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RESUMO

Este estudo foi realizado com o objetivo de identificar e isolar genes regulados por
ferro que estejam envolvidos tanto na via biossintética e de transporte de sideréforos, como
envolvidos em outras rotas metabdlicas cuja regulacdo seja dependente de ferro e que sejam
importantes para os processos celulares e de degradacdo da madeira, buscando contribuir para
o conhecimento destas vias metabdlicas nos fungos de degradacdo branca Phanerochaete
chrysosporium e Lentinula edodes. Para tanto, micélio de cada fungo foi crescido em duas
condi¢des diferenciais de concentracdo de ferro. Trés abordagens principais foram utilizadas
para alcangar os objetivos propostos. Na primeira, utilizou-se o método de display diferencial,
para a detec¢do quantitativa de diferencas no padrdao de expressdo génica entre duas condi¢des
de concentracdo de ferro. Na busca do homdlogo, em fungos de degradagdo branca, do gene
codificador da proteina reguladora da captacdo de sider6foros, geralmente uma proteina da
familia GATA, uma segunda abordagem foi utilizada. A metodologia RACE foi empregada
para o isolamento de cDNAs utilizando primers degenerados para a seqiiéncia altamente
conservada dos dominios dedo de zinco das proteinas da familia GATA. A partir de um
fragmento de cDNA cuja seqiiéncia de aminodcidos deduzida apresentou homologia com
proteinas reguladoras da sintese de sideréforos, foi construido um mini-banco com fragmentos
gendmicos de P. chrysosporium com o intuito de identificar a sua seqiiéncia gendmica.

Por display diferencial, um total de 97 fragmentos de cDNA de P. chrysosporium
foram identificados. O alinhamento das seqiiéncias de aminodcidos deduzida para 63
fragmentos no GenBank indicou que 14 fragmentos codificam peptidios similares a proteinas
hipotéticas, 24 ndo apresentaram similaridade com as seqii€ncias do banco. Dezoito e sete
fragmentos obtidos respectivamente em caréncia e em suprimento de ferro alinharam com
proteinas conhecidas e tiveram a expressdo analisada por Northern blotting. Para 15
transcritos (13 caréncia, 2 suprimento) a expressdo ferro-regulada foi confirmada. Os
fragmentos cuja expressdo foi induzida pela caréncia de ferro no meio foram similares a: uma
polyketide synthase (PKS), uma proteina TonB, uma provavel proteina transmembrana, uma
permease da familia de transportadores ABC e uma proteina relacionada a proteina de choque
térmico HSP70. A PKS e a proteina TonB, sao normalmente expressas em condicdes de

deficiéncia de ferro e estdo envolvidas respectivamente na biossintese e no transporte de



sider6foros. Um dos fragmentos com expressdo induzida pela presenca de ferro no meio
codifica parte de uma proteina homéloga a CNOT?3, regulador global da transcricdo da RNA
polimerase II, e o segundo codifica parte de um peptideo similar ao fator de maturacido de
proteossomos, upml.

Através do método RACE foram isolados 7 fragmentos de P. chrysosporium cuja
expressdo ferro-regulada foi confirmada por Northern blotting, sendo um destes induzido por
alta concentracdo de ferro e o restante induzido pela caréncia de ferro no meio de cultivo. Os
alinhamentos realizados indicaram homologias com as proteinas ZNT2, LysR e TonB, sendo
que a primeira estd envolvida na regulacdo do transporte de zinco e as outras estdo envolvidas
na regulacdo da sintese e transporte de quelantes de ferro. A seqiiéncia de aminoécidos
deduzida para o transcrito 2.3 de P. chrysosporium, cuja expressdo regulada por alta
concentracdo de ferro foi confirmada, alinhou com as de fatores de transcricdo envolvidos na
regulacdo da biossintese de sider6foros de outros fungos. Para L. edodes 20 fragmentos foram
isolados e mostraram homologias com proteinas importantes para diferentes processos
celulares. Entretanto, somente dois fragmentos tiveram a expressdo ferro-regulada confirmada,
sendo esta induzida pela caréncia de ferro. A seqiiéncia de um destes transcritos alinhou com
as proteinas Frelp e Fre2p de levedura, as quais sdo metaloredutases envolvidas no sistema de
captacdo de ferro sider6foro-dependente.

O método RACE foi novamente empregado usando-se primers especificos do
fragmento 2.3. Foram obtidos indmeros fragmentos que mostraram forte similaridade com
seqiiéncias depositadas no banco de dados. Entre estas, chamaram a aten¢do: uma
glicoproteina de membrana, um possivel receptor vacuolar, uma L-aminodcido oxidase,
ATPases de diversas espécies, diferentes precursores de lignina peroxidases e, ainda, a
poliubiquitina 5 de P. chrysosporium. Entretanto, a expressdo regulada por ferro foi
confirmada somente para o fragmento que apresentou homologia com a poliubiquitina 5.

Por dltimo, foi construido um mini-banco contendo fragmentos de DNA digerido com
Pvu 11 de 2.000-3.000 pb selecionados com base na homologia com o fragmento 2.3 de P.
chrysosporium. Dentre estes clones, um mostrou homologia com proteinas transportadoras
ABC, as quais em bactérias estdo envolvidas na via de transporte do sistema de captacdo de
ferro mediado por sider6foros. O transcrito completo que codifica a proteina ABC de P.

chrysosporium foi seqiienciado e caracterizado.



ABSTRACT

The aim of this study was to identify and isolate iron-regulated genes that are involved
in both siderophore biosynthetic and transport paths. The characterization of genes involved in
other metabolic routes important to cellular processes and wood degradation, which
expression is iron-mediated, was also performed to contribute to the knowledge of metabolic
pathways in the white-rot fungi Phanerochaete chrysosporium and Lentinula edodes. Mycelia
of each fungi were cultured under two differential iron growth conditions. Three strategies
were used to reach the objectives. The first strategy was the differential display technique,
which allowed the quantitative detection of differences in the gene expression pattern between
the two iron growth conditions. To isolate a white-rot fungi homologous gene that encodes a
siderophore uptake regulator, generally a GATA transcription factor, a second strategy was
followed. The RACE method was used to synthesize cDNAs with degenerated primers
homologous to the sequence of the highly conserved zinc finger domains of GATA proteins.
Finally, a genomic mini-library was obtained with P. chrysosporium Pvu II DNA fragments.
The aim of this step was to identify the genomic sequence corresponding to the 2.3 partial
cDNA isolated in the second approach of this study.

A total of 97 differentially expressed cDNA fragments of P. chrysosporium were
identified. Sequence alignments with GenBank sequences using the BLASTX function
showed that 14 fragment sequences aligned to hypothetical proteins and 24 did not present
similarity to any sequence in the database. The sequence of 18 and 7 fragments obtained under
iron-deplete and replete conditions, respectively, exhibited similarity to known proteins. Those
fragments were used as probes in Northern blots to confirm their iron dependent expression.
The iron-regulated expression was confirmed for 15 fragments (13 iron-deficient; 2 iron-
replete). Transcripts induced under iron-starvation exhibited homologies to: a PKS (polyketide
synthase), a TonB protein, a probable transmembrane protein, a putative ABC transporter
permease and a HSP70-related heat-shock protein. PKS and TonB proteins are normally
expressed under iron-starvation and are known to be involved in biosynthesis and transport of
siderophores, respectively. The expression induced by the presence of iron was confirmed for

two fragments: one of them is homologuous to the CNOT3, which is a global regulator of



RNA polymerase II transcription, and the other encodes a putative proteasome maturation
factor upml.

Seven cDNA fragments were isolated for P. chrysosporium by the RACE
methodology, and had their iron-regulated expression confirmed by Northern blot. One
fragment was induced by the presence of iron in growth medium, and the remaining were
induced under iron-starvation. Alignment to sequences in the database indicated homologies to
the sequences of ZNT2, LysR and TonB proteins. ZNT2 is involved in the regulation of the
zinc transport, and LysR and TonB proteins are involved in the regulation of the synthesis and
transport of iron chelators, respectively. The deduced protein sequence of transcript 2.3, which
was induced by high concentration of iron, aligned to GATA transcription factors that are
involved in siderophore biosynthesis regulation of different fungi. For L. edodes several
fragments were isolated and showed high homology with the sequences of GenBank.
However, only one fragment induced by iron starvation had the expression confirmed by
Northern blot. The sequence of this transcript aligned to the deduced sequences of yeast Frelp
and Fre2p, which are metalloreductases involved in the siderophore-dependent iron uptake
system.

The RACE method was used once again, now using 2.3 sequence specific primers.
Several fragments were obtained in both iron growth conditions. They showed strong
homologies to different sequences in the database, including: a membrane glicoprotein, a
putative vacuolar sorting protein, an L-amino acid oxidase, ATPases of several distinct
species, different precursors of lignin peroxidases of both P. chrysosporium and other white-
rot fungal species, and the polyubiquitin 5 of P. chrysosporium. However, the iron-regulated
expression was confirmed only for the transcript fragment that encodes the polyubiquitin 5.

Finally, a mini-library was constructed with 2,000-3,000 base pairs Pvu II fragments of
genomic DNA. This range of fragments was selected based on hybridization to the 2.3 partial
cDNA sequence. A clone was obtained which showed strong homology to several ABC
transporter proteins. Some ABC-protein family members are involved in the siderophore-
mediated iron transport in bacteria. The complete sequence of the transcript that encodes the

ABC protein of P. chrysosporium was obtained and characterized.



INTRODUCAO

Por muitos anos, a capacidade de degradar os componentes da madeira foi quase que
exclusivamente associada a producdo de enzimas ligninoceluloliticas extracelulares
(Blanchette et al., 1997; Kullmann & Matsumura, 1997; Reddy et al., 1998; Mason et al.,
2001; Gelpke et al., 2002), sendo que as enzimas melhor caracterizadas sdo: as lacases
(Guillén et al., 2000), as lignina peroxidases (LiPs) e as manganés peroxidases (MnP) (revisdo
em Conesa et al., 2002; revisao em Martinez, 2002). Entretanto, apesar dos inimeros estudos
realizados para elucidar os mecanismos pelos quais estas enzimas participam da degradacdo da
madeira, estes processos nao sao totalmente conhecidos (Sarkanen et al., 1991; Blanchette et
al., 1997, Tanaka et al., 1998; Xu & Goodell, 2001). Além disso, estudos tém mostrado que
em processos de degradacdo ndo-erosivos as enzimas extracelulares sdo muito grandes para
passarem pelos poros da parede celular da madeira o que impede o contato direto, no inicio da
degradacdo, entre estas enzimas e a lignina, principal componente da madeira (Blanchette et
al., 1997).

Desta forma, uma hipétese sugerida para explicar a degradagdo da lignina nos estigios
iniciais deste processo seria que as enzimas extracelulares poderiam agir indiretamente através
da ativacdo de compostos de baixa massa molar que por sua vez se difundiriam pela parede
celular da madeira iniciando a quebra da celulose e da lignina. Com o inicio do processo de
degradacdo a porosidade da parede celular aumentaria continuamente até permitir a passagem
de proteinas ou agentes da massa molar maiores até as camadas mais internas da madeira
(Blanchette er al., 1997; Mester et al. 2001; Xu & Goodell, 2001; Hammel et al., 2002).

Em fungos de degradacdo branca e parda, muitos estudos associam a capacidade de
degradar lignina com a produ¢do de compostos de baixa massa molar com caracteristicas
quelantes de metais, entre eles o ferro (Enoki et al., 1997; Goodell et al., 1997; Parra et al.,
1998 a, b; Tanaka et al., 1998; Paszczynski et al., 1999; Rodrigues et al., 1999; Xu & Goodell,
2001; Ferraz et al., 2001; Minussi et al., 2001; Milagres et al., 2002; Qian et al., 2002;
Hammel et al., 2002).

O ferro € constituinte de inimeras enzimas com papel critico no metabolismo do
oxigénio, na transferéncia de elétrons, na sintese de RNA e na eliminacdo de intermedidrios de

espécies reativas de oxigénio (Crosa, 1997; Moeck & Coulton, 1998). O ferro € usado como
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cofator por muitas enzimas e proteinas regulatérias (Venturi et al., 1995). Apesar de ser
abundante na natureza na forma Fe(IIl), é altamente insolivel em pHs fisiolégicos, limitando
sua disponibilidade para captacdo pelos organismos. Para manter o metabolismo celular, os
microrganismos desenvolveram diversos mecanismos eficientes de captacdo seletiva de ferro e
de transporte deste para o interior da célula (Hantke, 2001; Kosman, 2003). Entre estes
sistemas, estd a sintese de compostos de baixa massa molar com alta afinidade frente ao ion,
dentre os quais estdo os sideréforos (Neilands, 1995). Os sideréforos sdo compostos capazes
de solubilizar fons férricos e transporta-los para dentro da célula (Howard, 1999; Braun &
Killmann, 1999; Crosa & Walsh, 2002). Ainda, muitos organismos que ndo produzem
sider6foros, possuem varias rotas de transporte de ferro (férrico e ferroso) que incluem
sistemas de transporte de baixa afinidade e inimeros sistemas de transporte de alta afinidade
(Philpott et al., 2002; Kosman, 2003). Grande parte dos genes envolvidos nestes sistemas
estdo sob o controle de fatores de transcri¢do ferro-regulados (Hantke, 2001; Crosa & Walsh,
2002; Philpott et al., 2002; Kosman, 2003).

Para o estudo do papel do ferro na regulagdo da expressdo de genes, entre eles os
envolvidos na biossintese e transporte de sideréforos ou de outros quelantes de ferro, em
espécies de fungos que degradam madeira, duas espécies de fungos de degradacdo branca
foram utilizadas no presente estudo. Micélio dos fungos Phanerochaete chrysosporium e
Lentinula edodes, foi crescido em duas condi¢des diferenciais de suprimento de ferro(IIl), ou
seja, em presenca (90 uM de FeCls) ou auséncia do metal no meio de cultivo com o objetivo
de induzir e reprimir, respectivamente, a produgao de quelantes deste metal.

Desta forma, inicialmente, como serd descrito no Capitulo 1, foram feitas curvas de
crescimento e de producdo de sideréforos, para o estabelecimento do momento de coleta do
micélio para armazenagem e posterior utilizagdo.

Para alcancar os objetivos propostos por este estudo, inicialmente duas abordagens
foram utilizadas. A primeira baseou-se na metodologia desenvolvida por Liang & Pardee
(1992) e Liang et al. (1993), denominada display diferencial d¢ mRNA (DD), a qual tem por
principio observar genes expressos de forma diferencial em resposta a diferentes fatores
externos através de uma reacdo de transcricdo reversa utilizando primers randomicos

ancorados por primers oligo-dT usando como molde o RNA total ou mRNAs. Os resultados



obtidos, utilizando esta abordagem estdo descritos no Capitulo 2 sob a forma de artigo que foi
publicado na revista Environmental Microbiology. Cabe ressaltar, que, inicialmente, para os
experimentos realizados nesta etapa também se utilizou o fungo L. edodes. Entretanto, devido
ao grande nimero de bandas isoladas nos experimentos com P. chrysosporium e a problemas
na obtencdo de bandas igualmente representativas como observado para P. chrysosporium na
amplificacdo do cDNA de L. edodes com os primers ancoradores oligo-dT juntamente com o
randomico OPJ-01 (dados ndo mostrados), decidiu-se retirar este dltimo fungo desta etapa do
trabalho.

A segunda abordagem utilizada neste estudo baseou-se no procedimentos utilizados
por Haas et al. (1997), em Penicillium chrysogenum, para o isolamento do gene SREP que
codifica um fator de transcricio GATA. Desta forma, foram utilizados primers degenerados
desenhados com base na seqii€éncia de dois dominios altamente conservados nas proteinas da
familia GATA. Juntamente com o uso destes primers foram sintetizados cDNAs pelo método
RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) o que permite com maior eficiéncia a obtencdo de
fitas de cDNA mais completas (Frohman et al., 1988; Schaefer, 1995). Com esta abordagem,
como serd descrito no Capitulo 3, foi obtido o fragmento de cDNA que foi clonado e
denominado de fragmento 2.3. Este fragmento foi isolado de micélio crescido com suprimento
de ferro(Ill), cuja seqiiéncia de aminodcidos deduzida apresentou identidade de 54% com as
proteinas SREA e SREP, e de 48% com SRE, envolvidas na regulacdo da biossintese de
sider6foros dos fungos Aspergillus nidulans, P. chrysogenum e Neurospora crassa,
respectivamente.

Com o isolamento do fragmento 2.3 de P. chrysosporium, o qual poderia ser um
candidato ao gene regulador de sintese de sider6foros pelas condi¢cdes de expressdo em alta
concentracdo de ferro e homologia com proteinas envolvidas na regulacdo da biossintese de
sider6foros de outros fungos, o passo seguinte foi buscar o isolamento e a caracterizagdo do
gene completo. Para tanto, foram desenhados primers especificos com base na seqiiéncia do
fragmento 2.3 e novamente foram sintetizados cDNAs pelo método RACE, como serd descrito
no Capitulo 4. Embora tenham sido isolados fragmentos de cDNA que mostraram homologias
com genes regulados por ferro, esta metodologia ndo permitiu isolar nenhum fragmento que
mostrasse homologia com genes que codificam proteinas envolvidas na sintese de sideréforos

em fungos ou bactérias.



Frente aos resultados dos experimentos descritos no Capitulo 4, realizou-se um
Southern blot utilizando DNA gendmico de P. chrysosporium que foi hibridizado utilizando
como sonda o fragmento 2.3. Esta andlise foi realizada para confirmar se o transcrito
representado pelo fragmento 2.3 reconhecia uma seqiiéncia no DNA gendmico e ndo era
produto de um artefato resultante da amplificacdo. Com isso foi possivel observar uma clara
hibridizacdo com fragmentos de DNA gendmicos de vérios tamanhos dependendo da enzima
de restricdo utilizada para digerir o DNA de P. chrysosporium (Capitulo 5). Com este
resultado, o passo seguinte foi construir um mini-banco gendmico com fragmentos de DNA de
2.000 a 3.000 pb gerados pela enzima Pvu II que foram clonados no vetor pUCIS8. A
representatividade da biblioteca foi de cerca de 2.900 clones. Apds a varredura dos clones por
Colony blotting usando-se o fragmento 2.3 como sonda foram isolados cerca de 38 clones.
Dezoito fragmentos clonados foram sequenciados, porém ndo se verificou homologia com os
genes envolvidos na biossintese de sideréforos de fungos, homologia esta inicialmente
observada para o fragmento 2.3. Embora o gene homdlogo aos SREA, SREP e SRE nao tenha
sido isolado, como era esperado, com este experimento isolou-se parte de um gene de P.
chrysosporium que mostrou grande homologia com o transportador ABC (ATP binding
cassette) putativo de N. crassa, o gene YORI. Os procedimentos utilizados, na constru¢do do
mini-banco bem como nas etapas seguintes até a obtencdo da seqiiéncia de 2.293 bases do
fragmento clonado (clone P14A1) homélogo a YORI, estdo descritos no Capitulo 5. Ainda,
neste capitulo sdo descritos os experimentos realizados para isolar o transcrito completo do
gene ABC de P. chrysosporium.

Em resumo, este trabalho apresentado em cinco capitulos, teve como objetivo principal
o isolamento de genes envolvidos na via biossintética e de transporte de sideréforos
produzidos por fungos que degradam madeira, bem como de genes envolvidos na regulacio
dependente de ferro destas e de outras rotas metabdlicas importantes para 0S processos

celulares, buscando contribuir para o conhecimento destas vias nos fungos em questao.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Fungos ligninoliticos

A degradacdo biolgica da madeira envolve enzimas especificas que sio secretadas por
microrganismos que reagem com os componentes da parede celular das fibras vegetais, sendo
que os principais organismos que degradam lignina na natureza sdo os fungos filamentosos.

