGQEVRDTGIHVTLGPVAGPLGKTPOGGRNWEGFSVDPYLTGLAMAQTINGIQ
IRERGQFIG+EV+ +GIHV LGPVAGPLGKTPQGGRNWEGE VDPYLTG+AM QTINGIQ
IRERGOQFIGEEVKASGIHVILGPVAGPLGKTPQGGRNWEGFGVDPYLTGIAMGQTINGIQ

SVGVQATAKHYILNEQERNRESMSSNADDRTLHELYAWPFADAVQANVASVMCSYNKINT
SVGVQATAKHYILNEQE NRE++SSN DDRTLHELY WPFADAVQANVASVMCSYNK+NT
SVGVQATAKHYILNEQELNRETISSNPDDRTLHELYTWPFADAVQANVASVMCSYNKVNT

TWACEDQYTLOTLLKDQLGFPGYVMTDWNAQHSTVQAATAGLDMSMPGTDENGNNRLWGP
TWACEDQYTLQT+LKDQLGFPGYVMTDWNAQH+TVQ+A +GLDMSMPGTDEFNGNNRLWGP
TWACEDQYTLQTVLKDQLGFPGYVMTDWNAQHTTVQSANSGLDMSMPGTDEFNGNNRLWGP

ALTNAVNSGQVPSSRVDDMVTRILAAWYLAGQDAAGYPSLSLSRNVQGTHKTNVRSIARD
ALTNAVNS QVP+SRVDDMVTRILAAWYL GOD AGYPS ++SRNVQG HKTNVR+IARD
ALTNAVNSNQVPTSRVDDMVTRILAAWYLTGQDQAGYPSENISRNVQGNHKTNVRAIARD

GIVLLKNDGNILPLKKPASIAVIGSAAIIGAHASNSGSCGDKGCDNGALGMGWGSGAVNY
GIVLLKND NILPLKKPASIAV+GSAATIG HA NS SC DKGCD+GALGMGWGSGAVNY
GIVLLKNDANILPLKKPASIAVVGSAATIIGNHARNSPSCNDKGCDDGALGMGWGSGAVNY

PYFVAPYDAINTRATSQGTKVTLSNTDNTSSGASAASGKDVAIVFITADSGEGYITVEGN
PYFVAPYDAINTRA+SQGT+VTLSNTDNTSSGASAA GKDVAIVFITADSGEGYITVEGN
PYFVAPYDAINTRASSQGTQVTLSNTDNTSSGASAARGKDVAIVEFITADSGEGYITVEGN

AGDRNDLNAWHNGNALVQAVAGSNQNVIVVVHSVGAIILEQITALPQVKAIVWAGLPSQE
AGDRN+L+ WHNGNALVQAVAG+N NVIVVVHSVGAIILEQI+ALPQVKA+VWAGLPSQE
AGDRNNLDPWHNGNALVQAVAGANSNVIVVVHSVGAIILEQILALPQVKAVVWAGLPSQE

SGNALVDVLWGDVSPSGKLVYTIAKSPNDYNTRITS-GDDSFSEGLFIDYKHFDDAGITP
SGNALVDVLWGDVSPSGKLVYTIAKSPNDYNTRI S G DSFSEGLFIDYKHFDDA ITP
SGNALVDVLWGDVSPSGKLVYTIAKSPNDYNTRIVSGGSDSFSEGLFIDYKHEFDDANITP

RYEFGFGLSYTKENYSRLSVLSTAKSGPATGAVVPGGPSDLEQNVATITVDITNSGAVTG
RYEFG+GLSYTKFNYSRLSVLSTAKSGPATGAVVPGGPSDLFQONVAT+TVDI NSG VTG
RYEFGYGLSYTKFNYSRLSVLSTAKSGPATGAVVPGGPSDLFONVATVTVDIANSGQVTG

AEVAQLYLTYPSSAPRTPPKQLRGFAKVSLTAGQTGTATEFNIRRRDLSYWDTSSQKWVVP
AEVAQLY+TYPSSAPRTPPKQLRGFAK++LT GQ+GTATEFNIRRRDLSYWDT+SQKWVVP
AEVAQLYITYPSSAPRTPPKOQLRGFAKLNLTPGOSGTATEFNIRRRDLSYWDTASQKWVVP

SGSFGISVGASSRDIRLTGSLSVS 734
SGSFGISVGASSRDIRLT +LSV+
SGSFGISVGASSRDIRLTSTLSVA 744

51

60

111
120
171
180
231
240
291
300
351
360
411
420
471
480
531
540
590
600
650
660
710
720
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29/04/12 NCBI Blast:BGL2 T. harzianum 10C-3844 ABN50090.1