Os fungos que degradam madeira sdo basicamente divididos em trés categorias
principais, definidas de acordo com as caracteristicas dadas a mesma durante o processo de
degradacdo. Os fungos de degradacdo branda (soft-rot), que agrupam espécies pertencentes as
classes Ascomicotina e Deuteromicotina, recebem essa denominagdo por produzirem um
amolecimento nas camadas superficiais da parede da célula vegetal sendo que ocorre somente
uma baixa taxa de degradacdo de polissacarideos e uma degradagdo limitada da lignina (Kirk
& Farrel, 1987; Blanchete, 1991). Os fungos de degradacdo parda (brown-rot) sdo da classe
Basidiomicotina e degradam principalmente os polissacarideos da parede celular com limitada
degradacdo da lignina (Crowling, 1961). Finalmente, os fungos de degradacdo branca (white-
rot) que pertencem as classes Basidiomicotina e Ascomicotina apresentam uma capacidade
muito grande de degradar todos os componentes da madeira, inclusive a lignina (Ander &
Eriksson, 1977) através da produgdo de enzimas e/ou compostos ndo enzimaticos que oxidam

compostos fendlicos, muitos deles relacionados com a lignina (Eriksson et al., 1990).

2. Phanerochaete chrysosporium e Lentinula edodes

Entre os fungos de degradacdo branca, a espécie Phanerochaete chrysosporium é a
mais extensivamente estudada devido a sua eficiéncia em degradar lignina (Yadav & Loper,
2000; Mester et al., 2001; Hirai et al., 2002) e uma variedade de poluentes ambientais
(Cameron et al., 2000; Duran et al. 2002; Bending et al., 2002) durante o metabolismo
secundério (Cameron et al., 2000). Desta forma, o fungo P. chrysosporium é considerado um
organismo modelo para o estudos destes processos (Lamar et al., 1995; Schick Zapanta &
Tien, 1997; Scheel et al., 2000).

O fungo P. chrysosporium pertence a Sub-divisio Basidiomicota, Classe
Himenomicete, Sub-Classe Homobasidiomicete, Familia Aphiloforales e Ordem Corticiacea.

Este fungo degrada todos os componentes da ligninocelulose (lignina, celuloses e



hemicelulose), sendo que a degradacdo da lignina é uma resposta metabdlica para a deficiéncia
nutricional de carbono, nitrogénio e de enxofre (Zhang et al., 1991; Broda et al.. 1995). O
sistema ligninolitico de P. chrysosporium consiste principamente das enzimas extracelulares
lignina peroxidases (LiPs), manganés peroxidases (MnPs) e da enzima glioxal oxidase
(GLOX) produtora de H,O, (Gold & Alic, 1993; Janse et al., 1998). As lacases, uma classe
importante de enzimas ligninoliticas extracelulares, ndo apresentam um papel fundamental na
degradacdo de lignina por P. chrysosporium (Scheel et al., 2000). Estudos recentes tém
sugerido o envolvimento da celobiose desidrogenase (oxidoredutase) na degradacdo da
lignocelulose por P. chrysosporium (Henriksson et al., 2000; Cameron & Aust, 2001; Mason
et al., 2002; Raices et al., 2002), entretanto ndo sdo completamente conclusivos e estudos
adicionais sdao necessdrios para confirmar o papel destas enzimas na degradacdo da madeira
em condi¢des naturais (Mason et al., 2002). As lignina peroxidases de P. chrysosporium sao
codificadas por no minimo 10 genes intimamente relacionados e agrupados em trés grupos de
ligacdo (Martinez, 2002; Conesa et al., 2002) enquanto que as manganés peroxidases
produzidas por este fungo s@o codificadas por trés genes ndo ligados conhecidos como genes
mnp (Janse et al., 1998; Gettemy et al., 1998).

O basidiomiceto Lentinula edodes ¢ um fungo de degradacdo branca, comumente
conhecido como shiitake e pertence a Sub-divisdo Basidiomicota, Classe Himenomicete, Sub-
Classe Homobasidiomicete, Familia Agaricales e Ordem Tricolomatacea. Diversos estudos
foram realizados para obter um maior desenvolvimento das culturas deste fungo para
comercializacdao. Entretanto, poucos estudos sobre L. edodes tem enfocado a producdo de
enzimas ou compostos envolvidos na degradacdo da lignina e da celulose. Neste fungo, foi
sugerido que as lacases possuem um papel importante na degradacdo de ligninocelulose (Zhao
& Kwan, 1999). Por outro lado, em um estudo desenvolvido por Forrester et al. (1990), foi
isolada uma proteina ferro-heme cuja seqii€ncia de aminodcidos N-terminal mostrou
homologia com seqiiéncias de manganés peroxidases de P. chrysosporium. Ainda, foi
verificado que esta enzima denominada MnP1 foi capaz de oxidar lignina e compostos
modelos de lignina em presenga de manganés e perdxido de hidrogénio. Em um estudo
recente, utilizando a metodologia de RNA fingerprinting por PCR com primers arbitrérios
(RAP-PCR), vérios fragmentos de cDNA foram isolados a partir de RNA extraido de micélio,

de primérdio de corpos frutiferos, de corpos frutiferos jovens e de corpos frutiferos maduros
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de L. edodes crescido em um composto de serragem. Entre os fragmentos isolados, treze
produtos de RAP-PCR mostraram padrao diferencial verificado por Northern blot e foram
homdlogos com os mais diversos genes, entretanto, nenhum gene relacionado com o

metabolismo secunddrio foi encontrado (Leung et al., 2000).

3. Lignina

A lignina é um dos biopolimeros mais abundantes na Terra sendo um dos principais
componentes da parede celular e da lamela média nos tecidos da madeira (Henriksson et al.,
2000) conferindo-lhe rigidez e fornecendo-lhe resisténcia e protecdo contra a biodegradacdo
(Eriksson et al., 1990, citado por Ander & Marzullo, 1997). Este polimero possui uma
estrutura tridimensional altamente ramificada e heterogénea formada por unidades de fenil-
propano as quais s@o interligadas através de diferentes pontes (Ander & Marzullo, 1997),
tornando-a um biopolimero aromdtico complexo, extremamente resistente a degradacdo. Uma
vez que a lignina € interconectada por pontes estdveis carbono-carbono e éter, os mecanismos
envolvidos na lignindlise devem ser oxidativos (Hammel, 1997). Apenas uma estreita gama de
organismos se mostram eficientes na sua degradacdo, dentre estes, os fungos basidiomicetes

sao os que estdo melhor caracterizados.

4. Enzimas envolvidas na degradacio da madeira

A capacidade apresentada pelos fungos ligninoliticos em degradar os diferentes
componentes da parede celular da madeira tem sido atribuida a sistemas formados por enzimas
extracelulares por eles produzidas (Kullmann & Matsumura, 1997; Reddy et al., 1998; Mason
et al., 2001; Gelpke et al., 2002). Os tipos de enzimas ligninoliticas melhor caracterizados
para diversas espécies de fungos sdo as lacases (Guillén et al., 2000; D’ Souza et al., 1996;
Zhao & Kwan, 1999), as lignina peroxidases (LiPs) e as manganés peroxidases (MnP) (Li et
al., 1995; Hirai et al., 2002; Mester et al., 2001; Mikeld et al., 2002; Scheel et al., 2000;
Conesa et al., 2002; Hirai et al., 2002). Outros participantes do sistema de degradac¢do da
lignina sdo compostos ndo-enzimdticos tal como o dlcool veratrilico (Gelpke et al., 2002;
Baciocchi et al., 2002; Conesa et al., 2002).

As LiPs formam uma familia de proteinas extracelulares do tipo heme glicosilases com
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massas molares que variam de 38 a 43 kDa que utilizam peréxido de hidrogénio para catalisar
a oxidacdo de uma grande variedade de substratos organicos ou inorganicos, entre estes a
lignina (Banci, 1997). Vdrios estudos revelam que os genes lip de P. chrysosporium sao
expressos quando o fungo é crescido em meio com quantidades limitantes de carbono,
nitrogénio ou enxofre (Kirk & Farell, 1987).

As MnPs reduzem peréxido de hidrogénio e oxidam Mn(II) em Mn(III), sendo que o
Mn(III) € capaz de realizar a oxida¢do da lignina (Li et al., 1995).

As lacases sdo glicoproteinas que contém cobre, as quais reduzem Cu(Il) durante a
oxidacdo de uma ampla variedade de substratos tais como fendis e aminas aromadticas
(Rodriguez et al., 2003).

Apesar da intensiva investigacdo feita nas ultimas duas décadas, que levaram ao
conhecimento das indimeras enzimas e compostos envolvidos nos processos ligninoliticos, o
mecanismo detalhado da degradacdo da lignina ainda ndo foi elucidado (Sarkanen ef al., 1991;
Blanchette et al., 1997; Tanaka et al., 1998; Mester et al., 2001). Muitos estudos mostram que
em processos degradativos ndo-erosivos os trés tipos principais de enzimas ligninoliticas sdo
demasiadamente grandes para penetrarem a parede celular da madeira devido ao pequeno
tamanho dos poros, portanto o contato direto das enzimas com a lignina nos estdgios iniciais
da degradacdo nao € possivel (Blanchette ef al., 1997; Xu & Goodell, 2001; Mester et al.
2001). Neste caso, uma hipdtese que se sugere para explicar a degradacdo da lignina nos
estdgios iniciais do processo degradacdo € que as enzimas extracelulares poderiam agir
indiretamente através da ativacdo de compostos de baixa massa molar que por sua vez se
difundiriam pela parede celular da madeira iniciando a quebra da celulose e da lignina. Com o
inicio do processo de degradacdo, a porosidade da parede celular aumentaria continuamente
até permitir a passagem de proteinas ou agentes da massa molar maiores até as camadas mais
internas da madeira (Blanchette et al., 1997; Mester et al. 2001). Portanto, devem haver
mecanismos cooperativos os quais envolvem inicialmente compostos de baixa massa molar
tais como quelantes de metais ou mediadores enzimaticos capazes de precederem as enzimas
nos micro-espacos da estrutura da lignocelulose e promoverem entdo uma abertura na parede

celular (Paszczynski et al. 1988; Daniel, 1994; Rodriguez et al., 2003).
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5. Compostos de baixa massa molar

Virios compostos de baixa massa molar (300-5000 Da) tem sido descritos em fungos
que degradam madeira, entre eles compostos quelantes de metais. O papel destes compostos
na biodegrada¢do da madeira tem sido repetidamente confirmado através de validacdo
experimental tanto para fungos de degradagdo branca (Parra et al., 1998a, b; Rodrigues et al.,
1999; Ferraz et al., 2001; Minussi et al., 2001; Milagres et al., 2002) como para fungos de
degradacdo parda (Goodell et al., 1997; Enoki et al., 1997; Tanaka et al., 1998; Paszczynski et
al., 1999; Xu & Goodell, 2001; Qian et al., 2002). Entre os compostos de baixa massa molar
com caracteristicas quelantes de metais, os compostos que quelam ferro tém sido bastante
estudados (Rodriguez et al., 2003). Estes quelantes t€ém uma alta afinidade por ferro e sdo
capazes de reduzir ions férricos em ifons ferrosos (Xu & Goodell, 2001). O ferro reduzido pode
entdo reagir com o peréxido de hidrogénio em uma reacdo do tipo Fenton para produzir
radicais hidroxila, os quais sdo capazes de reagir tanto com a lignina como com a celulose da
parede celular da madeira (Goodell et al. 1997; Qian et al., 2002).

Em fungos de degradacdo branca e de degradacdo parda, muitos estudos associam a
eficiéncia em degradar lignina com a producdo de compostos de baixa massa molar com
caracteristicas quelantes de metais, entre eles o manganés (Akhtar et al., 1997), o cobre
(Watanabe et al., 1998) e o ferro (Enoki et al., 1997; Goodell et al., 1997; Parra et al., 1998a,
b; Tanaka et al., 1998; Paszczynski et al., 1999; Rodrigues et al., 1999; Xu & Goodell, 2001;
Ferraz et al., 2001; Minussi et al., 2001; Milagres et al., 2002; Qian et al., 2002).

Inicialmente muitos estudos propunham que os sider6foros pudessem exercer um papel
importante na degradag@o da lignina (Jellison et al., 1991; Rodriguez et al., 1997; Parra et al.,
1998a, b, Machuca et al., 1999). Sider6foros sdo definidos como agentes quelantes de massa
molar relativamente baixa, especificos para o ion férrico e com alto coeficiente de afinidade,
produzidos por fungos e bactérias em situacdo de caréncia de ferro, cuja fungdo é seqiiestrar o
ferro do ambiente e tornd-lo disponivel a célula microbiana (Howard, 1999; Braun &
Killmann, 1999; Crosa & Walsh, 2002). Entretanto decorridos vérios anos, verificou-se que
apesar dos compostos quelantes de ferro produzidos por fungos que degradam madeira
mostrarem semelhanca indubitdvel com sideréforos de bactérias e de fungos ndo que ndo
possuem capacidade de degradar madeira, os compostos de quelantes de baixa massa molar

secretados por fungos lignoceluloliticos podem ndo ser necessariamente sider6foros como
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inicialmente de pensava (Rodriguez et al., 2003; Goodell, 2003).

Virios estudos tém proposto a participacdo de radicais hidroxila ("OH) na degradagio
da madeira por fungos de degradacdo parda e em menor extensdo para fungos de degradacdo
branca (Tornberg & Olsson, 2002). Estes radicais agem sobre os diferentes componentes da
madeira participando da erosdo da parede celular da madeira e desta forma permitem o acesso
das enzimas extracelulares aos componentes do tecido da madeira no processo de degradacdo
(Watanable et al., 2002). Em sistemas bioldgicos, os radicais hidroxila sdo produzidos
geralmente durante a reacdo de Fenton (Jensen et al., 2001). Entretanto, para utilizar o ‘OH
como um oxidante o fungo precisa reduzir o Fe(IIl) extracelular e produzir H,O, extracelular.
Um modelo proposto por Goodell et al. (1997), sugere que os compostos quelantes de metais
de baixa massa molar produzidos pelos fungos de degradagcdo parda ndo somente possuem
uma forte afinidade por Fe(IIl) como mediam o ciclo de reducio de ferro. Ainda segundo estes
autores, o Fe(Il) resultante pode reagir com o perdxido de hidrogénio e produzir espécies
ativas de oxigénio envolvidas na degradacdo da madeira por estes fungos (Xu & Goodell,
2001). O °OH pode transformar as camadas da parede celular causando a quebra das
moléculas de celulose e de lignina, e desta forma permite que as celulases e as fenol oxidases
possam ter contato direto com os componentes da madeira. Além disso, o “OH pode modificar
a lignina, resultando em uma estrutura fendlica alterada que € suscetivel ao ataque de MnP e
de lacases, em adi¢do a destruicdo da estrutura cristalina da celulose, tornando assim a parede
celular susceptivel a hidrélise (Tanaka er al., 1998). Atualmente é bem conhecido que os
fungos de degradacdo parda utilizam mecanismos do tipo Fenton envolvendo a participagdo de
quelantes de ferro para realizar a degradacdo de lignina, entretanto um processo similar em
fungos de degradacdo branca ainda ndo foi elucidado (Rodriguez et al., 2003).

Para os fungos de degradacdo branca Trametes versicolor (Tanaka et al., 1998), Irpex
lacteus (Tanaka et al., 1991) e P. chrysosporium (Tanaka et al., 1996), foi observada a
producdo de compostos de baixa massa molar (M, 1000-5000) que catalisam uma reacido de
reducdo entre oxigénio molecular e um elétron doador para produzir radicais hidroxila ("OH)
via Oy e perdxido de hidrogénio (Tanaka et al., 1998). Além disso, foi verificado que estes

compostos reduzem Fe(III) a Fe(Il) e ligam fortemente Fe(Il) (Tanaka et al., 1996).
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6. Ferro

O ferro € um dos metais mais abundantes na natureza e o requerimento deste metal é
praticamente universal para todas as células vivas, devido a sua importancia para o
metabolismo celular. O ferro é um constituinte de enzimas com papel critico no metabolismo
do oxigénio, na transferéncia de elétrons, na sintese de RNA e na eliminacio de intermedidrios
de espécies reativas de oxigénio (Crosa, 1997; Moeck & Coulton, 1998; Kim et al., 2002). O
ferro ¢ empregado como um cofator por muitas enzimas metabdlicas e proteinas regulatdrias
devido ao fato de existir em dois estados de oxidagdo estdveis, denominados estado ferroso
Fe(Il) e estado férrico Fe(Ill) (Venturi et al., 1995). Em fungos que degradam madeira muitas
enzimas que participam do processo degradativo tem o ferro como um componente do sitio
ativo. Entre estas estdo a lignina peroxidase, a manganés peroxidase e a celobiose
desidrogenase (Rodriguez et al., 2003). Apesar de ser abundante na natureza na forma Fe(III),
¢ altamente insolivel em pHs fisiol6gicos, limitando sua disponibilidade para os organismos
(Hartwig & Loepper, 1993; Moeck & Coulton, 1998). Para manter o metabolismo celular e
por outro lado, para evitar altas concentra¢des de ferro no interior da célula, o que causaria
grande toxicidade devido a alta reatividade do fon e, desencadearia o estresse oxidativo, 0s
microrganismos desenvolveram diversos mecanismos eficientes de captacdo seletiva de ferro,

de transporte para o interior da célula, bem como de seu armazenamento (Hantke, 2001;

Kosman, 2003).

7. Sistemas de aquisicao de ferro em bactérias

Em condi¢des de caréncia de ferro, o principal mecanismo usado pelas bactérias para
aquisicdo do metal baseia-se na sintese de uma variedade de compostos de baixa massa molar
com alta afinidade frente ao fon, denominados sider6foros. Estes compostos apresentam trés
tipos estruturais principais: hidroxamatos, catecolatos e «-hidroxicarboxilatos (Braun &
Killmann, 1999). Ainda, muitos microorganismos possuem a capacidade de utilizar
sider6foros produzidos e liberados no meio extracelular por outras bactérias ou até por fungos,
em adicao aos sider6foros sintetizados por eles préprios (Braun & Braun, 2002a).

Atualmente, sabe-se que a proteina regulatéria Fur (ferric uptake regulation) ou

proteinas do tipo-Fur regulam a produgdo de quelantes de ferro em muitas espécies de
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bactérias (Raymond et al., 2003). Estudos com mutantes fur em Escherichia coli e Salmonella
typhimurium permitiram a caracterizacdo da proteina repressora Fur, a qual regula os genes
envolvidos na captacdo de ferro e na biossintese de sider6foros em resposta a concentragao de
ferro na célula. Andlises de diferentes promotores regulados por Fur permitiram definir a
seqiiéncia consenso entre Fur e a seqiiéncia de ligacdo com Fe(Il), conhecida como Fur box.
Desta forma, Fur em associacdo com Fe(Il) reprime a transcricdo dos genes envolvidos na
captacdo de ferro. Geralmente, Fur reprime a transcri¢do de genes envolvidos no metabolismo
do ferro, no metabolismo geral, nas respostas a estresses, na patogeneicidade e em outros
processos (Dubrac & Touati, 2002). Seqiiéncias similares sdo encontradas na regido promotora
de muitos genes regulados por ferro em outras bactérias (Hantke, 2001). Um segundo gene
envolvido na regulagdo da captacdo de ferro foi descrito. Este gene codifica a proteina
repressora DtxR (diphteria toxin regulator) a qual ndo é um regulador do tipo-Fur. A
producdo da proteina DtxR e de proteinas do tipo-DtxR foi observada em algumas bactérias
Gram-positivas, tais como a micobactéria, o estreptomices e a corinobactéria (Raymond et al.,
2003). Nestas bactérias, as quais possuem um alto conteiido de guanina e citosina (GC) em seu
DNA, as proteinas do tipo DtxR regulam um conjunto de genes similares aqueles regulados
por Fur em muitas bactérias Gram-negativas ou outras bactérias Gram-positivas cujo contetido
de GC seja baixo. Ainda, a seqiiéncia consenso de ligacdo no DNA para DtxR difere da
seqiiéncia do Fur box. Entretanto, em organismos que possuem a regulacdo de ferro
dependente de Fur, os membros da familia DtxR regulam o transporte de manganés. A
proteina Fur € regulada por dois reguladores da resposta a estresse oxidativo sendo que o ferro
e a geracdo de radicais de oxigénio sdo a base desta regulacdo (Hantke, 2001). Em E. coli, a
sintese das superdxido dismutases citoplasmaticas MnSOD e FeSOD ¢é controlada por Fur, e a
expressdo de fur é regulada por dois sistemas envolvidos na regulacdo do estresse oxidativo, o
OxyR e o SoxRS (Dubrac & Touati, 2002). Segundo Zheng et al. (1999) o perdxido de
hidrogénio ativa a expressdo do fator de transcricdo OxyR e a expressdo de SoxRS ¢ ativada
por compostos geradores de superéxido. Ainda, estudos tém reportado alguns exemplos de
ativacdo da expressdo mediada por Fur. Entre os genes estudados estdo os genes fin e bfr
(armazenamento de ferro), acnA e fumA (Ciclo de Krebs) e sodB (Dubrac & Touati, 2002).
Diferentes espécies e cepas de bactérias podem utilizar mais de um tipo de sider6foro

na captacdo de ferro(Ill) do ambiente. Desta forma, o espectro de sider6foros que uma
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determinada cepa pode usar é determinado pela especificidade do sistema de transporte do
complexo ferro-sider6foros que ele forma (Braun & Braun, 2002a).

Em bactérias Gram-negativas o ferro(IlI) complexado com compostos ocasiona um
problema para a aquisicao de ferro por estas bactérias, uma vez que os complexos de ferro sao
muito grandes para serem transportados através das porinas da membrana externa. As
bactérias resolveram este problema fazendo o transporte via receptores de membrana externa
de alta afinidade para o complexo com ions férricos, ou ainda, através de um sistema de
membrana constituido de proteinas redutoras as quais removem o ferro dos complexos e
transportam-no através da membrana externa. O transporte através da membrana
citoplasmatica € subseqiientemente mediado por transportadores ABC (ATP binding cassette)
(van Vliet et al., 2002). Em bactérias Gram-positivas, as quais contém uma parede celular
permeavel, as fontes de ferro estdo em contato direto com a membrana citoplasmatica. Como
amplamente reportado, o transporte através destas membranas € catalisado por transportadores
ABC, que formam o sistema de transporte mais utilizado para a capta¢do dos mais variados
nutrientes em bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (Braun & Braun, 2002b).

Em diferentes espécies de bactérias, trés proteinas da membrana externa envolvidas no
transporte de complexos de sideréforos-ferro(IIl) tém sido extensivamente estudadas sendo
estas, a FhuA que transporta ferricromo, um sideréforo do tipo hidroxamato, a proteina FepA
que transporta o complexo enterobactina-ferro(I1I), um sider6foro do tipo catecolato e a FecA
a qual transporta citrato férrico. Estudos mostram que estas proteinas possuem uma regiao na
extremidade N-proximal denominada TonB box que interage com a proteina TonB (Moeck &
Coulton, 1998; Braun & Braun, 2002b). A liberacdo do sitio de ligacdo e o transporte através
da membrana externa consome energia, como ndo existe fonte de energia na membrana
externa, esta € fornecida pela proton motive force da membrana citoplasmética. Desta forma,
para suprir a necessidade de energia as bactérias desenvolveram um sistema que fornece
energia para o transporte através da membrana externa. Este tipo de sistema de transporte é
denominado transporte ativo da membrana externa TonB dependente (Braun & Braun, 2002a,
b). O sistema TonB € formado pelas proteinas citoplasmaticas TonB, ExbB e ExbD que
interagem umas com as outras e formam um complexo que provavelmente responde ao proton
motive force. TonB interage preferencialmente com proteinas de transporte da membrana

externa que estdo carregadas com substrato. As mudancas conformacionais de TonB induzidas
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pela proton motive force causam uma mudanca conformacional nas proteinas de transporte as
quais liberam o substrato dos seus sitios de ligagdo e iniciam sua translocacdo dentro do
periplasma. Para o transporte do ferricromo e de outros compostos de baixa massa molar uma
pequena transi¢do no dominio globular de FhuA ou FepA ¢ suficiente para conectar a cavidade
externa, onde estd o substrato, com a regido que estd aberta ao periplasma. O ferricromo pode
difundir-se através do canal aberto. A ligacdo e liberacdo seqiiencial do ferricromo acelera a
difusdo e facilita o movimento unidirecional dentro do periplasma (Braun & Braun, 2002a).
Uma vez que o complexo ferro(Ill)-sideréforo atravessa a membrana externa este &
translocado para dentro do citoplasma via um sistema de transporte ABC (Raymond et al.,
2003). Como exemplo deste transporte via proteinas ABC, podemos citar o transporte do
ferricromo que envolve a proteina periplasmaética de ligacdo FhuD, a proteina de membrana
citoplasmatica FhuB a qual € altamente hidrofébica, e a proteina citoplasmatica FhuC
(ATPase) associada com FhuB. Neste sistema o ATP serve como fonte de energia (Braun &
Braun, 2002a).

Outro exemplo de um sistema de transporte de sider6foros em bactérias é o

responsdvel pelo transporte da enterobactina, esquematizado na Figura 1.

Figura 1. Representacdo esquemadtica da topologia transmembrana das proteinas envolvidas na

captacdo do complexo ferro-enterobactina (reproduzido de Raymond et al., 2003).
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O mecanismo para o transporte do complexo ferro(IlI)-enterobactina (FeEnt) baseia-se
no fato de que em um estado de deficiéncia de ferro, receptores de ferro proliferam entre as
proteinas da membrana externa. A proteina receptora FepA é uma proteina de canal altamente
especifica que reconhece o dominio de ligacdo ao ferro e os dominios de ligacdo amida do
complexo FeEnt. O movimento de abertura do canal (FepA) é traduzido pelo complexo
formado pelas proteinas TonB-ExbB-ExbD as quais estdo ancoradas na membrana
citoplasmética. FepB, uma proteina periplasmadtica carrega o complexo FeEnt até os poros da
membrana citoplasmatica formados pelas proteinas transmembrana FepD e FepG. Estudos
sugerem que a protefna citoplasmdtica FepC, a qual é uma ATPase, fornece energia para
auxiliar a captag¢do através da membrana interna. Por ultimo uma esterase citoplasmatica que
tem o complexo FeEnt como um de seus substratos, codificada pelo gene fes, catalisa uma
clivagem hidrolitica que leva a liberacdo intracelular do ferro (Raymond et al., 2003).

Ainda em bactérias a captagao de ferro pode se dar diretamente pela absorcdo de
ferro(I), o transporte dos fons ferrosos requer somente um transportador de membrana
citoplasmatica. O primeiro sistema especifico de transporte de ions ferrosos identificado em
bactérias foi o sistema de transporte Feo de E. coli. Este sistema consiste do operon feoAB, o
qual codifica uma pequena proteina (FeoA) de fungdo desconhecida e a proteina
transportadora FeoB. A proteina FeoB € uma proteina da membrana citoplasmdtica de
aproximadamente 70 kDa, a qual usa a hidrélise de ATP e GTP para fornecer energia para o
transporte. Homologos a proteina FeoB tém sido encontrados em muitos genomas de bactérias

(Kammler et al., 1993 citado por van Vliet et al., 2002).

8. Sistemas de aquisicao de ferro em fungos

Em fungos, trabalhos sobre os mecanismos envolvidos na captacdo de ferro para as
diferentes espécies tém sido mais dificeis dada a complexidade destes organismos em relacdo
as bactérias em geral. Contudo, inimeros estudos t€ém avangado neste campo sendo que para a
maioria dos fungos dois tipos de mecanismos de aquisicao de ferro tém sido estabelecidos ou
inferidos a partir da andlise protedmica: um destes mecanismos depende da redugdo
extracelular do Fe(IIl) a Fe(Il) e o outro depende da internalizacio do complexo ferro(III)-
sider6foro (Kosman, 2003).

O sistema mais conhecido de captacdo de ferro dependente de sider6éforo é o do fungo
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fitopatogénico Ustilago maydis (Budde & Leong, 1989), que sintetiza os sideréforos
ferricromo e ferricromo A, os quais sdo hexapeptidios ciclicos que contem trés residuos de
aminodcido 8-N-hidroxiornitina e trés glicinas (ferricromo) ou duas serinas e uma glicina, no
caso do ferricromo A (Wang et al., 1989). Para este fungo, trés genes envolvidos na
biossintese destes sider6foros foram caracterizados, sendo os genes denominados sid! (Wang
et al., 1989; Mei et al., 1993; Leong & Winkelmann, 1998), urbsl (Voisard et al., 1993; An et
al., 1997a, b) e sid2 (Yuan et al., 2001). O gene sidl codifica a enzima L-ornitina N°-
oxigenase, a qual catalisa a hidroxilagdo da L-ornitina, composto precursor dos sideréforos
(Wang et al., 1989). A seqiiéncia de aminodcido predita para sid/ mostrou identidade de 35%
com 124 aminodcidos na por¢io N terminal da lisina N°-hidroxilase de Escherichia coli,
enzima que catalisa a hidroxilagdo de lisina, que por sua vez participa do primeiro passo da
biossintese de aerobactina (Mei et al., 1993). O gene sid2 codifica uma peptidio-sintetase nao
ribossoOmica, a qual se sugere que esteja envolvida na sintese de um dos tripeptideos
componentes do ferricromo, e estd localizado a 3,7 Kb a montante do gene sid!, localizando-
se no cluster de genes que codificam para a sintese de ferricromo (Yuan et al., 2001). O gene
urbsl (U. maydis regulator of biosynthesis of siderophore) codifica um fator de transcri¢do da
familia GATA que regula negativamente a expressdao dos genes sidl e sid2, sendo o gene
urbsl regulado por ferro.

Dois mecanismos de regulacdo t€m sido sugeridos para explicar através dos dados
disponiveis, como Urbsl media a regulagdo do gene sid/ de um sitio remoto do ponto de
inicio da transcricdo. No primeiro, Urbs1 em presenca de ferro interagiria com um sitio de alta
afinidade e outro de baixa afinidade para formar um loop na regido promotora do gene sidl. A
formacdo do loop poderia também envolver as seqiiéncias GATA no primeiro intron. O
segundo modelo postula a ligagdo de Urbsl a um elemento responsivo a ferro e possivelmente
a outros sitios na cromatina organizadora do promotor de sid/ impedindo entdo a ligagdo de
ativadores ou outros fatores requeridos para transcricdo de sid! (Leong & Winkelmann, 1998).

Genes homélogos ao gene urbsl, codificando fatores de transcricdo da familia GATA,
foram isolados em diversos fungos filamentosos. Os genes SRE (siderophore regulator
element), SREP e SREA foram caracterizados respectivamente em Neurospora crassa (Zhou et

al., 1998; Zhou & Marzluf, 1999; Harrison & Marzluf, 2002), Penicillium chrysogenum (Haas
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et al., 1997) e Aspergillus nidulans (Haas et al., 1999). A comparacdo entre as seqii€ncias das
proteinas Urbs1, SREP, SRE e SREA mostrou a existéncia de homologia entre elas. Os genes
Urbsl, sreA, sreP e sre possuem dois motivos dedo de zinco caracteristicos dos fatores de
transcricdo da familia GATA (Harrison & Marzluf, 2002). Ainda, a comparacdo das
seqiiéncias nucleotidicas dos genes que codificam estas proteinas mostrou que todos os genes
exceto o urbsl possuem dois introns cuja posicao € conservada (Haas et al., 1997; Zhou et al.,
1998; Zhou & Marzluf, 1999; Haas et al., 1999).

O papel do ferro na regulacdo da transcricdo dos fatores GATA dos diferentes fungos
nio foi totalmente elucidado (Zhou et al., 1998; Zhou & Marzluf, 1999; Haas et al., 1999).
Para Ustilago foi proposto que o ferro pode modular a expressao dos genes de sideréforos em
um ou mais niveis. O ferro pode servir como um correpressor dos genes regulados por Urbsl
e/ou como um efetor fisiolégico que afeta indiretamente a expressao dos genes de sideréforos,
alterando a estrutura e/ou localizacdo celular de Urbsl ou outros fatores desconhecidos
envolvidos na regulagdo génica dos sider6foros (Leong & Winkelmann, 1998). Também para
os fatores GATA, SRE e SREA, a expressao regulada por ferro foi atribuida a um mecanismo
de regulacdo pds-transcricional envolvido na ativacdo da fungdo de repressor destes fatores
(Zhou et al., 1998; Zhou & Marzluf, 1999; Haas et al., 1999).

Outro fungo que tém sido extensamente estudado, com o intuito de se entender melhor
os mecanismos relacionados a captagcdo de ferro, é o Saccharomyces cerevisiae (Andrews et
al., 1999). Sabe-se que S. cerevisiae nao sintetiza sideréforos, porém este fungo conservou
geneticamente a capacidade de transportar sider6foros sintetizados por outros microrganismos
(Heymann et al., 2000a). Para tanto, este fungo possui dois sistemas de alta afinidade distintos
(Kim et al., 2002; Philpott et al., 2002; Kosman, 2003).

Um dos sistemas de alta afinidade depende de uma familia de transportadores
homdlogos que pertencem a superfamilia de facilitadores principais (MES-major facilitator
superfamily) também denominada familia de transportadores de sider6foros (SIT-siderophore
iron transporter) (Heymann et al., 2000b). Os transportadores MFS atuam através de um
unico polipeptideo de membrana que transporta pequenas moléculas via mecanismos uniporte,
simporte ou antiporte em resposta a um gradiente quimiosmético (Heymann et al., 2000a).

Os genes que codificam os transportadores SIT ou MFS sao expressos como parte de

um regulon (Rutherford et al., 2001) e sao chamados de ARNI, ARN2 (também TAF1), ARN3
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(também STII1) e ARN4 (também ENBI). Estes transportadores sdo expressos em vesiculas
intracelulares e cada transportador ARN possui especificidade para cada uma das diferentes
classes de sideréforos, sendo que aparentemente esta especificidade é dependente do
background genético das células (Yun et al., 2001; Lessuisse et al., 2001; Philpott et al., 2002;
Kosman, 2003).

O segundo sistema de alta afinidade de captacdo de ferro consiste de um processo de
dois passos que inicia com a redugao dos fons férricos complexados com os sider6foros a ions
ferrosos junto a membrana citoplasmdtica por metaloredutases codificadas pelos genes FREI,
FRE2 e FRE3 (Dancis et al., 1990; Georgatsou & Alexandraki, 1994; Yun et al. 2001;
Philpott et al., 2002). Este sistema € expresso sob condi¢des de caréncia de ferro e sob
controle de Aftlp, o principal fator de transcricio dependente de ferro das leveduras
(Yamaguchi-Iwai et al., 1995; Yun et al. , 2001; Yamaguchi-Iwai et al., 2002). Num segundo
passo, o ferro reduzido € absorvido através de um complexo de transportadores que contém
uma multi-cobre oxidase codificada por FET3 e uma ferro-permease codificada por FTRI
(Kosman, 2003). Substratos para estes sistemas incluem sais de ferro, quelatos de ferro de
baixa afinidade e complexos ferro-sider6foros (Yun et al., 2000 a, b).

Trés genes adicionais regulados por Aftlp e que exibem similaridades com a seqii€ncia
de FRE?2 foram descritos, sendo estes os genes FRE4, FRE5 e FREG6, entretanto ndo foi
mostrado que estes genes codificam proteinas com atividade de redutases (Martins et al, 1998;
Yun et al., 2001). Ainda, um pardlogo de AFTI foi descrito em S. cerevisiae sendo este
designado AFT2 (Blaiseau et al., 2001). Foi demonstrado, que AFT2 codifica um fator de
transcricdo que ativa a expressao génica em resposta a condi¢cdes de baixo suprimento de ferro
e sugeriu-se que estes fatores de transcricdo possuem papéis sobrepostos no controle de vias
metabolicas reguladas por ferro (Blaiseau et al., 2001; Rutherford et al., 2001).

Diversos outros genes envolvidos na captacio de ferro foram descritos em .
cerevisiae. Entre estes, estd a familia de genes FITI-FIT3 que codificam proteinas que sdo
incorporadas a parede celular via ancoradores e estdo envolvidas na retengdo do complexo
ferro-sideréforo a parede celular facilitando a captagdo do complexo através da membrana
plasmadtica (Philpott ef al., 2002). Também, genes envolvidos em sistemas de captacdo de
baixa afinidade por ferro foram descritos. Os genes SMFI-SMF3 codificam proteinas

transportadoras de fons metdlicos divalentes que estdo envolvidas na capta¢do de ferro(Il),
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embora nao sejam especificas para ferro (Cohen et al., 2000; Kosman, 2003). Ainda, a
proteina transmembrana tipo 2 Fet4p codificada pelo gene FET4 estd envolvida na captagdo de
ferro e cobre presentes no meio extracelular na forma divalente (Dix et al., 1997; Kosman,
2003).

Em P. chrysosporium e L. edodes, foi descrita a expressdo de proteinas ferro-reguladas.
Verificou-se que varios polipeptidios com massa molecular entre 41 e 45 kDa e pls variando
de 4,3 a 5,0 tiveram sua express@o induzida pela caréncia de ferro. Os autores sugeriram que
como o tamanho e o ponto isoelétrico mostrados pelas proteinas identificadas por SDS-PAGE
e gel 2-DE sdo caracteristicos de lignina e manganés peroxidases, algumas isoformas destas
peroxidases poderiam ter sua expressdo regulada por ferro (Herndndez-Macedo et al., 2002).
Até o momento, nenhum estudo dos poucos jd realizados permitiu identificar genes envolvidos
nas vias de biossintese e de transporte do ferro para o interior das células e o papel do ferro

nas vias metabdlicas nestes fungos, especialmente nas espécies P. chrysosporium e L. edodes.
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OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos a identificacdo e isolamento de genes
regulados por ferro que estejam envolvidos tanto na via biossintética e de transporte de
sider6foros, como envolvidos em outras rotas metabdlicas celulares reguladas por ferro
buscando contribuir para o conhecimento destas vias metabdlicas nos fungos de degradacgdo

branca Phanerochaete chrysosporium e Lentinula edodes.
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Capitulo 1

Estabelecimento das condicoes de cultivo para o estudo de
genes envolvidos na aquisicao de ferro em fungos que

degradam madeira.
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1. Introducao

Uma variedade de técnicas tem sido desenvolvidas para a detec¢ao da produgdo de
sider6foros, sendo que o método mais comum de deteccdo € o ensaio quimico universal,
também conhecido como Ensaio Universal com Cromo Azurol S (CAS) desenvolvido por
Schwyn & Neilands (1987) com base na alta afinidade destes compostos quelantes por
ferro(III) (Milagres et al., 1999; Shin et al., 2001; Calvente et al., 2001; Machuca & Milagres,
2003). Este ensaio € baseado na competicao por ferro entre o complexo férrico de um corante
indicador, no caso o CAS, com um quelante ou sider6foro. A reacdo com o corante CAS
consiste no deslocamento do ferro(IIl) contido previamente no complexo ferro(IIT)-CAS por
outro quelante com maior afinidade para o fon metélico, desta forma quando um quelante mais
forte remove o ferro(Ill) do complexo ferro-CAS sua cor passa de azul a laranja ou rosa
(Schwyn & Neilands, 1987). Desta forma, pode-se verificar, dependendo da quantidade de
quelante produzido pelo fungo, uma mudanga de cor do meio de cultivo a qual pode ser
medida em espectrofotometro pela sua absor¢ao no comprimento de onda de 630 nm.

Com base neste método, no presente estudo foram obtidas curvas de producdo de
sider6foros para os fungos P. chrysosporium e L. edodes crescidos em meio sem
disponibilidade ou com concentracdo muito baixa de ferro(IIl), e com suprimento de ferro
(FeCl; 90 uM) no meio. Ainda foram obtidas curvas de crescimento do micélio, medidas com
base no peso seco de micélio crescido num periodo de cerca de 20 dias. As medidas do peso e
da producdo de sider6foros foram feitas a cada 3 dias, em triplicata. Os resultados obtidos
nesta etapa do estudo foram incluidos no artigo “Proteins Induced by Iron-Starvation in
White-Rot Fungi Correlate to the Production of Iron-Chelating Compounds” submetido
para a revista Journal of General and Applied Microbiology (Hernandez-Macedo et al.) e

apresentado no final deste Capitulo.
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2. Materiais e métodos

A curva de produgdo de sideréforos e a curva de crescimento do micélio foram feitas
para obteng¢dao das melhores condi¢cdes para a coleta e armazenamento do micélio, buscando
uma fase de crescimento em que os genes de captagcdo estivessem sendo expressos (deteccao
da produgao de sider6foros pela reacdo com CAS) e buscando uma quantidade apropriada de

massa de micélio para as extracdes de DNA e RNA total.