BLAST ®

Basic Local Alignment Search Tool

NCBV/ BLAST/ blastp suite-2sequences/ Formatting Results - TUSPZ8KN11R

Formatting options
Download

Blast 2 sequences

BGL2 T. harzianum I0C-3844 ABN50090.1

Query ID Icl| 54733 Subject ID 54735
Description BGL2 T. harzianum IOC-3844 Description BGL2 T. reesei BAA74959.1
ABN50090.1 Molecule type amino acid
Molecule type amino acid Subject Length 466
Query Length 453 Program BLASTP 2.2.26+

Graphic Summary

Distribution of 1 Blast Hits on the Query Sequence

Color key for alignment scores
<40 40-50 80-200 *=200
Query
1 90 130 270 360 450

blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
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NCBI Blast:BGL2 T. harzianum 10C-3844 ABN50090.1

Dot Matrix View

/

Descriptions

Legend for links to other resources: Y unicene [3 cEo [ Gene E structure [ Map Viewer B PubChem

BioAssay

Accession Description Max Total uer E Max Links

score score coverage value ident
BGL2 T. reesei o .

54735 BAA74959.1 854 854 100% 0.0 89%

Alignments

>1cl|54735 BGL2 T. reesei BAAT74959.1

Length=466

Score = 854 bits (2206), Expect = 0.0, Method: Compositional matrix adjust.

Identities = 406/454 (89%), Positives = 429/454 (94%), Gaps = 1/454 (0%

Query 1 MLPKDFQWGFATAAYQIEGAIDKDGRGPSIWDTFCAIPGKIADGTSGVTACDSYNRTAED 60
MLPKDFQWGFATAAYQIEGA+D+DGRGPSIWDTFCA PGKIADG+SGVTACDSYNRTAED

Sbjct 1 MLPKDFQWGFATAAYQIEGAVDQDGRGPSIWDTFCAQPGKIADGSSGVTACDSYNRTAED 60

Query 61 IALLKSLGAKSYRFSISWSRIIPKGGRDDPVNQLGIDHYAQFVDDLLEAGITPFITLFHW 120
TALLKSLGAKSYRFSTSWSRITP+GGR D VNQ GIDHY +FVDDLL+AGITPFITLFHW

Sbjct 61 IALLKSLGAKSYRFSISWSRIIPEGGRGDAVNQAGIDHYVKFVDDLLDAGITPFITLFHW 120

Query 121 DLPEELHQRYGGLLNRTEFPLDFENYARVMFKALPKVRNWITFNEPLCSAIPGYGSGTFA 180
DLPE LHQRYGGLLNRTEFPLDFENYARVMF+ALPKVRNWITFNEPLCSATPGYGSGTFA

Sbjct 121 DLPEGLHQRYGGLLNRTEFPLDFENYARVMFRALPKVRNWITFNEPLCSAIPGYGSGTFA 180

Query 181 PGRQSTTEPWIVGHNLLVAHGRAVKVYRDEFKDLN-DGQIGIVLNGDFTYPWDSSDPLDR 239
PGRQST+EPW VGHN+LVAHGRAVK YRD+FK + DGQIGIVLNGDFTYPWD++DP D+

Sbjct 181 PGRQSTSEPWIVGHNILVAHGRAVKAYRDDFKPASGDGQIGIVLNGDFTYPWDAADPADK 240

Query 240 EAAERRLEFFTAWYADPIYLGDYPASMRKQLGDRLPEFTPEEKAFVLGSNDFYGMNHYTS 299
EAAERRLEFFTAW+ADPIYLGDYPASMRKQLGDRLP FTPEE+A V GSNDFYGMNHYTS

Sbjct 241 EAAERRLEFFTAWFADPIYLGDYPASMRKQLGDRLPTFTPEERALVHGSNDFYGMNHYTS 300

Query 300 NYIRHRTSPATADDTVGNVDVLFYNKEGQCIGPETESSWLRPCPAGFRDFLVWISKRYNY 359
NYIRHR+SPA+ADDTVGNVDVLE NK+G CIGPET+S WLRPC AGFRDFLVWISKRY Y