2.1 Espécies de fungo utilizadas

Nos experimentos realizados, foram utilizados os fungos de degradagdo branca:
Phanerochaete chrysosporium linhagem BKM 1767 e Lentinula edodes linhagem UEC 2019,
cedidas pelo Prof. Dr. André Ferraz, do Laboratério de Quimica da Lignina do Departamento
de Biotecnologia (DEBIQ) da Faculdade de Engenharia Quimica de Lorena (FAENQUIL),
SP.

2.2 Manutencao das culturas
As linhagens de fungos usadas como pré-indculos eram mantidas em placas de Petri
contendo o meio de cultivo composto de extrato de malte 2% (Difco) e de dgar 2%. Apds o
crescimento em placa durante 7-10 dias a 28°C, as culturas foram estocadas em refrigerador.
Em um estudo conduzido por Milagres et al. (1999) verificou-se que o contetido de
ferro no meio de extrato de malte (Merck) foi menor que 1,8 uM. Este resultado foi obtido

através de espectrometria de absor¢ao atdomica

2.3 Tratamento da vidraria

Para eliminar tracos de ferro(IIl) da vidraria e padronizar as condi¢cdes de cultura tendo
como Unica varidvel a quantidade de ions férricos em solucdo, todo o material utilizado nas
culturas (cultivo com ou sem ferro(IIl)) foi tratado. A vidraria foi deixada por pelo menos 48 h
imersa em uma solu¢dao 1,2 M HCI. Apés esse periodo, foi autoclavada com uma soluciao de

EDTA 0,1% e em seguida foi feita uma nova autoclavagem com dgua deionizada.
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2.4 Condicoes de crescimento

Os micélios das espécies de fungo foram crescidos em duas situagdes diferenciais: a)
com disponibilidade de ferro(Ill) no meio (90 uM de FeCl;) para repressdao da producdo de
sideréforos e, b) sem ferro(III) ou com concentracdo de ferro(IIT) muito reduzida para indugao
da producdo de sider6foros ou de compostos quelantes de ferro. Esta concentragdo de
ferro(III) foi escolhida com base em resultados obtidos por Fekete e al. (1989), no estudo da
producdo de sider6foros em 10 espécies de fungos que degradam madeira. O meio de cultura
foi sempre previamente autoclavado por 15 min a 1 atm. As culturas foram incubadas a
temperatura de 28°C.

Duas condicdes de agitacdo foram utilizadas: a) sem agitacdo em camara de
germinagdo e b) com agitacdo a 120 rpm em agitador orbital (Digital Refrigerated Incubator

Shaker, Model C25-KC, New Brunswick).

2.5 Obtencao da curva de crescimento

Na etapa de obteng¢do da curva de crescimento foi preparada uma suspensao de pré-
in6culo para cada espécie de fungo a ser inoculada. Esta suspensdo consistia de 25 mL de
meio liquido de extrato de malte 2% e micélio em quantidade equivalente a cerca de um
quarto da placa de Petri estoque obtida como descrito no item 2.2, deste capitulo. Agitou-se a
suspensdo para se obter o maximo de homogeneidade. Em seguida, inoculou-se 1,0 mL desta
suspensdo em 18 Erlenmeyers (por espécie) contendo 25 mL de meio de extrato de malte 2%.
Os micélios foram crescidos a 28°C com ou sem agitacdo. A coleta das amostras foi feita em
triplicata aos 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias de cultivo para o meio com adi¢ao de ferro(IIl). Para o
micélio crescido sem adi¢dao de ferro(IIl) as amostras (triplicata) foram colhidas aos 3, 6, 9,
12, 15 e 42 dias de cultivo. Decidiu-se medir o resultado aos 42 dias em cultivo no meio sem
ferro(IIT) devido ao fato de nao ter sido detectada inducdo na producdo de sider6foros aos 15
dias. E também, com base no estudo de Fekete er al. (1989), que analisaram a produgdo de
sider6foros pelo ensaio universal de CAS para 10 espécies de fungos entre as quais o P.
chrysosporium. Para a reacdo com CAS, estes autores utilizaram os caldos de cultivo em meio
liquido apés 30 dias de crescimento.

Para a andlise da curva de crescimento foram feitas medidas do peso seco de cada

28



triplicata por tempo de cultivo. Cada amostra foi filtrada em papel de filtro com ajuda de
bomba de vécuo. Os filtros com os micélios foram colocados por aproximadamente uma hora
em estufa de 60°C, e em seguida colocados em estufa de 100°C por mais uma hora, apds este
periodo foram passados para dessecador contendo silica para o resfriamento dos pesa filtros e
do material filtrado. Apds resfriado, o material foi pesado sendo que o procedimento de
secagem a 100°C foi repetido até que o peso obtido apresentasse diferenca inferior a 2 mg
entre o valor obtido na pesagem anterior da mesma amostra. Cabe salientar, que antes da
filtragem dos micélios o papel filtro juntamente com o pesa filtro foram colocados na estufa de

100°C por uma hora, resfriados e pesados.

2.6 Dosagem de sideréforos com CAS (Cromo Azurol S)

Para obtencdo da curva de producdo de sideréforos procedeu-se a dosagem em cada
um dos caldos (triplicata). A dosagem de sideréforos no caldo de cultivo foi determinada por
reacdo com reagente CAS tendo sido misturados, 0,5 mL de caldo de cultivo e 0,5 mL de
solucdo de CAS preparada como descrito por Schwyn & Neilands (1987). Para preparar 100
mL da solu¢do do corante inicialmente diluiu-se 6 ml de uma solu¢do de 2mM de HDTMA em
cerca de 20 ml de 4dgua deionizada. Em seguida adicionou-se lentamente sob agitacdo a
solu¢do composta de: 1,5 ml da mistura da solu¢do de ferro(Ill) (ImM FeCl;.6H,O e 10mM
HCl) e 7,5 ml da solucio de 2 mM CAS. Por ultimo, prepara-se 40 ml de uma solugao
composta de 4,307 g de piperazina anidra na qual é adicionado cuidadosamente 6,25 ml de
12N de 4cido hidrocloridrico. Esta solu¢ao tamponante (pH = pK, = 5,6) é acrescentada ao
restante da mistura de CAS. O volume final € obtido acrescentando-se dgua deionizada.

Ap6s 1-2 h da solugao de CAS Ter sido misturada com o caldo de cultivo procedeu-se
a leitura da absorbancia desta reacdo em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 630
nm. O valor obtido foi comparado com o valor obtido para referéncia (meio sem indculo +
solu¢do de CAS) calculando-se: [(referéncia-caldo de cultivo)/referéncia]*100. O aparelho foi
zerado com a cubeta vazia como branco. Convencionou-se um limite minimo de significincia
de 10% da porcentagem obtida no calculo acima descrito, sendo que resultados abaixo de 10%
foram considerados negativos. Este valor foi determinado baseando-se em Machuca

(comunicacdo pessoal) e Machuca & Milagres (2003).
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3. Resultados e discussao

Os resultados obtidos nas curvas de crescimento e de produgdo de sider6foros para o
micélio crescido em meio sem ou com adicdo de ferro(Ill) em agitacdo, estdo mostrados na
Figura 1 para P. chrysosporium e na Figura 2 para L. edodes. Os resultados obtidos nas curvas
de crescimento, obtidas para P. chrysosporium e L. edodes crescidos em meio sem suprimento
de ferro(Ill) e sem agitacdo, estdo apresentados na Figura 3. Ainda, na Figura 3, estdo as
curvas obtidas para os micélios de P. chrysosporium e L. edodes crescidos (sem ferro) com

agitacdo para a comparagdo entre estas duas condi¢des de cultivo.
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Curva de crescimento medido em peso seco do micélio (H) e de reacio com CAS

medida em porcentagem de reacdo do caldo de cultivo com o reagente Cromo Azurol

S (®). A e B. Curvas obtidas para o fungo P. chrysosporium crescido em meio

liquido sem adicao de ferro e com adi¢ao de 90 uM de FeCls, respectivamente. Escala

do eixo Y: 0 a 210. As barras indicam o desvio padrao de 3 cultivos.
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medida em porcentagem de rea¢do do caldo de cultivo com o reagente Cromo

Azurol S (@). A e B. Curvas obtidas para o fungo L. edodes crescido em meio

liquido sem adicdo de ferro e com adi¢do de 90 uM de FeCls, respectivamente.

Escala do eixo Y: 0 a 210. As barras indicam o desvio padrao de 3 cultivos.
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ferro, e B. L. edodes crescido em meio liquido sem adi¢ao de ferro. Escala do eixo Y: 0 a

240 (A) e 0 a 250 (B). As barras indicam o desvio padrao de 3 cultivos.
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Verificou-se para P. chrysosporium (Figura 1A e 1B), que aos 18 dias de cultivo o
micélio apresentava uma tendéncia ainda ascendente de crescimento independentemente da
condi¢do de suprimento de ferro. Ainda, como se pode verificar nas Figuras 1A e 1B, houve
um menor crescimento do micélio no meio com suprimento de ferro. Isto deve ter ocorrido
devido a toxicidade deste metal a partir de determinadas concentragdes para a maioria dos
microrganismos (Rutherford e al., 2001; Blaiseau et al., 2001; Braun & Braun, 2002b). O
ensaio de CAS para detec¢do da produgdo de sider6foros permitiu observar que no meio sem
disponibilidade de ferro(IIl), Figura 1A, ndo foi obtida uma producdo significativa, ou seja
acima de 10% de resposta na reacdo com CAS, o minimo estabelecido para a resposta ser
considerada positiva (item 2.6). Este resultado pode ter sido devido a uma diluicio dos
compostos no meio liquido dificultando a deteccdo da reacdo com o corante. Por outro lado,
para o micélio crescido em meio com suprimento de ferro(Ill), Figura 1B, aos 18 dias de
cultivo observou-se uma resposta de 16,8% na reacdo com CAS, sendo que este resultado nao
era esperado.

Segundo Shin et al. (2001), o uso do método de deteccio com CAS em cultivo liquido
apresenta alguns problemas inerentes da composi¢do do meio quando se quer medir a
producdo de sider6foros em meios complexos. A maior dificuldade refere-se ao fato de que
vérios ingredientes de meios complexos, tal como o extrato de malte, tém coloracdo amarelada
o que interfere seriamente na medi¢do espectrofotométrica da coloragdo amarela/laranja
devida ao CAS livre de ferro. Somando-se a isto, quelantes de baixa afinidade tais como o
fosfato, o citrato e o acido diidrozibenzdico presentes em meios complexos, podem interferir
no resultado do ensaio com CAS em cultivos liquidos. Ainda, acima de pH 7,0 a cor azul da
solu¢dao de CAS pode mudar para amarelo devido a formacao de hidréxido de ferro.

Desta forma o resultado (reag@o positiva na reagdo com CAS) obtido para o fungo P.
chrysosporium crescido em meio com suprimento de ferro pode ter sido devido a um ou mais
fatores dos citados acima, os quais podem ter levado a uma medida alterada quanto a presenca
de corante livre de ferro sendo que o valor obtido (16,8%) se aproxima do valor minimo
estabelecido para que a resposta seja considerada positiva.

Para L. edodes (Figura 2A e 2B), cultivado com agita¢do, aos 18 dias de cultivo
observou-se que o micélio cultivado em meio sem ferro (Figura 2A) apresentava uma

diminui¢do no crescimento enquanto que para o micélio crescido em meio com ferro (Figura
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2B) observou-se um pequeno crescimento com tendéncia ao crescimento estaciondrio. Ainda,
como se pode verificar nas Figuras 2A e 2B, houve um menor crescimento do micélio no meio
com suprimento de ferro em relagdo ao micélio crescido sem ferro, como observado para P.
chrysosporium. Os resultados obtidos na curva de producio de sider6foros detectada por meio
da reacdo com CAS foram menores que 10% sendo que desta forma considerou-se que nao foi
detectada producdo de sideréforos por L. edodes independentemente na condicdo de
suprimento de ferro no meio de cultivo. Como discutido acima este resultado pode ser devido
a uma diluicdo dos compostos no meio liquido o que poderia estar dificultando a deteccdo da
reacio com o corante.

A comparacdo da curva de crescimento dos micélios crescidos sem e com agitacido
(Figura 3A e 3B), permitiu verificar que, de um modo geral, para os dois fungos estudados o
crescimento do micélio com agitacdo foi maior em compara¢do ao crescimento feito sem
agitacdo. Entretanto, para L. edodes verificou-se que a partir dos 9 dias de cultivo houve uma
queda brusca do crescimento com agitagdo (Figura 3B) o qual foi retomado aos 15 dias, sendo
observada uma tendéncia de crescimento ascendente neste periodo. Ainda, como os dados
(massa seca de micélio) da curva de crescimento para o micélio crescido sem agitacdo foram
obtidos aos 18 dias de cultivo e novamente s6 aos 42 dias de cultivo foi possivel observar,
para os dois fungos, que até este momento havia crescimento. Entretanto, como néo foi obtido
mais um ponto num tempo de cultivo préximo nao € possivel afirmar se este crescimento ja
estava estacionado ou ndo.

Em um estudo conduzido em nosso grupo (Herndndez-Macedo et al., submetido), os
resultados apresentados neste capitulo, obtidos no cultivo de micélio em meio liquido com
agitacdo, foram utilizados com o objetivo de correlacionar a producido de compostos quelantes
de ferro (ensaio de CAS) em meio liquido e sélido e a expressdo de proteinas reguladas por
ferro (andlise de extratos protéicos por SDS-PAGE).

No ensaio de CAS em meio liquido, como discutido acima, nao foi observada
reacdo positiva com CAS para nenhuma das espécies de fungo estudadas em nenhuma das
condicdes de crescimento exceto para P. chrysosporium crescido em meio com suprimento de
ferro(IIl) e a partir do 15-18° dia de cultivo, sendo que este resultado pode ter sido devido a
outros fatores e ndo a producdo de sideréforos uma vez que esta produgdo nio era esperada

para as condi¢des de suprimento de ferro(Ill). O ensaio de CAS realizado em meio sélido
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confirma a suspeita de que outros fatores tenham interferido no resultado obtido para o ensaio
liquido em condi¢ao de suprimento de ferro uma vez que nao foi observada reacdo no CAS-
dgar nos cultivos realizados com meio em que foi adicionado FeCl; (Herndndez-Macedo et al.,
submetido). Como descrito no artigo de Hernddez-Macedo et al. submetido ao peridédico
Journal of General and Applied Microbiology (final do capitulo) para o ensaio de CAS em
meio sélido foram utilizadas placas de Petri contendo em uma metade meio de extrato de
malte com o corante CAS complexado com ferro(IIl) e na outra metade meio de extrato de
malte com ou sem suprimento de ferro, sem CAS. Isto foi feito devido ao fato da solug¢do do
corante possuir o detergente HDTMA (hexadecyltrimethyl-ammonium bromide), o qual é
téxico para muitos organismos impedindo o crescimento normal do micélio. Desta forma,
micélio de cada um dos fungos estudados foi inoculado na porcdo das placas que continha
somente o meio de cultivo. A reacdo com CAS foi monitorada até os 11 dias de cultivo, tendo-
se observado que para os fungos cultivados em meio sem suprimento de ferro houve uma
mudanga de cor na porc¢do da placa contendo CAS-dgar a qual iniciou no quarto dia de cultivo,
para as duas espécies de fungos. No meio contendo ferro, ndo foi observada mudanga de cor
na por¢do CAS-4gar para nenhum dos fungos estudados. Ainda neste estudo, aos 11 dias de
cultivo, o micélio crescido na por¢ao do meio sem CAS foi coletado e usado para a obtengao
dos extratos protéicos celulares, os quais foram analisados em gel. Por este experimento,
diferentes padrdes de proteinas foram observados para os micélios crescidos em meio sem ou
com suprimento de ferro(Ill), indicando que a sintese de proteinas reguladas por ferro pode
estar correlacionada com a producdo de compostos quelantes de ferro do tipo sideréforos.
Ainda comparando-se o padrdo de proteinas obtido por SDS-PAGE para os micélios
de P. chrysosporium e L. edodes crescidos em meio liquido (Herndndez-Macedo et al., 2002)
com o padrdao de proteinas obtido para os micélios dos mesmos fungos crescidos em meio
s6lido (Hernandez-Macedo et al., submetido) verificou-se que os perfis de proteinas reguladas
pela condicdo de suprimento de ferro eram bastante similares. Desta forma, este resultado
permite concluir que embora nao tenha sido detectada a reacdo positiva de CAS no presente
estudo, provavelmente devido a uma diluicdo ocasionada no meio liquido, a expressdao dos
genes regulada por ferro no micélio crescido em meio liquido é muito semelhante aquela
observada para o micélio crescido em meio sélido para o qual se detectou reacdo com o

corante CAS, principalmente no caso de P. chrysosporium.
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4. Conclusoes

De um modo geral observou-se um crescimento de massa micelial ascendente entre 9 e
12 dias de cultivo sendo que o periodo determinado para a coleta do micélio foi estabelecido
para 10 dias em cultivo com agitacdo (110 rpm), periodo no qual os genes que codificam
proteinas envolvidas na aquisicdo do ferro entre elas as envolvidas na sintese de compostos
quelantes de ferro, entre estes sideréforos, deveriam estar sendo expressos.

Considerou-se que nao houve detec¢ao da producgao de sideréforos pelo ensaio de CAS
em meio liquido nas condicdes de crescimento utilizadas neste estudo. Entretanto, este
resultado pode ter sido devido a uma diluicdo no meio liquido dos compostos secretados pelo
micélio durante o desenvolvimento o que estaria dificultando a detec¢ao da reacdo com o

corante.
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Summary

Lignin biodegradation by white-rot fungi is an enzymatic process caused by oxidative
enzymes. In addition, low molecular mass iron-complexing compounds produced by fungi
under nutritional iron-starvation might mediate wood biodegradation. The purpose of this
paper was to correlate the expression of iron-regulated proteins to the production of iron-
chelating compounds using differential SDS-PAGE profiles and a modification of the
universal chrome-azurol S (CAS)-agar plate assay. Two wood-degrading fungi were studied,
Phanerochaete chrysosporium and Lentinula edodes. Both showed color change on the CAS-
blue agar under iron-starvation, starting on the fourth day of culture. When 90 uM FeCl; was
present in the medium CAS color change was not observed during the 11 days of culture when
mycelia reached an early-stationary phase of growth. For each condition, mycelial protein
extracts were analyzed by SDS-PAGE and different protein profiles were observed for
mycelia cultured under iron-starvation and iron-replete agar-media indicating that the
synthesis of some iron-regulated proteins may correlate with the production of siderophore-

like iron-chelators.

Key words: iron-chelating compounds; white-rot fungi; white-rot iron responsive proteins.
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Introduction

White-rot is a type of wood decay caused by fungi belonging to Basidiomycotina.
These fungi present a great capacity to degrade all the components of the wood, particularly
lignin (Ander and Eriksson, 1977; Leonowicz et al., 1999). A great diversity exists among
several fungal species that cause white-rot, and different mechanisms of lignin degradation
may occur (Blanchette, 1995). White-rot can be divided into two additional sub-types. One
involves the decay of all wood components simultaneously. Wood decay occurs by formation
of erosion troughs and by progressive thinning of wood cell walls. This type of decay is
consistent with a model in which several polymer-degrading enzymes act on the exposed
surfaces of the wood cell walls producing a progressive removal of wood components from
the lumen to the middle lamella. The second type of white-rot is produced by a relatively
small number of white-rot fungi that are selective for lignin degradation. In this case, removal
of lignin and polyoses from the wood cell walls occurs without progressive thinning of the
wall. For this kind of white-rot, it has been demonstrated that the direct action of the enzymes
on wood cell walls cannot explain the biodegradation process. Extracellular enzymes produced
by wood-degrading fungi are too large to penetrate the intact wood cell wall (Abuja et al.,
1988; Carpita et al. 1979). Therefore low molecular mass compounds (LMMC) might precede
enzymes into the microvoids of lignocellulose structure (Paice et al., 1993; Tanaka et al.,
1991; 1996). In addition, the participation of LMMC in wood decay has been well
documented. Among the LMMCs, those with metal chelating characteristics, especially iron-
chelating compounds are distinguished (Goodell, et al., 1997; Machuca et al., 1999). Jellison
et al. (1991) reported the production of low molecular mass iron-binding compounds by
Gloeophyllum trabeum, a brown-rot fungus. Today it is well known that brown-rot fungi use
Fenton type mechanisms involving the participation of iron chelators in wood biodegradation
(Goodell et al., 1997; Jensen et al., 2001; Kerem et al., 1999; Paszczynski et al., 1999), but a
similar process in white-rot fungi is not clear. The production of iron chelating compounds by
some white-rot species and the capacity of those chelants to oxidize phenolic compounds such
as lignin and chlorolignin have been described by several groups (Ferraz et al., 2001; Parra et

al., 1998 a, b; Tanaka et al., 1999).
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Iron, as an essential element for fungal metabolism and growth as well as an active
component of the extracellular heme enzymes that are involved in white-rot degradation, may
play a role in the wood biological degradation (Jellison et al., 1991, Rodriguez et al., in press).
It is the fourth most abundant metal in the earth’s crust, but despite this abundance, the
acquisition of this essential nutrient represents a challenge for most organisms because its
extremely low solubility and bioavailability under aerobic conditions at physiological pH
(Bagg and Neilands, 1987). In response to Fe-stress, many microorganisms excrete high iron-
affinity LMMC into the extracellular medium, termed siderophores, to scavenge and solubilize
ferric iron (Hider, 1984; Neilands, 1984, 1995). The well-known and widely used method for
detection of siderophores in solid medium is the universal agar plate assay described by
Schwyn and Neilands (1987). The assay is based on a competition for iron between CAS dye
and a chelator produced by microorganisms. A modification of this assay developed to avoid
problems with toxicity of the reagents for basidiomycetes and Gram-positive bacteria was
recently reported (Milagres et al., 1999). Fekete et al. (1989) described the first study on
siderophore production by wood-decay fungi. They assayed several basidiomycetes for iron-
chelant production, including a Phanerochaete chrysosporium strain. All species tested
positive after 3 weeks of incubation under iron starvation, whereas the presence of iron in the
culture medium repressed siderophore production. By modifying the CAS-agar assay,
Milagres et al. (1999) also confirmed the production of iron-chelating compounds by
basidiomycetes including white-rot P. chrysosporium and Lentinula edodes.

In this study, both production and repression of iron-chelating compounds in P.
chrysosporium and L. edodes cultured on solid malt extract medium have been investigated
using modified CAS-agar assay. Mycelia growth was monitored during 11 days in cultures
under iron-restriction and iron-supplied conditions. Protein extracts from the tested samples
were compared by SDS-PAGE to detect differential band patterns between the two

experimental conditions.
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Material and Methods

Microorganisms and CAS assay

Two wood-decay fungal species were used in this study, P. chrysosporium BKM-1767
and L. edodes UEC-2019, which was kindly provided by Prof. Nelson Durdn from the
Biological Chemistry Laboratory, UNICAMP, Brasil and maintained in the culture collection
of the Department of Biotechnology, Lorena, SP, Brasil. Fungal stock cultures were
maintained on 2% malt-extract-agar (MEA) plates, grown at 28°C and stored at 5°C. Fe-
replete condition were established by adding 90 uM FeCl; to the culture medium. For Fe-
starvation, iron traces were removed by treating all glass flasks with 10% HCI for 48 hours,
autoclaved at 1 atm for 15 minutes with 10 mM EDTA, and rinsed with deionized sterile
water. Growth curves for each fungal mycelium incubated in liquid medium under differential
iron conditions were obtained as follows. To proceed with the inoculation of the cultures a
mycelial suspension was prepared from a pre-culture in 25 mL of 2% malt-extract liquid
medium. The suspension was shaken to obtain maximum homogeneity. Thereafter, 1 mL of
this suspension was inoculated in 125 mL Erlenmeyers containing 25 mL of medium. A total
of 15 Erlenmeyers for species were prepared. To construct the growth curves, mycelia were
collected by filtration and dry at 60°C for 1 h followed by 1h at 100°C. After that they were let
to cool to room temperature in a vacuum desiccator and weighted. For each sample, the whole
drying procedure was repeated. Dry weight was obtained when the weight variation was below
2 mg after several drying steps. Samples were recovered every 3 days (each point
corresponding to the mean of 3 independent measures).

The modified universal CAS assay described by Milagres et al. (1999) was used to test
both the induction and the repression of iron-binding compounds in response to Fe-starvation
and Fe-replete conditions, respectively. CAS-blue agar was prepared according to Schwyn and
Neiland (1987). To establish differential Fe-growth media, MEA plates with or without 90 uM
FeCl; were prepared. An experimental plate was divided in halves containing in one side MEA
medium with or without iron and in the other side the CAS-blue agar. For each condition, P.

chrysosporium and L. edodes taken from freshly prepared culture plates were inoculated in the
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halves containing culture media. The plates were incubated at 28°C. The CAS reaction was
monitored daily during 11 days by observing the advance of the color-change front in the
CAS-blue agar, starting from the borderline between the two media. Mycelia were recovered

by scraping the plates. They were frozen in liquid nitrogen and stored at —80°C until use.

Cellular protein extraction and SDS-PAGE analyses

Cellular protein extracts were obtained from P. chrysosporium and L. edodes mycelia
grown in the presence of 90 uM iron and in the absence of the metal. Mycelia recovered from
each growth condition were grounded to a fine powder in liquid nitrogen with a pestle and a
mortar. The protein extraction procedure was according to De Mot and Vanderleyden (1989).
Originally, the method was described for Azospirillum species; recently, it had been used for
Acidithiobacillus ferrooxidans (Novo et al., 2000), for plant tissues (Mangolin et al., 1999),
and was adapted for fungal mycelia (Herndndez-Macedo et al., 2002). After isolation, cellular
proteins were suspended in lysis buffer (9.8 M urea, 2% (v/v) Nonidet P-40, 100 mM
dithiothreitol). Protein samples were stored at — 70 °C until loaded in a gel. In all cases protein
concentration was determined according Bradford (1976). Approximately 40 ng of cellular
proteins were loaded in 15% SDS-PAGE according to Laemmli (1970). The 10 kDa Protein
Ladder (Gibco-BRL, Bethesda, USA) was used as molecular weight standard to estimate
differentially expressed mycelial protein molecular weights. The protein profiles were

visualized by silver staining as described by Blum et al. (1987).
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Results

Mycelia growing curves

To test if the different culture conditions cause significant changes in the mycelia
growth curves, dry weight of each fungal species from liquid culture was followed. Although
the rate of growth is similar in iron-sufficient and iron-deficient conditions an inhibition effect
was observed by the presence of iron, especially for P. chrysosporium (Fig.1). In contrast, on
agar plates, the two different culture conditions did not seem to interfere significantly with
fungal growth as the time to cover the MEA half of the plate was the same for each fungus

under both conditions.

CAS-agar Universal test plate

After four days of incubation, mycelia of both species presented a complete covering in
the MEA-half culture plates. Positive reaction in the modified CAS universal plate assay
resulted in a color change of the blue CAS-agar reagent placed in half-plate to pink or light
pink depending on the fungal species. Figure 2 shows culture plates from the fourth to the
eleventh day of mycelial incubation. Under iron-stress, the blue color on the CAS-agar
medium was replaced by a pink color or a light pink color observed for P. chrysosporium and
L. edodes, respectively (lanes A, C). In contrast, mycelia incubated in iron-replete plates did

not promote CAS color change during the same period of culture (lanes B, D).

Total proteins extraction and SDS-PAGE analyses

Eleven-day-old MEA cultured mycelia of the two species were collected from the iron-
supply and the iron-restriction plates. Analysis of cellular protein extracts in SDS-PAGE gels
showed differential patterns for each culture condition. On repeated protein preparations and
different SDS-PAGE runs, the apparent MW for the proteins that had an increased synthesis in
P. chrysosporium iron-deficient mycelia corresponded to: M; = 21, 27, 37, 48 and 61 (Fig. 3,
A). For L. edodes iron-deficient mycelia, the apparent MW for the proteins that have an
increased expression were: M, = 11, 18, 20, 24, 28, 30, 31, 37, 48 and 57 (Fig. 3, B).
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Discussion

In this paper we describe the expression of iron-chelating compounds by P.
chrysosporium and L. edodes throughout 11 days of growing in malt-extract-agar plates.
Those compounds were efficiently repressed by iron suggesting a siderophore origin. We also
verified the production of iron-regulated proteins in agar-plate growing mycelia under the two
conditions. In a previous paper we described the identification of iron-regulated proteins
expressed in the two species cultured only in liquid malt extract medium (Herndndez-Macedo
et al., 2002). However, siderophore detection in liquid medium was inefficient for mycelia
using CAS reaction after 11 days of culture (data not shown). CAS-positive reactions for
wood decay fungi have been described in filtrates from 3-4 weeks old cultures, that is, late-
stationary phase mycelium cultures (Fekete et al., 1989; Jellison et al. 1991). In the present
study, a modified CAS-agar plate assay showed positive reaction starting from the fourth day
of culture under iron-starvation conditions (Fig. 2). Iron-starving cultures began to change the
CAS-blue color to pink in P. chrysosporium plates (Fig. 2A), in the 11™ day the blue half of
the plate had become completely changed. In L. edodes plates the color change also began on
day four (Fig. 2C), even though CAS-blue color turned light pink. The color change in both
fungi was repressed by the presence of 90 UM FeCl; in MEA cultures (Fig. 2B, D). It can be
inferred from those data that malt extract has low iron availability whereas it is a complete
medium for fungal growth (Fig. 1). Therefore, the production of high affinity iron chelating
compounds is induced in this medium (Fig. 2). Some other papers also describe the production
of iron-chelating compounds by wood-decay fungi under several situations (Durdn and
Machuca, 1995; Enoki et al., 1997; Ferraz et al., 2001; Goodell et al., 1997; Milagres et al.,
1999; Rodriguez et al., 1997) even though they did not test the iron-regulated character of
their expression.

As discussed by Fekete et al. (1989), iron stress in wood-decay fungi may decrease the
pH of culture medium (Emery, 1980) and might as well excrete metabolic chelators such as
citric acid, not directly involved in iron uptake but can cause color change in CAS reaction.
However, Schwyn and Neilands (1987) observed that citrate have to be present in high
concentrations to give CAS positive test. In our experiments with liquid medium, the pH

measured every three days was around 5.00 for both fungi throughout the 11 days of culture
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(data not shown), therefore it was inferred that the color change observed in plates of iron-
stressed mycelia is due to chelators involved in the iron uptake process rather than to the
production of other acidic chelators.

The results on SDS-PAGE of iron-regulated proteins obtained from mycelia cultured in
liquid medium for the two fungal species have been discussed in a previous paper (Herndndez-
Macedo et al., 2002). By comparing the cellular protein patterns described here with those
previously reported, it is observed that iron-responsive protein profiles are very similar for
mycelia grown on either liquid or solid media, although we failed to detect iron-chelating
compounds in cultures performed in liquid medium. In the present paper we show a
correlation between the expression of iron-starvation induced proteins in mycelia harvested
from solid culture medium and the formation of iron-chelating compounds.

In the literature, there are very few data about fungal genes and proteins involved in the
biosynthesis of siderophore-like compounds (An et al., 1997; Haas et al., 1997, 1999; Mei et
al., 1993; Oberegger et al., 2001; Voisard et al., 1993; Yuan et al., 2001; Zhou et al., 1998).
For iron-starving mycelia, one polypeptide of 60 kDa for P. chrysosporium and one of 57 kDa
for L. edodes are differently expressed (Fig. 3). Those polypeptides could be the homologs in
white-rot fungi of proteins involved in siderophore biosynthesis such as the L-Ornithine N5-
oxygenase in Ustilago maydis, which is a polypeptide with an estimated M, of 62 kDa (Mei et
al., 1993). Additionally, for both P. chrysosporium and L. edodes it is observed a 37 kDa
polypeptide with increased expression under iron-starvation. This polypeptide might represent
lignin (LiP) or manganese peroxidases (MnP), since the great majority of such enzymes have
M; ranging from 35 to 40 kDa. It is well known that several LiPs are differently regulated
under limitation for either carbon or nitrogen nutrients (Leisola, 1987; Stewart & Cullen,
1999). Therefore, iron limitation could be also a regulating condition for LiP expression.
Actually, an ongoing parallel research project identified a GLGS LiP-homolog transcript only
in mycelia grown under iron-starvation condition (Assmann EM, personal communication).

Other polypeptides induced by iron-starvation observed in P. chrysosporium and L.
edodes SDS-PAGE profiles can be involved in the transport of iron-complexes through the
cellular membrane. In Saccharomyces cerevisiae there is a siderophore-mediated iron
transport pathway, which depends on various homologous transporters belonging to the major

super-facilitator family (MSF) (Lesuisse et al., 1998, 2001; Yun et al., 2000a, 2001).
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Recently, Blaiseau er al. (2001) presented data suggesting that two iron-regulated proteins,
Aftlp (Yamaguchi-Iwai et al., 1995, 1996; Yun, et al., 2000b) and Aft2p with estimated M; 76
kDa and 46 kDa, respectively, have overlapping functions in the modulation of the expression
of MSF proteins.

This paper describes for the fist time the expression iron-starvation induced proteins
concomitantly with the production of iron-chelating compounds in two white-rot fungi in the
early-stationary growing phase. Therefore, the proteins described here might be involved in
the iron-uptake and transport processes. Further investigation is necessary to verify which,
among iron-regulated proteins described here, are involved in iron-chelator biosynthesis

pathway or in the iron-complex transport process.
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curves correspond to mycelia grown in 2% malt extract liquid medium, with or
without the addition of 90 uM FeCls, as indicated. (A) Curves for P. chrysosporium
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Figure 2, artigo: Production of iron-chelating compounds detected in plates using the CAS-agar
plate modified method described by Milagres et al. (1999). (A) and (B) P. chrysosporium
without or with the addition of 90 uM FeCls, respectively. (C) and (D) L. edodes without
or with the addition of 90 uM FeCl;, respectively. The numbers above the plates indicate
the days of incubation. The increase in the production of iron-chelating compounds can be
observed by the progressive color changing of the blue agar/CAS medium to pink and
light pink for P. chrysosporium and for L. edodes, respectively.
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?Figure 3, artigo: SDS-PAGE profiles of cellular proteins extracted from mycelia grown under
iron deficiency (1) and sufficiency (2) in 2% agar-malt extract medium. Panel A: P.
chrysosporium. Panel B: L. edodes. The arrows indicate induced proteins in iron-
‘deficient profile; the numbers are estimated molecular weight. Traces and numbers
beside the gels are values indicating the bands of protein molecular weight standard
(M) in kDa (10 kDa Ladder, Gibco-BRL, Bethesda, USES)
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Capitulo 2

Estudo da expressao génica regulada por ferro em

P. chrysosporium pelo método DDRT-PCR.
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1. Introducao

O método de display diferencial de mRNA (DD), desenvolvido por Liang & Pardee
(1992) para o estudo da expressdo de genes eucariotos tem se mostrado um método poderoso
para a detec¢do e o isolamento de genes diferencialmente expressos, sendo que passados 10
anos do seu estabelecimento, mais de 3.800 publicagdes foram feitas utilizando esta
metodologia (Liang, 1998; Stein & Liang, 2002; Ivanova & Ivanov, 2002).

Este método, também conhecido como DDRT-PCR (Differential Display Reverse
Transcription-Polymerase Chain Reaction), baseia-se na sintese de cDNA a partir de RNA
total ou mRNAs expressos em duas situacdes diferenciais a serem comparadas, e na
amplificacdo por PCR utilizando primers arbitrarios (randdmicos) e oligos (d)T. Os padrdes
gerados sdo comparados através da corrida das reagdes de amplificagdo lado a lado em gel de
poliacrilamida. Desta forma, € possivel a deteccdo de diferencas no padrao de expressdo
génica entre duas ou mais condi¢des. Os transcritos expressos diferencialmente podem ser
excisados do gel, eluidos, reamplificados, clonados e sequenciados.

Em fungos, esta metodologia tem sido utilizada com sucesso no estudo de respostas
celulares durante o desenvolvimento (Appleyard et al., 1995; Leung et al., 2000), ou ainda,
face a agentes causadores de estresse (Iimura & Tatsumi, 1997; Miura et al. 2000; Ichinose et
al., 2002; Kurihara et al., 2002). Em Phanerochaete chrysosporium, Kurihara et al. (2002)
utilizaram o método para o estudo de genes responsivos ao estresse quimico provocado
dibenzo-p-dioxina, sendo identificados seis fragmentos de cDNA envolvidos na resposta ao
estresse causado por este xenobidtico.

Desta forma, no presente estudo a técnica DDRT-PCR foi usada como estratégia para o
estudo do papel do ferro na regulacio de genes envolvidos na manuten¢do do metabolismo
celular, na biodegradacdo da lignina, ou ainda, na biossintese e/ou no transporte de sideréforos
ou de outros quelantes de ferro, em fungos que degradam madeira, em especial na espécie P.
chrysosporium. Para tanto, como condi¢des diferenciais de crescimento foram feitos cultivos
do micélio de P. chrysosporium em meio sem ou com suprimento de ferro (90 uM FeCl,).

Os resultados obtidos neste estudo foram compilados no artigo apresentado a seguir e
intitulado: Iron-Responsive genes of Phanerochaete chrysosporium isolated by Differential

Display Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (Assmann ef al., 2003).
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Artigo 2

Iron-Responsive genes of Phanerochaete chrysosporium
isolated by Differential Display Reverse Transcription

Polymerase Chain Reaction

Environmental Microbiology 5:777-786 (2003)

59



Ervarcnmental Microhickogy (20049 5(9), 777 -7B6

choi: 101 i 1 4622830 22003 00476 x

Iron-responsive genes of Phanerochaete chrysosporium
isolated by differential display reverse transcription

pelymerase chain reaction

Eliana Maria Assmann,’

Laura Matia Mariscal Ottoboni,' Andrs Ferraz®
Jaime Rodriguaz® and Maricilda Palandi de RMalla!
'Ceniro de Biofogiz Woeculs e Engenhanz Gensica
(CBMEG), Universdeds Estedual de Campings

(U CAMP), Caie Fosial G010, 13083-870 Campinas,
5P Brasi,

"Depariamento oo Biolecnologia (DEBKY), Fcuidads de
Engeniane Quimica de Loreng (FACNGUIE )L Cavs
Posial 116 12600-000 Lorenz, 50 Beai

Laborstdio o8 Aecursos Aenovabiss, Uniersidad de
Concepcion, Cesiiz 160-C, Concepcion, Cinile

Surm mary

White-rot {fungus Phanerochasle chrysosporum, a
ligninalytic bazidicmycete, was studied to identify
iron-responsive genes. Deing the differential display
reversa transcriplion PCR technique (DDRT-PCR), a
total of o7 differentially expressed cDMA fragments
weere identified by cormparing band intensities amaong
lingerprinte dotained fkom mycalia cultivated in iron-
daficient and irn-replete media. Tranzcripts induced
uncleriron-staryation exhibited homologies to: a mod-
ular polyketide synthase, a TonB protein. a probabls
ransmeambrane protein, a putative ABC tramsporier
petrmease and 4 HSP7O-related heat-shock protein,
Modular polykelide synthaze and TonB prsteine are
normally expressed under in-starvation and are
known o be involved in biceynthesis and trarsport
of giderophores pempactively. Aleo, a deduced protein
with 9% similarity to a precursor of the well-known
P chrysosporom lignin peroxidase was identified
uncler iron-deficiency. Twoe DDRT-PCR products con-
firmad their iron-induced  expression. One was
haomologue to the CHOT2, which is a global regulator
ol HHA polymerase || transcription and has been
implicated in multiple roles in the contral of mANA
metabolism. The other was  similar Lo the
Schizosaocharompces pombe pulative protessome

Feoarsd 27 Fabruarg 2003; acoopied 23 Aprl, 2003, For oo
enoa E-mail mmelo@unicampbr; Tel [+35) 10 2788 1142
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maluration factor upmi. In conclusion, the majority of
irni-responsive £ chrysosoorium ranscripts isalated
in the DORT-PCR encode proteins invelved inikcn
acquisilion, especially membears of bicsynthesis and
tranzport of iron chalators.