Sbjct 301 NYIRHRSSPASADDTVGNVDVLEFTNKQGNCIGPETQSPWLRPCAAGFRDFLVWISKRYGY 360

Query 360 PKIYVTENGTSLKGENDLPKEKILEDDFRVNYYNEYIRAMFTAATLDGVNVKGYFAWSIM 419
P IYVTENGTS+KGE+DLPKEKILEDDFRV YYNEYIRAM TA LDGVNVKGYFAWSLM

Sbjct 361 PPIYVTENGTSIKGESDLPKEKILEDDFRVKYYNEYIRAMVTAVELDGVNVKGYFAWSLM 420

Query 420 DNFEWADGYVTRFGVTYVDYENGQQRFPKKSAKS 453
DNFEWADGYVTREFGVTYVDYENGQ+RFPKKSAKS

Sbjct 421 DNFEWADGYVTRFGVTYVDYENGQKRFPKKSAKS 454

blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
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29/04/12 NCBI Blast:Xyn2 T. harzianum |0C-3844

BLAST ®

Basic Local Alignment Search Tool

NCBI/ BLAST/ blastp suite-2sequences/ Formatting Results - TUSTF3ZU11R

Formatting options
Download

Blast 2 sequences

Xyn2 T. harzianum I0C-3844

Query ID Icl| 17085 Subject ID 17087
Description Xyn2 T. harzianum IOC-3844 Description Xyn2 T. reesei CAA49293.1

Molecule type amino acid Molecule type amino acid

Query Length 221 Subject Length 222
Program BLASTP 2.2.26+

Graphic Summary

Distribution of 1 Blast Hits on the Query Sequence

Color key for alignment scores
<40 40-50 80-200 *>=200

Query
1 40 a0 120 160 200

blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
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NCBI Blast:Xyn2 T. harzianum 10C-3844

Dot Matrix View

/

Descriptions

Legend for links to other resources: ] unicene I3 ceo [E Gene E structure [ Map Viewer Ed PubChem
BioAssay

Accession Description Max Total uer E Max Links
score score coverage value ident

Xyn2 T. reesei o o
17087 CAA49293 1 387 387 100% 7e-142  88%
Alignments
>1cl1]17087 Xyn2 T. reesei CAA49293.1
Length=222
Score = 387 bits (995), Expect = 7e-142, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 196/222 (88%), Positives = 202/222 (91%), Gaps = 1/222 (0%)
Query 1 MVAFTSLLAGFA-ATAGVLSAPTESSVEVEKRQTIGPGTGYSNGYYYSYWNDGHAGVTYT 59

MV+FTSLLA + A A SV VEKRQTI PGTGY+NGY+YSYWNDGH GVTYT

Sbijct 1 MVSFTSLLAASPPSRASCRPAAEVESVAVEKRQTIQPGTGYNNGYFYSYWNDGHGGVTYT 60

Query 60 NGGGGSFTVNWSNSGNFVGGKGWQPGTKNKVINFSGSYNPNGNSYLSIYGWSRNPLIEYY 119
NG GG F+VNWSNSGNEFVGGKGWQPGTKNKVINFSGSYNPNGNSYLS+YGWSRNPLIEYY
Sbjct 61 NGPGGQFSVNWSNSGNFVGGKGWQPGTKNKVINFSGSYNPNGNSYLSVYGWSRNPLIEYY 120

Query 120 IVENFGTYNPSTGATKLGEVTSDGSVYDIYRTQRVNQPSIIGTATFYQYWSVRRNHRSSG 179
IVENFGTYNPSTGATKLGEVTSDGSVYDIYRTQRVNQPSIIGTATFYQYWSVRRNHRSSG
Sbjct 121 IVENFGTYNPSTGATKLGEVTSDGSVYDIYRTQRVNQPSIIGTATFYQYWSVRRNHRSSG 180

Query 180 SVNTANHFNAWASHGLTLGTMDYQIVAVEGYFSSGSASITVS 221
SVNTANHFNAWA GLTLGTMDYQIVAVEGYFSSGSASITVS
Sbjct 181 SVNTANHEFNAWAQQGLTLGTMDYQIVAVEGYFSSGSASITVS 222

blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
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29/04/12 NCBI Blast:Xyn3 T. harzianum |0C-3844

BLAST ®

Basic Local Alignment Search Tool

NCBV/ BLAST/ blastp suite-2sequences/ Formatting Results - TUSXK4V911R
Formatting options
Download

Blast 2 sequences

Xyn3 T. harzianum I0C-3844

Query ID Icl|51961 Subject ID 51963
Description Xyn3 T. harzianum IOC-3844 Description Xyn3 T. reesei BAA89465.2
Molecule type amino acid Molecule type amino acid
Query Length 347 Subject Length 347

Program BLASTP 2.2.26+

Graphic Summary

Distribution of 1 Blast Hits on the Query Sequence

Color key for alignment scores

<40 40-50 80-200 *=200
Query

1 &0 120 120 240 300

blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
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NCBI Blast:Xyn3 T. harzianum 10C-3844

Dot Matrix View

/

Descriptions

Legend for links to other resources: Y unicene [3 cEo [ Gene E structure [ Map Viewer B PubChem
BioAssay

Accession Description Max Total uer E Max Links
score score coverage value ident
Xyn3 T. reesei . 0
51963 BAAB9465.2 571 571 100% 0.0 83%
Alignments
>1cl|51963 Xyn3 T. reesei BAA89465.2
Length=347
Score = 571 bits (1471), Expect = 0.0, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 288/347 (83%), Positives = 311/347 (90%), Gaps = 0/347 (0%)
Query 1 MKANIIFCLLAPLVAALPAEFIRLEPELAARRVNITERMADLEDRQASVSIDQLFKRKGK 60
MKAN+I CLLAPLVAALP E I L+PELAA R N+TER ADL DRQAS SIDQL KRKGK
Sbjct 1 MKANVILCLLAPLVAALPTETIHLDPELAALRANLTERTADLWDRQASQSIDQLIKRKGK 60

Query 61 VYFGTATDRGLLOQRERNAAITIQANLGQVTPENSMKWOSLEPNQGQYNWGDADYLVNFAQQ 120
+YFGTATDRGLLORE+NAATIQA+LGQVTPENSMKWQSLE NQGQ NWGDADYLVNEFAQQ
Sbjct 61 LYFGTATDRGLLOQREKNAAITQADLGQVTPENSMKWQSLENNQGQLNWGDADYLVNFAQQ 120

Query 121 NGKTIRGHTLIWHSQLPNWVNNINNADTLRQAIRTHVLTVVGRYKGKIRAWDVVNEIFNE 180
NGK+IRGHTLIWHSQLP WVNNINNADTLRQ IRTHV TVVGRYKGKIRAWDVVNEIFNE
Sbjct 121 NGKSIRGHTLIWHSQLPAWVNNINNADTLRQVIRTHVSTVVGRYKGKIRAWDVVNEIFNE 180

Query 181 DGTLRSSVFSRLLGEEFVSIAFRAAREADPSARLYINDYNLDVAGSSKVNLMRYYVDKWI 240
DGTLRSSVFSRLLGEEFVSIAFRAAR+ADPSARLYINDYNLD A KVN ++ YV KWI
Sbjct 181 DGTLRSSVFSRLLGEEFVSIAFRAARDADPSARLYINDYNLDRANYGKVNGLKTYVSKWI 240

Query 241 SQGVPIDGIGTQTHIGAGGGASVQGALQQLATAPVTELAITELDIVGAPSNDYSAVVRGC 300
SQGVPIDGIG+Q+H+ GGG+ GALQOLAT PVTELAITELDI GAP+ DY+ VV+ C
Sbjct 241 SQGVPIDGIGSQSHLSGGGGSGTLGALQQLATVPVTELAITELDIQGAPTTDYTQVVQAC 300

Query 301 LNVPKCLGITVWGISDKDSWRSGSSPLLFDSNENPKAAYNSIVSILQ 347
L+V KC+GITVWGISDKDSWR+ ++PLLFD+NFNPK AYNSIV ILQ
Sbjct 301 LSVSKCVGITVWGISDKDSWRASTNPLLFDANEFNPKPAYNSIVGILQ 347

blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
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29/04/12 NCBI Blast:SWOI T. harzianum 10C-3844

BLAST ®

Basic Local Alignment Search Tool

NCBI/ BLAST/ blastp suite-2sequences/ Formatting Results - TUTOKUV011R

Formatting options
Download

Blast 2 sequences

SWOI T. harzianum I0C-3844

Query ID Icl|21039 Subject ID 21041
Description SWOI T. harzianum IOC-3844 Description SWOI T. reesei CAB92328.1
Molecule type amino acid Molecule type amino acid
Query Length 499 Subject Length 493

Program BLASTP 2.2.26+

Graphic Summary

Distribution of 1 Blast Hits on the Query Sequence

Color key for alignment scores
<40 40-50 B80-200 *=200
Query
1 90 180 270 360 450

blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
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NCBI Blast:SWOI T. harzianum 10C-3844