Introduction

Iran is one of the most aburdant metas in nature-and
plays a key roke in mary celular process relying on pro-
tzing that incompore iron-coniining prosthetic groups
ard that paricipate n numerous celular redox reacions
but it can also be deletarious by accumulating andlaadng
tor the production of oxic hiydroedd free radicals. Therskore
the preduction of iron-depending celular components &
tighily reculatec]. To cwamnzome the low biosvailakilite of this
metal dus to = ke solubility &l physiological pH, mosi
organims developed differant mechanisms for eflicient
ion upiaks In general, bacteria and hongi secrei Rl
chelators, such e eiderophores, which sclubilize ferric
iron ard transpod it inko the cel (Braun and Killmann,
1299; Howard, 1229; Crosa and Walsh, 22020, Momally,
the bicegnthesis of such compounds iz under regulation
of anirondnducsd repressor (Voisard & af, 1993; Crosa
ard Walsh, 2002). The budding yeast Szocharompres
ceravisiae, which doss not produce sidercphores, has
several pathwsys of iron transport including a ko afinity
trarsporterand a numbsr ol high afinity egstems. One o
these high afinity systams recpires the reduction of Feilll)
tz Fe(ll} by plazma membrane recictasss (Dareis eial,
1290, Geomatzou and Akxarcmki, 1294; Yun izl
2201). Another high aflinity trarsport sysEm s sideo-
phoreqmediated and deperds on ssveral homologous
trarsporters of the major super-lciitateriMSF] Familg All
genes imvclved in the high affinity iron transport sysems
ara under the control of iron-cependent transcription acli-
vators (Yun si &, 2007 Bliseau sf &, 2001; Kim sial,
2002; Yamaguchi-lwal =i &, 2002).

In wood cecay, ion plags a3 key e, being dirsctly
irvcdvedd in the aclive sites of enzymes such as lignin
pemxidasss,  Manganesedepsndent peroadasss and
celichinse dehydrogerass. Inon binding compourds pro-
duced by wood-decaying basiclomycates ars reporsible
for cyclc edox syslems that producss aclive oxyoen spe-
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cies involved in potveacchande depolymenzation and lig-
nin owiclation (Tanaka & a0, 1996; Goodell = 2, 1997,
Paszcrynski efaf, 1299; Feraz etal, 2001; Jensen
ef &, 2001; Hammel ei &, 2002; Milacyes sial, 2002;
Roclnguez =il 2003).

In Fheneroohaete oy ysosponm, a modsl white-ot
furg, iron requlation upon the expression of prolens has
b=en recently reporied and both S05-PRGE and 2-0E
differantial prodiles sugoested that the procuction of lionin
peromicdass B oindussd by iron-stareation (Hermédndez-
Macedo sizl, 2002).

In thizs report, the diferenbal  dizplay Everse
trarecriplion-PER (DDAT-PCR) methodolgy, which is a
succassid techrical approach to shady cellular responsss
(Kurihara efar, 2002; Pauling & 2, 2002), was us=d o
evalua the roke of iron on the expression of genss that
might k= imparant formaintaining the cellular metabolism
and'or that might b= imvolved in the lignin bicdegradation
in the white-not besiciomycate & chigsosporiom,

Resulta and discussion
Ciiferamtisl bands recognized in DOAT-POA fingerpnnis

Ffhansochase  clrysospoTLm  on-responsive  qenss
wene iderntilied by comparison of ion-repkts and iron-
deficient growing concitions, Total AMAs from 10 dey-old
mycalia were lemplates to eynthesize cOMAz using T, MNa,
TuMC or Ti:MG as anchor pimers. Diferential display
reverse fransciption-PCAs were parformed using four
cormmercial arbitrary primers in combination toeach of the
thres anchors. Seveml differenbal cCH Az bandk idenlified
on OCAT-PCR lingerpnnts are shown in Fig, 1. The tech-
nique was wary efficient in ikkntifving diferential gene
expression, as 87 parial cOMNAs were olated. Sidy-one
and 28 bards were chitained in the absance ard in the
presance of inon respeciively. Cnly reproducible bands
were corsicered. A total of &2 DORT-PCR preducts were
guccesshlly re-amplied and cloned. The distribution of
the fragments accordng the primer used toisolals them
and the alnment with prokins in database is shown in
Table 1. For sach of the &2 padial cOMAs, at least bao
clones wera charactenzed. sLasmx analysis showed that
14 fragment ssquences (11 roredeficient; thres ion-
replete) aligned o by pothetical probzins and 24 (16 inon-
delicient; eicht iron-replate) did not presant similanty 1o
ary secuence in the dalabase. Whemeas, 26 fragment
gaquences (18 iron-daficient; seveninon-repkte) exhibitad
gimilanty to known proteirs and were used as probes in
Morthern blote to confirn their sspreszion. The elative
amount of each transcript was estimated after nomaliza-
tion uzing the A ohysosponum consliiulive god gens as
intermal control. To oblain the expeEssion ime-oourse
curees the sams DORT-PCA fragment and god gens wens

0] D2 51 82
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Fig. 1. CORTPCA hingarpnnts of RNA samples from P dhrpmasna.
pum myoaka cutured Lnder ron-delicient [0 mnd ransupplicd [5)
conditions Tha fmgarprints ware obinned with (4] CeT12NCan [B)
CRLT1 2N arbimryanchor pnmars (1] and 2] repr esent dupli-

cales Arows and bines on the (el sde of each autordograph
rdicate aither ironrapressed or 4Anduced bands respactraby

ueed as probes in at least tao different Northern mem-
branss. Tawo different washes (medium and high sirin-
cency] were parformed and three diferent exposition
times wers cbtained. The msedting time<course proliles
aven in percentage of expression were similar for sach
irdividual fragrent. & poeitive hybricization signal was
chtained for 17 fraoments (85%:). Although the probein
similanties of sight norrhybadizing clanss suggestsd that
they pley a mle in processss such as cadation or rrduc-
fian reactiong, and iron acouisition or metal tranepon, &
ko kevel of oene exprezsion is probably reeponsible for
the urdetectable Morhem Hot sicnals. Achaally, they
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Table 1. Number of DOAT-PCR sablted diHAs dassiiad acooring o the ron-diferental candbors and the arhiary primens used

Iran:daliciert condition

Iron-rapluie sonditon

Ho. al Pmtan simiarnizs No.al Proten simiamss

Arbiimry DORT-PCA Mo o DOATFCH . Neod

primars preducts nlones Knoewn  Hypothaical  Mome  produns cones Knoewn  Hypothateal  Mons
ORlr 23 18 B 4 2 7 B a =} 4

&3 1 8 da 0 2 11 8 4 ) 2

A a g da z 2 10 a £ o 2

L5 - 13 = B 3 < q 1 ) a
Tolml E1 d5 18 11 18 a3 1B [ 3 B

might be differentially sspreased, as they wers dlatad in
CORT-PCR, which amplifies poorly espreased transcipts,
bt the ke zensitisaity of Morthern bict limitsd their detec-
tion. Ancther poesibiity for poor hybridization sianals
obssread in those casse could be that the probe reoog-
nizes an mAMNA regon which forms a complex secondary
structure but this hypothesis was promptly discamled
becauzs the whole processas of both AMA gel ssparation
and hybndization are parformed uncler denalurng condi-
ticns. Mewerthaless, a significant iron-responzsive expres-
gion was obearved for 15 DORT-PCA preducts, 13 wene
incced  urder iron-deficiency and bao under inon-
suficiency. Tabke2 shows the resuliz of similanty
s=arches for the 17 clones that presented pasitive ybnd-
ization signals.

Sequences induced By iron-sypply

Tano out of the three fraomants isclated from the iron-
replets mycelia corfirmed aniron-resporsEve expression
at the 10th day of culture. The diflerential sspresszion of
fragment CE.18a wes not confirmed urder the ssparimen-
tal conditions despile ils 66% similarity 10 & fermedoxn
precursor that balongs to a Bmily of [2F=-25)] Bredoins
normally up-reculated by iron i Table 2. Mohem BHot anal-
wai of fragments A2.12F and £4.16F is shown n Fig. 24,
To nvestigate gene exprassion durng mgcelia develop-
ment, ANA from 2, & and 10 days of culture were Botted
onto a membrane and hybndized to each fragment, after
hybrdization and quantitative anakess, the data wese
plztied (Fig. 2B). Kinete profile of fraoment 22 12F shows
that therz is an nversion of gens expression according
iron conditiors during mycelum devslopment. At day 10
the expression i slightly higher in the ion-replete than in
the ironedeticient mgeslia, whereas at days 3 arel & the
transcription levels wers significantty higher in the ien-
deficient sample. £2.12f fragment showe strong homeal-
oify Wwith negative =qulator of transcription 2 (CHOT2) of
Homo sapiens homologue o yeast CCR4-NOT complex
subunit. The CCR4-MOT protin complex is a global reg-
ulator of AMA palymemss || trarecription and has been
implizaid in multiple rolesin the control of mBRA metab-

olism, inclucing iritiation, elongation and degradation. In
yaasl, some of the genes that il aflecls are ineclvesd in
nion-fermentativa growth, e=ll-wal intsgrity, metal iorrssn-
giive and cellcycle reculations (Chen et al, 2001]. The
CCRA4-MOT regulates gens expragsion bath positively and
neqalively. The repessive sifects of the complex have
E=an linked to resiricing TEP (TaTa-birding protsing
aecass to norrcanonical TATAS secuences, apparenthy
through inkeraction with mulliple TAF (TEF-asscciatad
factors] proteins. The solation of an icn-requlatedd &
chrpsosponum CMOT2 proteinchomclogue indicates an
impitant rle of inon upon mycelia development.

The fragment Ad.161 wae isdated and its iron-reEplets
expreesion at day 10 was confirmesd, althouch the highe st
lewal of tranzcnption is obssreed at day 2 At this poind
the iron-deficient expression was &% higher than the
imn-replets. The deduced protein showed 7% similanty
bo a putative proteasomes maturation factor Upmit ol
Schizosaccharomyces pombe. The prolen Upmi is part
of the proteascme precursor complexss and plays a cru-
cial rale in proeasoms maturation in & cerewsize. Ump
was identified as a type of molecular chaperone, a shor-
Ireed maturation factor recpired for sdlicient biooenesis
of the 205 proteasome (Hamos iz, 19981 The 205
protsazome s the proteoklically actve come of 265
protsazome which are multisubunit proEass complexes
ergaged in the tumowsr of short-lived proteirs that
requlate a wariety of cellular processes including sicnal
trarecucton, stress responee, lranscripional conird
chromcsome ssqregalion, DMA repair and c=ll eycle pro-
gression [Hershko and Ciechanower, 1998). Recentl), a
proteazome-mediated pathway was shown to be imeclved
in the reculation of ligninokdic actvilies in white-rot fungi
upon nitrogen and carbon starvation (Stasoezak, 2002] .

Sequerces ingduced by ron-deficiency

Thirtzen fragments iclatad from the iron-deficient mycslia
confirmec an iron-resporsive expression at the 10th daw
of culture: To invesligale gens exprassion during mycslia
development, otal RMNA from 2 6 and 10-day coltures
were blotied onto a membrene and hybndized © sach
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Table 2 Zequanze analyss o DOHTPGA predunt wath simikardy 1o GenBank sequeroes

DDORT-PCH - Iren Arbvimrganchor Band ske  Trarmonpt Idantty  Emibrty  Soom (bis)
products condition”  primens [bp)® sizz [bpf  Proteins [aocession umber] {5} 3] Evalbue
CE18a A CET1ZHG 220 2400 Ferredon pregursos b 5H 30,81
Feakarmmonas hinfama
Padene)
Az i A AFT1ZNE 480 T OTa (WP_0=2331) H. sypians B3 TA 130, 30.30
B et A adiT1ZNE €20 v Fulniva proleasoms mahuration 38 ET 35, 072
faotor upm?
Scheomcchammpous paumba
(OTa41E)
A4 10a O BaT1ZRE 4E0 540 Neduler polykatida synthase 2 ai 34, 1.0
3t 5 muarmriis
(Badenz 7]
G542 1] CETIZHY o ¥rad TonB proten mhasm 2H 50 33478
Bgumnazanim 1W0T23)
C5.6c 1] CATIZHG 310 1231 ble tansmembmne proidn 32 ar 14
Aakjona sabhnacaum
(WP Bz020)
Co.pad O CET12KE MO 750 Puimtrs ABC fransporiar prd ad 30, 82
pear meszrs @ Sunacheohaim
mulilat [HP_433045)
1.1 0 QPRI mzNa . zE0 12ad Ligninasa LGS pracursor == HE O, e 12
Phanamchaaia dhrpsosporum
(P11543)
a4 o QPRJA!IT 2NEG 300 2400 hatical protsin /7 =] q4E 1,348
hﬁlalin'umns [P oo 15
11k i QORICIM2RE 420 1630 Urknown protein Hyoophsma &t a 32 B4
gerutabum [salq050]
13a O QRICTIaNGE . 340 2833 Taunna ATP-binding trarspat 25 | 312
sysiam oa el Escharchn
ool K12 (rﬁ 400)
AZ i} ART1ZHA ] AL Sprcuty homakbgue 1 [Bpry1) 20 &1 3 28
Homa symans (093803
AZ.Ta O AZIT1ZNT ] 2314 Spry-1 M symans (042600) a3 58 a7, acar
AZ & o AZT13NEC = =) 3150 Zpry-1 H. mapiars 2808| EE| GE 6 004z
AZ &= O AZT1ZHE 400 2830 Ralaled 1o Hsp?d protein 42 B 43, Q003
m s
(CABD 447)
Ad 1da K} AT 1ZNG 30 1@3a Pulsira tmnscrphon facior fub 22 an 3215
companant
Spheamoechammpras pomba
(MP_sEsass)
C5.12a 0 CETIZHG o] 1830 Caub Canppkhanir ool =0 CE| 21, 7B
[ === e

a.H= mn-rﬂ:hh- and [ = iron-dafioen E{rﬁi.:lhcmdliun.
b DDATPCH bard sizas bassd on 1kb

o. Trenscript swes astrraled 1n Morthern ket anai
Thesa sequancae dats hmva bacn =ubmitizd to tha

Ladder [Imafronen) ised as mok-cular marker in tha fingerpnnm
basad an 0.45-1.77 kb AMA Lesdder [Imwtogan) taed as molecular markar on Ride ool
EVENBL GorBank daiabssss under scocsuion ruombers: AJEATT44, AJSATTAS, AJSAETAR,

A |TA3T 40, AlSA4R01, AJSA4EDY, AJSAAE00, AEA4E0T, AEA4E0E, A EJARDE AdSA4T0a A ELTITAT, BJBASPED AJG4ITIE

isolated fragment. ©6.122 exhibited &3% similanty to the
CeuE Camppiobecier coff prolen that iz a periplasmic
eubstrate-bincing protin of an operon reeponsible for the
uptake of a fernc sckrophors (Richardeon ard Park,
1285}, Oespite this interssting similaritg the differsntial
expression coud not b= confinmed becauss the hybndiza-
ion sigrals on both iron-deheient and ironreplets lanss
were too weak & be properly quantiied. Fragments
A4.10e, C6.4e, C5.5 and CE.26d presenked ntaresting
gimilanties that will ks dsoussed beloa The Morhem
Hots and the quantitative analysiz for thess transcipts are
ghown in Fig. 24 and B. The A4, 108 kinslic curves indicats
that the gene is tranecibed in bath conclitionz at cley & but

the kvel of expression was twa times higher in the ion-
ckficient than in the i on-repkete media. Comverssly, at day
10 the tranzcnption urder iron-supply drastically drops
wherass it increasae continuousk unckr ion-delicisncy.
The ircn-replete curve for G542 shows slight slops linear
incrzaze dunng the 10 ceye of cullure whersas ion-
clficient transciption increases significantly al dew 19,
Althouch a higher exprazssion was confirmed for lranscript
G552 inirorrdeficient mycalia at day 10, the franscaption
kwel at day & was higher lor samples grown under inon-
supply. Thess results dermonsirate that the transcription of
this gens follws differsant iron-regponses during develop-
ment. Duing the 10-day pericd, C&25d transcribas with

87003 Brciety Inr Applied Morobiclagy and Bleclwal Puhbehing Lid, Enumnmantal Liombniagy, 6, 777 -7BE

63



3 113
DR DRDR

WL - .- - -

2 ] - .- -— -

ritsA

3 I 1il

DR DRDR

LA R

i ] - - -—

riEM &

iron-responsive genes n Pharerochasts chrysoponum 781

&2 12f

oBERESR

3 ] 1
days
A 4Gl
0
20
. EO
o ~
40
i LH\F_-;_A/"
0= T T
1 [ 1]
kg s

Fig.2 a Northam biot ammalyses dunng time-oourse of culiore far ransopts induced under mon-sopply condition. For saoh fregmant, a set of
threm figures exlﬁu‘dnﬁ;c: aukarndegraph of fmpmant bybndeaiion medt, the sama mambrane ahar god’ bvbridization and the ethidum
A

bromicda stained 1 angnal zger e
irdicala ANA Tom 3, 8 and 10 -r.ﬁ-'l-.'-

ara presanted mcindicaia by the armows on tha lelt side of Igures. Numbers abosa aach sel
of oubure For emch day-point. myoalm trom both man-datioient (2 and imn-supply (2] oulures wene loedad

B. Cures chiained atier quantintng analyses for imnecnpts mdicated on the fop of eachgraph &, AWA cbimned fram myoela grown inion-
deficiart madin; B, FNA chinined fom mycela grown i iron-pkte medm

similar kinetice showing a maximum at day & in both
corchtions, excepl that the transcription levels were 1.5
tirmes hicher in mycelia culivated undsr ion-deficiency.
The eiasTx analysis showed that ceduced protein
denved from A4. 102 sequence [ Table 2) aligned bo a med-
ular polyketide synthaszs (PKS) of Srepiomyres svemmib-
lis, which is suggested to ks imvclved in the biosynthesis
of deskmiokaming dervatvss and is commonly associ-
ated with the production of highly educesd metabolites
{Crmura et &, 2001). In general synthetases have b==n
charackenzed as part of bacterial sidercphore biceynthe-
sis opsrons (Croea, 19870 In Ustiago mapds, a basidio-
myc=ts, two genss for sidemophore bicewynlhesis weane
describad. The sidl encode the L-omithine MNE-oigenass,
which catalysss the hydroeylation of L-omithing, the first
sep of siderophomre biosynthesis (Mei & 20, 1983).
The escond gene, sid2 encode 4 mullifunctional non-
ribzsomal peplide synthetass, which is induced in a low-

iren medium {Yuan e &, 2001). The irorrrespones and
the homolegy presantad by fragment £4.108 to such a
moclar polkstice synthase indicalke that it can be the P
chiysospomum homdogue imvclvad in sicderophors-likes
compoure biosymithesis.