Dot Matrix View

/

Descriptions

Legend for links to other resources: Y unicene [3 cEo [ Gene E structure [ Map Viewer B PubChem
BioAssay

Accession Description Max Total uer E Max Links
score score coverage value ident
SWOIT. reesei o 0
21041 CAB92328.1 849 849 100% 0.0 87%
Alignments
>1cl]21041 SWOI T. reesei CAB92328.1
Length=493
Score = 849 bits (2193), Expect = 0.0, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 436/499 (87%), Positives = 458/499 (92%), Gaps = 6/499 (1%)
Query 1 MARKLSLLALASLISLSVQQONCAALFGQCGGNGWTGSTCCVSGAQCTYVNDFYSQCLAST 60
MA KL L+ALASL+SLS+QQONCAALFGQCGG GW+G+TCCV+GAQC++VND+YSQCLAST
Sbjct 1 MAGKLILVALASLVSLSIQQONCAALFGQCGGIGWSGTTCCVAGAQCSEFVNDWYSQCLAST 60
Query 61 GGGSTTSRSSTSSSSVSRSSSTSSVSRSSSAGSSPGGGSPTGGASTYTTTDTATVAPHSQ 120
GG +S+S S + S+S+S S S S PTG ASTYTTTDTATVAPHSQ
Sbjct 61 GGNPPNGTTSSSLVSRTSSASSSVGSSSPGGNS———-—--- PTGSASTYTTTDTATVAPHSQ 114

Query 121 SPYPSIAASSCGSWTLVDNVCCPSYCATDDTSEFCTGGCTCATPPSADCKSGTMYPEVHH 180
SPYPSIAASSCGSWTLVDNVCCPSYCA DDTSE C+G TC TPPSADCKSGTMYPEVHH
Sbjct 115 SPYPSIAASSCGSWTLVDNVCCPSYCANDDTSESCSGCGTCTTPPSADCKSGTMYPEVHH 174

Query 181 VTSNETWHYSRSTHFGLTSGGACGFGLYGLCTKGSVTASWTDPMLGSTCDAFCTAYPLLC 240
V+SNE+WHYSRSTHFGLTSGGACGEFGLYGLCTKGSVTASWTDPMLG+TCDAFCTAYPLLC
Sbjct 175 VSSNESWHYSRSTHFGLTSGGACGFGLYGLCTKGSVTASWTDPMLGATCDAFCTAYPLLC 234

Query 241 KDPTGTTLRGNFAAPNGDYYSQFWSSLPGALDNYLSCGECIELIQTKPDGTDYAVGEAGY 300
KDPTGTTLRGNFAAPNGDYY+QFWSSLPGALDNYLSCGECIELIQTKPDGTDYAVGEAGY
Sbjct 235 KDPTGTTLRGNFAAPNGDYYTQFWSSLPGALDNYLSCGECIELIQTKPDGTDYAVGEAGY 294

Query 301 TDPITLEIVDSCPCSANSKWCCGPGADHCGEIDFKYGCPLPADSIHLDLSDIAMGRLQGN 360
TDPITLEIVDSCPCSANSKWCCGPGADHCGEIDFKYGCPLPADSIHLDLSDIAMGRLQGN
Sbjct 295 TDPITLEIVDSCPCSANSKWCCGPGADHCGEIDFKYGCPLPADSIHLDLSDIAMGRLQGN 354

Query 361 GSLTNGVIPTRYKRVPCPKLGNVYIWLRNGGGPYYFALTAVNTNGPGSVTKIEIKGAGTD 420
GSLTNGVIPTRY+RV CPK+GN YIWLRNGGGPYYFALTAVNTNGPGSVTKIEIKGA TD
Sbjct 355 GSLTNGVIPTRYRRVQCPKVGNAYIWLRNGGGPYYFALTAVNTNGPGSVTKIEIKGADTD 414

Query 421 TWVAMEHDPNYTSSLPTRRYGSWVIPQGSGPENLPVGIRLTSPTGEQIVNEQAIKTFTPP 480
WVA+ HDPNYTSS P RYGSWVIPQGSGPENLPVGIRLTSPTGEQIVNEQAIKTFETPP
Sbjct 415 NWVALVHDPNYTSSRPQERYGSWVIPQGSGPEFNLPVGIRLTSPTGEQIVNEQAIKTFTPP 474

Query 481 ATADPNFYYIDIGVQFSQN 499
AT DPNEFYYIDIGVQFEFSON
Sbjct 475 ATGDPNEFYYIDIGVQFSQN 493

blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
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Apéndice H: Valores de expressao calculados para as figuras 5,6 e 7.