The deducsd protein denved from fagment C5.42 pre-
sanled 48% of similanty o the TonB prokin of Bheobivm
feguminosarum. TonB is a cyloplasmic membrans protein
that spans the perplasmic spacs of cel ervelops totrans-
ducs cytoplasmic membrane-derived enargy o the cutsr
membrans recaptars of Gramnegatve bacsna to allos
active transport of iron sikkrophores and vitamin B12
iMo=ck and Coulton, 1928; Braun and Killmarn, 1298). In
acHition, iond transcription s erhanced in kw-ion condi-
tions. This Esut parmits o swggest the sxsenca of a
gimilar sidercphore-bazed high-affinity transpont mecha-
nism for inon uptake involvirg a TorB-lke protein in P
Ci1ys 05 DO,
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dalmient meda; M ANS chiained ram myoeim goswn m inon-raplela medn
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The eLasta result lor CE.8c fragment showsd similanty
with a probable transmembmne protsin of Aalsionia
soznacenm. The function of this prokin has nol besn
evalualec] becauzs s sequence was generated by
genome projgct annctation. As traremeimbrane protsing
composs several traneport systems such as the major
sup=family of transmembrans facitilators that catalyzs
uriport, sympart and antiport trareport (Marger and Saier,
1283). CE2¢ clone may encocde a protein imalved in the
tranaport of a wids variety of sclutes, The deducad protsin
from CE.28d was 44% similar to a pulatvs ABC trans-
porter permeass of Sinorhuzobium melioi. This gene is
part of a reculon that possesses sequences 1o a hich-
affinity sickerophorsiron fransport systemn and tao clusters
of putative irion ransporter genss (Angesner & &, 1922;
Mademidiz efal, 1997, Dugourd eif &, 1989 Wyckof
ef &, 1998; Barnelt of &, 2001; Gong ef 2, 2201). In
fungi, the ABC transporter system has besn described to
be nvateed in pleiotropic drug resistances, sireas respones
ard celular detowification (Zwiers and De Waad, 2000,
Wolloer et al, 2001].

Three different DORT-PCR products: (Table 2, A2.1s,
A2 Ta, A2 10c) presented similarity to the human Spry-1
protin. Inkerestngly, theze fragments showed almost
identical nucleotide saquence and similar kinetic profile
being 405 increassd n the iron<ehcient 2amples in both
G- and 10-day cullures (data not shown). Sprouty in
Orosopiiz melzmogasierencodes a eysiine-nch protsin
that defines a new family of putative sigralling molecules
that may =imilark funcion as fibroblast growth fackor
antagonists n werkebrate development (Hacohen etal,
1gaa). In humans, sprouty-1 end 2 are membrane-
anchored  phosphoprotein inhibitore of growth Fachor
signalling in endothedial cs=lls that negativel regulals
angiogenesis-associated recepbor tyrosine kinass sigral-
lirg (impecnatielic st &, 2001].

The fragment A2.16a is poorly transcribed but at day
100 its expreesion was threefokd higher inthe absencs than
in the presence of iron (data not shown). The BLasTs
aralysi showed that the deduced protein was 61% gim-
ilar tora protein related to Hapro of Mewmspora crassa, |t
iz inkereeting o mention that in geast, the minor HspTo
chapsrone of mitochondrial matris has b==n linked 2 inon
metabdism and assembly or repair of Fe'S duster
(Schilkes efal, 1929).

In surnmary, most irorestaring indussd ranschipts pra-
santed smilanties to trarsport membrane proteire ndicat-
ing that ciffersrt machanisms of ion-uptaks, nduding a
siderophore-mediated one, ars probably activated n 2
civysosporum. Ancther finding that can support the
hypothesiz of an iron-stareing inducible  sidercphors-
mediatsd iron-uptake in the white-rol fungus was the
identification of a rarecript homologous o a polyketids
gynthaze. The isolation of completa cONA of trarscripts

that showsd similanties to protens imeclved in both bio-
gynthesis ard transport of iron chelaks and the invest-
gation of their expreesion under natural wood corditiors
will coniribute toa proper characterization of their unclion
in iron uptake processes of B cfvysosponiom,

Finally, iron-deficiency incuced an OPJ-1 fragment that
showad 25%: similarity to GLIGS lignin percxidass precur-
gor of A chrpsosponium (Tabk 2, clone 1.1). Ten clossly
redatad genss cdustared in three linksge aroups encode
lionin peroxidases in @ chrpsosponum (Coresa eial,
20020, It iz known that LiP genes express in response to
limiting amounts of carbon, nitregen or sulphur duing
sacondary melabolism (Kirk and Farell, 1257). also, the
infracallular cAMP leve appars to b imporant in regu-
lating the: production of LiPs (Reddy and OFSouza, 1984).
&nircn-Egulaton upon the sxpression of LIPS in & civy-
sosponum was suggested in a previows shudy after eval-
ualing iron-resporsive proteing in 305-PAGE and 2-0E
profles [Hermdndez-Macado efal, 232020, The resut pre-
gantec] here confimms that the sspression of LP genss,
which plaw an important ole in B chiysosponum ignin
degradalion, ie ironreculated. In conchlsion, this sty
identified important genes imvclved in ion-regulated
mechaniems in the wood degrading fungus B cfinesospo-
num ard highlight the imponancs of funher characteriza-
tion of entire gere ssquence correspording to each
trarecript b make a deeper discuszion about the role of
iron in the sxpreasion of those genes ard their mportance
to the metabolism of the funous andior their possible
irvclvement in the wood degmadation process.

Exparimental procadures
Fungal sirain and culiure condibinns

Planeociasele cl‘.‘rpsnﬁprrum BEM 17G7 was giawn In
250 mil Erlenmeyar 1Bsks conlaining 75 miof 2% mall-axhacl
brolh (ME) [DIFCC, Beckon Dicknson, Sparks, MO, USA)
usirg bwo ron condtions. Cierential growth condilions were:
(Il ME mecium firen-geficienty and (i) ME medium conlaining
£0 pM Fely (ron-repleta). To remove fon haces, all glass-
ware ware dpped 1.2 M HO or 48 h, auloclaved al 1 alm
foe 20 min wilh 0,15 EOTA, insed and aulcclaved agan wilh
dalonissd waler Cullues ware incubaled al 2350 undar alr
almosphers and shaking (120 rp.m) for 10 days. Kycella
ﬁ'E'I'E'E.-ElF‘EIEIPﬂ fram he medum L'||' fillralon, Een in |I:|IH:|
ritrogen and skored al - B,

Ald soision

Ktycatium lotal FRA was i=solahed s described by Sokofoeky
ef & (18065 wilh minot modcalions. Mycela were groundad
Io & line poswdir In lkuid niligen Ta ke powdansd nyvcela
076 mi k=ls buler (06 B KNaCl 10 mi ECTA, 100 mid Tris
HO pH 8.0 and 4% 205 and an equal volume of phenc
saluralad wilh 21 K Ts-HC pH 7.4 were added. Al sep-
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araling the aqueous phasa, a second phend edraclion was
parbrmad To the upper phase, 076 volumes of &8 LIC]
were added and the midlure was incubaled ovarnight at
—20°C. Al ceniffugation, 1he pellet was resuspendsd In
0.3 rml wakar and 0.2 M lindl concaniation of scdum acelaks
pH5.2 was addesd. Finaly, the RHA was precplated by
ackling 2.5 lmes fha volume of elhano. The AMS was
then resuspended In digthylpyrocarbonate-reated deknised
waler. RNA samples wara reated wilh DMasa for 1 hat 37°C
and shored at - B C.

Difererial disply reverse fransenpdon-foH

The DDAT-PFCR exparments were pariormead as described
by Liang ard Pardes (1562), wilh minor modilications. Ak
Irary primers were: OPJ1 (Opefon Technologies, Alabama,
G, s, AR and Ad [Selh, Siiatagene, LadJdola, Ca, LISA])
ard CE {82l C, Shatagene, La Jolla, CA, USA). The first
slrard cOMA wes synihesized ina slandard revarsa lran-
scriplion reaclion incubaling 200-500 ng olal RRA wilh
10 uM T MNA of T, MG ar T NG primers for 10 mn at 80°c
In A3 pl volume. Alker this inilal incubaton, the reactions
wede perirmead In a final walume of 30l conlalning 10 mid
Trie-HC pH B3, 7B mid KO, 2mi KgCE, 10 U RrAguand
rbonuclease Inhibor human placenia (Amersham Bio-
sckencas), 10 mid CTT, 100 mi of sach 2°-decwynucleoside
E-Iriphosphale (M TPs) and 100 U Supersaipl™ I Aass
H Reverss Trarsciplasa (Imdtrogen’™'s and 1ha mixlure was
Incubaled at 37 C i B0 min. To inaclvate 1he enzymea the
rEaclianwas healed al 855C or & min. For ihe sacond-strand
synhesls, 4 ul of the frek-sirand reaclion was addad o a
mizbre confainng 1< PCA bl (Imeiircgen™), 126 mikd
KYCE 2 pkl of the =amea abilrary primer u=ad nthe lirsk
slrard symilhesis, 2 pM ol each AMTPE, 1 pClof [e-FHdaTR
{Amarsham Broeclences) and 15 Uol Ty DNA Palymersass
iAmearsham Blosdences) In 8 20yl eachon. All FCRs wee
dane In duplcale and peflormed in a PekinEmer 2400
thermal cyclar {Morwalk, CT, USA). The amplilcation condi-
licis Included an inilial denaluration slap al 94°C for 5 mn,
Icllowed by A0 cydles al 9470 for 305, 40°C ko 2 min and
T290 K 30 8. Seven wl rom each reachon were msd 126 ol
ol a solulion conlaining BI% denlsed foomamide, 0.01%
bromophanol bise and 0015 odens ovancl. The samples
wee ncubatad al B1°C k0 B min and B plweis naded on a
% polyacrylamide gl conlaining 42% urea and 1he elecho-
phoresis was pariormed in 8 Hoelar 03 Sequencer (Amer-
sham Biosckiences) at 1320 W and 36 mé. Duplicates o each
iran cardilion were kaded sida by side an denaturng gels
to guarantae reprocucbllly. The gel was Holled onlo What-
man 3M and dried uder vacuum. Citkarznlial display pro-
files were revelad on Kodak X-OMAT-AR adaradography.
To 1edlale dilferental cORAs, the DDHT-FCH Dards wege
exclsed and alubed by Incubalionat 855C far 20 min in 300 ol
dalonieed wabter and precipiaied with 0.2 B Macl and 2 walk
umes of elhand. Aller cenlriiugaton cORA was resuspended
In 20 pl delonissd waler. Four pl of the sjuled bard wera re-
amplined in & 45wl FCR midue conlaining 1 pi of the same
pimers that generaled the Nngerprint. The amplilication
cycles were parkrmad as describad betora, Fragmants wers
clonad Inlo the pGEM-T easy vectar {Promesga, kadson, Wi,

LS4, according to the manum&ciuers specilicalions. Twa o
Ive clonas lom each band were saguenced In an AR
PARIEM™ 377 DMA Sequencer (Appliad Bosystems, Fosle
City, CA, LI24). The resulls were comparsd o GenBank
sequences using the BLseTx lunclion of eLasT algoriihm,
weshan 22.1 {altschul & &, 1957,

Northam biod analjesis

Maneochasle crysmspoilm mycela wae gosn n he
abserca ard presence ol ron lor 3, & and 10 days. Appro-
malely equal amounts of lolal RN were denalured In 5%
krmaldahyda solullon contaning 407 dalonissd farmamide
ko 15 min al GG and were aclionated on a denatuning ge
{1.0°% agarcee, 1.8% formaldahyde) with 1 = N-Mopholin
propanesuphonic 22K buller (MOPS) pH 7.0 (10 = MOPS -
0.2 M MOPS: 10 M EDTA pH 8.3 B3 mM scdum acelats
pHE.Z). The RMA was larskied ko a mykn mambrans
[Hybord-N', Amersham Bosckncss) g 2 550 (20«
§SC -3 M sodlum chiorde and 0.9 M sadum ciirate) and
ezd at B0°C for 2 h. The membranss were prefybrdized fo
-4 h IN&0% delonisad krmamke, & = S8C, & « Denhardls
(0.1% polyindpyroidone, 1% ool 400, 01% BSA),
&0 sodum phosphale pH 7.2, 1% SOS and 100 pg af
denalured samon sperm DNA mE'. Approxmately 26—
1001 ol each cloned cOMA wets labaled wih [ P]-dCTP
uEirg RadPrime Labelng DA Syskem (mvirgen™,, dena-
fured wilh 0.3 N MaDH and usad as probes. The hybrdization
was parirmed ovemighl In 50% delonsad rmamide, & =
SSC, 20 MM phosphata bulker pH 7.2, 1% SDS, 5% dexian
sulphata and ihe denalured probe. Praybridzation and
Iy beidizalicn were carried out al 42°C. Aller lybridization, the
membranas wara nilially washed wih 2 = S5C and 05%
S0 1 15 min At room lemperalre, then high siirgency
washes wela repealed wice at 55°C wilh 0.1 = S8C ard
05% S0S Ior 15 min. For each fragmenl a sscond hybid
lralion pracedure was pefformed al the same condlons
descibed above, except that he siingency of Inal washes
was lowened (1.0 = S8C and 0.6% 205 al B0°C tof 15 minj.
The mambianas wefe exposed to Kodak X-OMAT Nims for
Ihres diferent exposiion mes. As & conbrd, the consiiu
ivedy exprassed glyceraklenyde-3-phosphate dehyoroge
nase gene (ged) ol P ofsysospoinm (Harmsen & &, 1893
was LEad as probe. The iybidialion sgnaks were quantined
using the Kodak Digial Sclence-1 0 Image Analysls Soltvars
ws. 203 (Eastman Kodak Compary, MY, LSA).
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Capitulo 3

Isolamento de genes utilizando primers degenerados
baseados em dominios conservados dos fatores de

transcricao da familia GATA
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1. Introducao

Os fatores de transcricilo GATA formam uma classe de reguladores transcricionais
presentes em fungos, metazodrios, animais e plantas. As protefnas da familia GATA sdo
caracterizadas por reconhecerem um sitio alvo no DNA de seis pb, conhecido como elemento
de consenso GATA, cuja seqiiéncia ¢ HGATAR (Scazzocchio, 2000). Em todas as proteinas
GATA o dominio de ligacdo a seqiiéncia de DNA consenso é formado por um ou dois motivos
dedo de zinco do tipo Cisy/Cis, (Scazzocchio, 2000) e um loop central de tamanho varidvel,
em geral com 17 ou 18 aminoécidos, o qual € requerido para o reconhecimento da seqiiéncia
GATA no DNA. O dominio de ligacio ao DNA ¢ altamente conservado entre todas as
proteinas GATA (Omichinski et al., 1993). Em fungos, os fatores GATA participam na
regulacdo do metabolismo de nitrogénio, na indugcdo de genes que respondem a luz, na
biossintese de sider6foros e na determinac¢do do mating-type (Scazzocchio, 2000).

Em fungos basidiomicetos os estudos de genes envolvidos com a biossintese de
sider6foros tém avancado. No fungo fitopatogénico Ustilago maydis que sintetiza o ferricromo
e o ferricromo A, trés genes envolvidos na biossintese, foram isolados e caracterizados, sendo
os genes sidl (Wang et al., 1989; Mei et al., 1993; Leong & Winkelmann, 1998), sid2 (Yuan
et al., 2001) e urbsl (Voisard et al., 1993; An et al., 1997a, b). O gene urbsl (U. maydis
regulator of biosynthesis of siderophores) codifica um fator de transcri¢do da familia GATA
(Urbs1) que regula negativamente a expressdo dos genes sidl e sid2, sendo o gene urbsl
regulado por ferro. Urbsl contém dois motivos dedo de zinco caracteristicos dos fatores de
transcri¢do da familia GATA (Voisard et al., 1993).

Ap6s o isolamento de urbsl, um estudo desenvolvido por Haas et al. (1997) permitiu o
isolamento e a caracterizagdo do gene sreP de Penicillium chrysogenum que codifica o fator
de transcricdo SREP do tipo GATA. Verificou-se que a seqiiéncia deduzida de SREP contém
dois motivos dedo de zinco e uma seqiiéncia entre estes rica em cisteinas, sendo que esta
regido da proteina mostrou ter 50% de identidade com a respectiva regido de Urbsl. Estes
pesquisadores utilizaram, como estratégia para o isolamento do gene sreP, a sintese de cDNA
pelo método RACE desenvolvido por Frohmann et al. (1988) e o emprego de dois primers
degenerados desenhados com base na seqiiéncia conservada do dominio de ligagdo ao DNA da

familia de proteinas GATA.
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Em estudos subsequentes esta abordagem permitiu o isolamento e a caracterizacdo de
genes que codificam fatores de transcricdo GATA envolvidos na regulacdo da biossintese de
sider6foros em diferentes espécies de fungos. Em Neurospora crassa foi identificado o gene
sre (Zhou et al., 1998; Zhou & Marzluf, 1999; Harrison & Marzluf, 2002) e em Aspergillus
nidulans o gene sreA (Haas et al., 1999), sendo que as proteinas codificadas por estes genes
sdo homdlogas a Urbs1 e a SreP (Harrison & Marzluf, 2002).

Desta forma, com o objetivo de se isolar genes que codificam fatores GATA
envolvidos na biossintese de sider6foros nas espécies de fungos Phanerochaete chrysosporium

e Lentinula edodes a estratégia utilizada nos estudos acima citados foi utilizada neste trabalho.
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2. Materiais e métodos

Para se buscar o isolamento de genes envolvidos na regulacio da sintese de
sider6foros, foram realizadas reagdes de amplificacdo utilizando primers degenerados
desenhados a partir de dominios conservados nas proteinas GATA. Para tanto, duas
abordagens foram utilizadas. Na primeira, DNA genomico dos fungos estudados foi usado em
reacdes de amplificacdo com os primers degenerados. Esta abordagem foi utilizada como uma
alternativa para se tentar garantir o isolamento do gene sendo que posteriormente poderia se
obter a seqiiéncia do transcrito. Na segunda abordagem foram sintetizadas fitas simples de
cDNA método RACE as quais foram utilizadas como molde em duas reacdes de amplificagao
seguidas, sendo que na primeira rea¢do foi usado um primer degenerado e um primer
adaptador, para o enriquecimento dos cDNAs e na segunda reacdo (nested) foi empregado

outro primer degenerado para a amplificacdo dos transcritos especificos.

2.1 Condicoes de crescimento

As linhagens BKM 1767 de P. chrysosporium e UEC 2019 de L. edodes, cedidas pelo
Prof. Dr. André Ferraz, da Faculdade de Engenharia Quimica de Lorena (FAENQUIL) foram
utilizadas.

O micélio foi crescido em meio liquido de extrato de malte 2% sob agitacdo por 10
dias a 28°C em duas situacdes diferenciais: a) com disponibilidade de ferro(III) no meio (90
UM de FeCls) visando a repressao da producdo de sideréforos e, b) sem ferro(IlI) ou com
concentracdo de ferro(Ill) muito reduzida para indugdo da producdo de sideréforos. Os

micélios obtidos foram filtrados e estocados em freezer — 80°C para posterior utilizagao.

2.2 Amplificacoes utilizando DNA genoémico
Como mencionado anteriormente, DNA gendmico de P. chrysosporium e de L. edodes
foram usados como molde nas rea¢des de amplificacdo. Para tanto, procedeu-se inicialmente a

padronizagdo da extracdo de DNA.