Os valores de expressao listados abaixo revelam o nimero de vezes que o

transcrito é mais ou menos representado em relacdo ao alvo calibrador.

FIGURA 5 (Induzido X n&o induzido)

FIGURA 6 (Induzido X ndo induzido 8h)

FIGURA 7 (Induzido X Actina Induzida)

Transcrito / Tempo  Expressdo P-valor Transcrito/ Tempo  Expresséo P-valor Transcrito/ Tempo  Expresséo P-valor

CBHI CBHI CBHI

8h 19,307 Up P=0,00 8/8h 1 P=0,328 8h -4640,29 Down P=0,00
24/8h 9896,868 Up P=0,00 24h 1,039 P=0,667

36h 164498,23 Up P=0,00 36/8h 204621,76 Up P=0,00 36h 64,222 Up P=0,00
48/8h 150693,25 Up P=0,00 48h 56,689 Up P=0,00

60h 15929,413 Up P=0,00 60/8h 100968,5 Up P=0,00 60h 40,504 Up P=0,00

CBHII CBHII CBHII

8h 98,76 Up P=0,00 8/8h 1 P=0,328 8h -4721,403 Down P=0,00
24/8h 12420,421 Up P=0,00 24h 1,117 P=0,175

36h 147746,79 Up P=0,00 36/8h 228490,52 Up P=0,00 36h 35,629 Up P=0,00
48/8h 176296,03 Up P=0,00 48h 34,297 Up P=0,00

60h 7509,902  Up P=0,00 60/8h 116916,28 Up P=0,00 60h 24,818 Up P=0,00

EGI EGI EGI

8h 1,072 P=0,675 8/8h 1 P=0,328 8h -76596,986 Down P=0,00
24/8h 21161,127 Up P=0,00 24h -6,364 Down P=0,00

36h 112798,46 Up P=0,00 36/8h 259999,33 Up P=0,00 36h 4,874 Up P=0,00
48/8h 214701,57 Up P=0,00 48h 4,532 Up P=0,00

60h 44421,607 Up P=0,00 60/8h 171748,87 Up P=0,00 60h 3,918 Up P=0,00

EGII EGII EGII

8h 3,774 Up P=0,00 8/8h 1 P=0,328 8h -3590,577 Down P=0,00
24/8h 1353,447 Up P=0,00 24h -6 Down P=0,00

36h 12924,378 Up P=0,00 36/8h 19967,056 Up P=0,00 36h 6,277 Up P=0,00
48/8h 8427,781 Up P=0,00 48h 3,171 Up P=0,00

60h 4941,959 Up P=0,00 60/8h 5711,075 Up P=0,00 60h 2,297 Up P=0,00

EGIII EGIII EGIII

8h 0,996 P=1,00 8/8h 1 P=0,341 8h -103552,3 Down P=0,00
24/8h 5494,913 Up P=0,00 24h -34,535 Down P=0,00

36h 72984,755 Up P=0,00 36/8h 326894,98 Up P=0,00 36h 3,317 Up P=0,00
48/8h 330017,44 Up P=0,00 48h 4,257 Up P=0,00

60h 5641,159 Up P=0,00 60/8h 273061,23 Up P=0,00 60h 3,811 Up P=0,00

EGVII EGVII EGVII

8h 12,752 Up P=0,00 8/8h 1 P=0,328 8h -30467,848 Down P=0,00
24/8h 3048,049 Up P=0,00 24h -29,446 Down P=0,00

36h 535978,98 Up P=0,00 36/8h 454014,04 Up P=0,00 36h 9,448 Up P=0,00
48/8h 583834,87 Up P=0,00 48h 15,189 Up P=0,00

60h 232243,76 Up P=0,00 60/8h 406098,96 Up P=0,00 60h 11,511 Up P=0,00

SWO SWO SWO

8h 18,046 Up P=0,00 8/8h 1 P=0,328 8h -803,414 Down P=0,00
24/8h 28,185 Up P=0,00 24h -82,424 Down P=0,00

36h 6909,486 Up P=0,00 36/8h 1133,243 Up P=0,00 36h 1,083 P=0,175
48/8h 809,866 Up P=0,00 48h -1,409 Down P=0,00

60h 2456,22 Up P=0,00 60/8h 481,818 Up P=0,00 60h -1,959 Down P=0,00
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