2.2.1 Extracao de DNA

Para a padronizacdo da extracdo do DNA gendmico foram testadas as seguintes
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metodologias:

a) Método de Zhang ef al. (1996)

Em um almofariz cerca de 100 mg de micélio foi pulverizado em presenca de
nitrogénio liquido e deixado a — 20°C durante a noite. Apds este periodo, foi acrescentado
0,75 mL do tampao de lise (100 mM Tris-HCl pH 7,5; 50 mM EDTA; 2% SDS e
1% 2-mercaptoetanol). A suspensao foram acrescentados 0,15 mL de NaCl 5 M e 0,1 mL da
solu¢do composta de 10% CTAB e 0,7 M NaCl. Incubou-se o material por 45 min a 65°C,
invertendo-se ocasionalmente e, em seguida, por 15 min a 37°C. Adicionou-se 1,0 mL de
cloroférmio:dlcool isoamilico (24:1, v/v). Apés centrifugacdo, a fase superior foi transferida
para novo tubo e misturada a 0,55 volumes de isopropanol, centrifugou-se, e o pellet obtido foi
lavado com etanol 70%, secado, ressuspendido em 1,0 mL. de dgua deionizada e incubado a
37°C por 30 min com 0,1 mg de RNase A. O DNA foi extraido com 1,0 mL de fenol, e em
seguida com cloroférmio:alcool isoamilico (24:1, v/v). Em seguida, foi precipitado com 0,8
mL de isopropanol, centrifugado e lavado com 0,7 mL de etanol 70%. O pellet obtido foi
secado e ressuspendido em 100 uL de TE.

b) Método de Wang et al. (1993)

Em um almofariz cerca de 100 mg de micélio foi pulverizado em presenca de
nitrogénio liquido. Acrescentou-se 0,7 mL de tampdo de extracdo constituido de: 2% CTAB,
1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI pH 8,0, 1% PVP e 0,2% 2-mercaptoetanol e
incubou-se a 65°C por 60 min, agitando-se o tubo a cada 10 min. Apds a amostra voltar a
temperatura ambiente, foi acrescentado 0,6 mL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1, v/v)
agitando-se os tubos por 5 min. Apds centrifugacio, a fase superior recuperada foi misturada a
10% CTAB e 1,4 M NaCl (1/10 do volume), por 5 min. Realizou-se nova extracio com
cloroférmio:dlcool isoamilico. A fase superior recuperada foi adicionado isopropanol (2/3 do
volume) e a mistura foi mantida a — 20°C durante a noite. O material foi centrifugado e o
pellet obtido foi lavado 2 vezes com etanol 70%, seguido de uma lavagem com etanol
absoluto. O pellet foi entdo secado e ressuspendido em 100 uL de TE com 10 pg/mL de
RNase A incubando-se por 120 min a 37°C.
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¢) Extracdo com o Dneasy Plant Mini Kit (QIAGEN)

Para a obten¢do de DNA foram seguidos os passos descritos no protocolo de extracio
fornecido pelo fabricante. Cada amostra (cerca de 100 mg) foi macerada na presenca de
nitrogénio liquido.

Os DNAs obtidos nas extragdes utilizando os protocolos descritos acima foram
corridos em gel de agarose 0,8%, TBE 1X (1X TBE = 0,09 M Trizma; 0,09 M Acido Bérico;
20 mM EDTA pH 8,0) para verificar a eficiéncia da extrac¢do e a qualidade do DNA extraido.

2.2.2 PCR com primers degenerados

A reacdo de amplificacdo foi constituida de dois primers degenerados, os quais
incluem a regido conservada dos dominios dedo de zinco dos fatores GATA, sendo os primers
denominados Urbsl-1 (5’-ACNCCNYTNTGGMG-3’) descrito por Haas et al. (1997) e
Urbs1-3 (5’-ARNCCRCANGCRTTRCA-3’) descrito por Zhou et al. (1998), onde Y=T ou C;
M= A ouC; R=AouG; N=A, T, G ou C. A mistura de reacdo foi constituida de 1-5 ng de
DNA de P. chrysosporium ou L. edodes; 2 pL de cada primer degenerado (20 pmol/uL); 2,5
UL da mistura de dNTPs a 2 mM; 5 pLL de tampao de amplificacdo 10X (100 mM Tris-HCI pH
9,0; 15 mM MgCl,; 500 mM KCl); 2,5 U de Tag DNA Polimerase (Amersham Biosciences) e
dgua deionizada para um volume final de 50 uL. Os ciclos de amplifica¢do utilizados foram: 1
ciclo de 94°C (5 min) seguido de 33 ciclos de 94°C (1 min), 40°C (1 min) e 72°C (1 min) e
um ciclo final de 72°C (10 min).

Cabe ressaltar que foram testados ajustes na temperatura de anelamento (40°C, 42°C e
45°C) e da concentracio de MgCl, (0,8 mM; 1,0 mM; 1,5 mM; 2,0 mM) nas diferentes

temperaturas.

2.3 Amplificacoes utilizando cDNA como molde

A segunda estratégia empregada neste estudo foi o uso de cDNAs sintetizados pelo
método 3’ RACE (Invitrogen™) nas reacdes de amplificacio juntamente como a utilizagio do
primer degenerado Urbsl-1 (2.2.2, deste capitulo) na primeira reacdo de amplificacdo e do
primer Urbs1-2 (5’-TGYAAYGCNTGYGGNYT-3") descrito por Haas et al. (1997) onde Y=
TouC; M=AouC;R=AouG;N=A,T, GouC, nareagao de amplificacao nested.
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2.3.1 Extracao de RNA

Com objetivo de obter RNA total integro para a realizagdo dos experimentos,
inicialmente foram testadas trés metodologias (a até c) e posteriormente foi obtido um quarto
protocolo (d), descritos a seguir:

a) Método de Logemann et al. (1987)

Nesta metodologia 400 mg de micélio, foi macerado em almofariz na presenca de
nitrogénio liquido, até se obter um pé fino. Este foi homogeneizado em 1,0 mL de solug¢do
contendo 8 M Guanidina-HCI, 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 20 mM EDTA pH 8,0 e 50 mM
2-mercaptoetanol. Em  seguida, foi realizada uma extracio com fenol (pH
7.0):cloroférmio:dlcool isoamilico (25:24:1, v/v/v) seguida de uma extracdo com
cloroférmio:dlcool isoamilico (24:1, v/v). O RNA total foi precipitado através da adi¢cdo de 0,2
volumes de acetato de s6dio 3 M pH 5,2 e um volume de etanol absoluto gelado. Apds
centrifugacdo, o precipitado de RNA foi lavado com etanol 70%, ressuspendido em 50 uL

dgua estéril tratada com DEPC e estocado em freezer a - 80°C.

b) Extracao com TRIzol™ (InvitrogenTM)

O micélio foi macerado na presenca de nitrogénio liquido até se transformar em um pé
fino. Acrescentou-se 1,0 mL de TRIzol para cada 100 mg de tecido e a mistura foi incubada
por 5 min a temperatura ambiente. ApoOs este periodo, acrescentou-se 0,2 mL de cloroférmio
por mL. de TRIzol utilizado, homogeneizando vigorosamente, e incubou-se novamente, desta
vez por 3 min, a temperatura ambiente. Em seguida, o material foi centrifugado e a fase
aquosa recuperada foi incubada por 10 min a temperatura ambiente com 0,5 mL de
isopropanol para cada mL de TRIzol utilizado inicialmente. Apds este periodo o material foi
centrifugado e o pellet obtido foi lavado com etanol 70%, centrifugado, secado a temperatura
ambiente, ressuspendido em 50 UL de dgua estéril tratada com DEPC e estocado em freezer a -

80°C.
¢) Método de Windericks & Castro (1994)
Nesta metodologia 400 mg de micélio, foi macerado em almofariz na presenca de

nitrogénio liquido, até se obter um pd fino que foi homogeneizado em 1,0 mL de solugcdo
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contendo 0,1 M cloreto de litio; 0,1 M Tris-HCI pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0, 10 mM acetato
de sédio e 10 mM acetato de iodo. Em seguida, foi realizada uma extracdo com fenol
(equilibrado com dgua):cloroférmio:élcool isoamilico (25:24:1, v/v/v) contendo 1% SDS e em
seguida uma extragdo com cloroférmio:dlcool isoamilico (24:1, v/v). O RNA total foi
precipitado através da adi¢ao de 1/20 volumes de acetato de potdssio 40% pH 5,5 e dois
volumes de etanol absoluto gelado. Apds centrifugacdo, o precipitado de RNA foi lavado com

etanol 70%, ressuspendido em dgua estéril tratada com DEPC e estocado em freezer a - 80°C.

d) Método de Sokolovsky et al. (1995)

O micélio (20-300 mg) foi macerado na presenga de nitrogénio liquido, até se obter um
pulverizado homogéneo, ao qual foi acrescentada a solucdo contendo 0,75 mL de tampdo de
lise (0,6 M NaCl, 10 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI pH 8,0 e 4,0% SDS) e 0,75 mL de fenol
(pH 7,5-7,8). Agitou-se a amostra por 15-20 min e centrifugou-se 10 min, a 10.000 rpm.
Procedeu-se uma nova extracido com fenol e a fase aquosa superior recuperada, acrescentou-se
0,75 volumes de LiCl 8 M, sendo que o material foi deixado a 4°C durante a noite. Apos este
periodo, o material foi brevemente misturado em vortex e centrifugado. O pellet obtido foi
ressuspendido em 0,3 mL de 4dgua bidestilada, misturado com 0,03 mL de acetato de sédio 3
M pH 5,2 e 0,75 mL de etanol absoluto, e, mantido por 2 h a —20°C. Em seguida, o material
foi centrifugado e o pellet obtido foi lavado com etanol 70%, secado, ressuspendido em 100-
400 puL de 4gua DEPC e estocado a — 80°C.

A integridade do RNA total obtido nos diferentes métodos foi verificada em gel de
agarose 1% em condi¢des desnaturantes corrido com tampao MOPS 1X pH 7,0 (1X MOPS =
20 mM MOPS; 50 mM Acetato de s6dio; 10 mM EDTA pH 8,0) e formaldeido 1,8%.

2.3.2 Sintese de cDNA utilizando o sistema 3’ RACE (Invitrogen™)

Para a sintese da primeira fita de cDNA foi utilizado o sistema 3° RACE System for
Rapid Amplification of ¢cDNA Ends (Invitrogen™). Cerca de 1-5 pug de RNA total foram
utilizados em um volume total de 11 uL. Apds a adi¢do 1 uL do primer adaptador AP (5°-
GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTTTT-3’, 10 uM) a mistura foi aquecida

por 10 min a 70°C e apds mantida em gelo por no minimo um minuto. Em seguida foi
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acrescida da mistura de amplificacdo constituida de: 2 uL. de tampao de PCR 10X; 2 uL de
MgCl, 25 mM, 1 pL. da mistura de dNTPs a 10 mM e 2 uLL. de DTT 0,1 M. Apés leve agitacio,
a mistura foi incubada a 42°C por 2 a 5 min. Adicionou-se 200 U de transcriptase reversa
SuperScript I RNase H™ (Invitrogen™™) e incubou-se em banho a 42°C por 50 min. A reago
foi terminada incubando-se a mistura a 70°C por 15 min. Ap6s este periodo, foi adicionado 1
UL de RNase H e a mistura foi incubada por 20 min a 37°C. O ¢cDNA obtido foi estocado a —
20°C. Foram obtidos nesta etapa cDNAs a partir do RNA total de P. chrysosporium e L.

edodes de micélios crescidos sem e com disponibilidade de ferro(III) no meio de cultivo. Uma

representacio esquemdtica do procedimento descrito acima estd apresentada na Figura 1.

2.3.3 PCR com primers degenerados

Para a amplificacdo dos transcritos foram utilizados os primers Urbs1-1 (degenerado) e
AUAP (5’-GGCCACGCGTCGACTAGTAC-3’) 10 uM sendo o ultimo fornecido no sistema
3’ RACE. A reacgdo foi constituida por 2 uL. do cDNA; 5 uL de tampao de amplificagao 10X;
2 uL da mistura de dNTPs 5 mM; 1,5 uL. MgCl, 50 mM; 2 uL do primer degenerado (10 uM);
2 uL do primer AUAP (10 uM) e 2,5 U de Tag DNA Polimerase (Amersham Biosciences). O
volume da mistura de reacdo final foi ajustado para 50 pL. Os ciclos de amplificacdo foram:
desnaturacdo a 94°C (2 min), seguida de 40 ciclos de 94°C (1 min), 62°C (2 min) e 72°C (2

min), com extensao final de 62°C (2 min) e 72°C (7 min).

2.3.4 PCR nested
Como mostrado na representacdo esquemadtica abaixo (Figura 1), os cDNAs

enriquecidos obtidos a partir da primeira PCR foram utilizados como molde em uma segunda
reacdo de amplificacdo utilizando o primer degenerado nested Urbsl-2 e o primer AUAP. A
reacdo foi constituida por 1,5-3 pL do produto da primeira PCR; 5 uL de tampao de
amplificacdo 10X; 2 uL da mistura de dNTPs 5 mM; 1,5 pL. MgCl, 50 mM; 2 pL do primer
degenerado 10 uM; 2 puL do primer AUAP 10 uM e 2,5 U de Tag DNA Polimerase
(Amersham Biosciences). O volume final foi ajustado para 50 pL. As condi¢des de
amplificacdo foram: desnaturacio a 94°C (2 min), seguida de 40 ciclos de 94°C (1 min), 62°C
(2 min) e 72°C (2 min), com extensdo final de 62°C (2 min) e 72°C (7 min).
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3’ RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends)

cauda poliA
mRNA
5’ AAAA... AAA, AP
TTTT..TTT 15
5 AAAA...AAA,
G < TTTT..TTT 15
l RNase H
AP
3« TTTT.TTT W15
Urbsl1-1 l
3’4‘ TITT..TIT g5

<—

AUAP

_ I—
TTTT.TTT 15

:: AUAP

!

CLONAGEM E SEQUENCIAMENTO

Transcricdo reversa
com um oligo-dT
juntamente com O
primer adaptador
(AP)

Extensdo do oligo dT
+ AP usando a enzima
SUPERSCRIPT M I RT

Eliminacdo da fita
molde de RNA com
RNase H

cDNA sintetizado pelo
sistema 3 RACE

Primeira reacdo de
PCR usando o primer
degenerado Urbsl-1 e
o primer ancorador
AUAP

PCR nested usando os
primers:  degenerado
Urbs1-2 e ancorador
AUAP

Figura 1. Esquema da sintese de cDNA pelo sistema 3° RACE (Rapid Amplification of ¢cDNA
Ends, InVitrogenTM). Primers: Urbsl-1, Urbsl-2, AP (Adapter Primer) ¢ AUAP

(Abridged Universal Amplification Primer). Retirado do User Manual (Invitrogen™ ™).
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2.3.5 Clonagem

Os fragmentos obtidos na PCR nested foram clonados utilizando-se o pPGEM®-T Easy
Vector System (Promega). A reacdo de ligacdo foi constituida da mistura de: 1 pL do tampao
10X da T4 DNA ligase (300 mM Tris-HCI pH 8,0, 100 mM MgCl,, 100 mM DDT e 10 mM
ATP), 1 pL do vetor (50 ng), 1 uL da T4 DNA ligase (3 U/uL), 4-7 puL do fragmento
amplificado (150 ng) e dgua (se necessdrio) para um volume final de 10 pL. Esta mistura foi
incubada a 4°C durante a noite.

Para a transformacdo adicionou-se 5 puL da mistura de ligacdo a 100 puL de células
competentes DH5a, permanecendo por 20-30 min em banho de gelo. Apds este periodo, foi
dado um choque térmico a 42°C por 50 s, incubou-se 3 min em gelo e em seguida adicionou-
se 0,9 mL de meio LB. O material foi mantido sob agitacdo a 37°C por 1 h. Por fim, uma
aliquota de 300 uL da transformacdo foi espalhada em placas contendo meio LB-4gar com
ampicilina (50pug/mL) e X-Gal (20mg/mL), sendo este procedimento seguido de incubacdo em

estufa a 37°C durante a noite.

2.3.6 Mini-preparacao dos plasmidios

As colonias “recombinantes” obtidas foram inoculadas em 5,0 mL de LB liquido
contendo ampicilina (50 pg/mL) e crescidas durante a noite a 37°C, sob agitagdo. Cerca de 2
mL do indéculo foi transferido para tubo de microcentrifuga e centrifugado por 30 a 60 s a
14.000 rpm, sendo este procedimento repetido. O pellet de bactérias obtido foi ressuspendido
em 300 uL de uma solu¢@o contendo 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 10 mM EDTA pH 8,0 e RNase
A 100 pg/mL. Em seguida, foi adicionado 300 puL da solu¢do contendo 200 mM NaOH e 1%
SDS, misturada por leve inversdo, seguida de incubag¢do a temperatura ambiente por 5 min.
Ap6s este periodo foi adicionado 300 pUL de acetato de potdssio 3 M pH 5,5, invertido e foi
feita uma centrifugacdo a 14.000 rpm por 10 min. Coletou-se o sobrenadante ao qual foi
adicionado 400 pL de isopropanol gelado procedendo-se nova centrifugacdo em iguais
condicdes. O pellet obtido foi lavado com dlcool a 70% e secado a vicuo. O DNA resultante
foi ressuspendido em 40-100 uL de TE 1X e estocado a — 20°C.

Os plasmidios obtidos foram digeridos com a enzima EcoR I para confirmar a ligacdo

do fragmento do tamanho esperado. A reacdo de digestdo foi constituida da mistura de: 5 uL
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do plasmidio, 5-10 U da enzima, tampao da enzima 1X (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 10 mM
MgCl, e 100 mM NaCl) e dgua deionizada para um volume final de 30 pL. A reacdo foi

realizada incubando-se a mistura a 37°C por 4 h e o resultado foi verificado em gel de agarose

1%, TBE 1X, 80 V.

2.3.7 Sequenciamento

Para a reacdo de sequenciamento foram seguidos os passos descritos no protocolo
fornecido com o sistema utilizado: “Thermo Sequenase Radiolabeled Terminator Cycle
Sequencing Kit” (Amersham Biosciences).

O primer utilizado nas reacdes de seqiienciamento foi o —40 M13 foward 23mer (5’-
GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA-3’), o qual permite o sequenciamento direto do
fragmento clonado no vetor pPGEM®-T Easy (Promega).

As amostras foram corridas em gel de poliacrilamida 6,5%, a 2000 V, 50 mA e 50 W.
Ap6s decorrido o tempo de migracdo, o gel foi transferido para uma folha de papel Whatman
3MM e colocado em um secador de vicuo (Hoefer® Drygel Sr.) a 80°C, por uma hora. Em
seguida foi exposto a um filme de raio-X (Kodak X-OMAT AR ou Hyperfim™ MP,
Amersham Biosciences).

As seqiiéncias obtidas foram alinhadas com seqiiéncias contidas no GenBank usando o

algoritmo BLAST versao 2.2.1 (Altschul et al., 1997), sendo usada a funcdo BLASTX.

2.3.8 Northern blotting

Para a confirmacdo da expressdao diferencial dos transcritos isolados foram obtidas
membranas de nylon contendo RNA total de P. chrysosporium extraido de micélio crescido
com ou sem disponibilidade de ferro utilizando-se o protocolo descrito por Sokolovsky et al.
(1995). Também, foram feitas membranas contendo RNA total de L. edodes para as condicdes
diferenciais de crescimento com ferro.

Para tanto, cerca de 3-6 pug de RNA total foi corrido em gel de agarose 1% com
formaldeido 1,8% e MOPS 1X pH 7,0, juntamente com o marcador de peso molecular de
RNA de 0,16-1,77 Kb (InVitrogenTM) para se estimar o tamanho dos transcritos obtidos. Em

seguida, o gel foi lavado com dgua estéril tratada com DEPC por 15 min, e colocado sob um
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aparato de transferéncia, contendo tampao 2X SSC (1X SSC = 0,15 M NaCl, 15 mM de citrato
de s6dio). Sobre o gel, colocou-se a membrana de nylon Hybond-N* (Amersham Biosciences),
duas folhas de papel Whatman 3MM e grande quantidade de papel absorvente. A transferéncia
foi realizada durante a noite. Na manha seguinte, a membrana foi lavada com 2X SSC durante

15 min sob agitacdo, e secada a 80°C durante 2 h.

2.3.9 Hibridizacao

Para a hibridizac¢do, as membranas foram incubadas por 2-4 h a 42°C com a solucdo de
pré-hibridizacdo contendo: 50% formamida; 5X SSC; 5X solu¢gdo de Denhardt’s (1X
Denhardt’s = 0,02% PVP, 0,02% Ficoll 400, 0,02% BSA); 50 mM fosfato de sédio pH 6,8;
1% SDS e 100 pg/mL de DNA de esperma de salmdo. Apds este periodo a solucdo inicial foi
retirada e substituida pela solucdo de hibridizacdo constituida de: 50% formamida; 5X SSC;
20 mM fosfato de sédio pH 7,2; 1% SDS; 5% de sulfato de dextran, e a sonda marcada
radiativamente. A hibridizacdo foi realizada durante a noite a 42°C em rotacao a 40 rpm.

Ap6s decorrido o periodo de hibridizacdo, a membrana hibridizada foi lavada duas
vezes, sendo a primeira lavagem realizada a temperatura ambiente por 15 min com uma
solucdo de 2X SSC e 0,5% de SDS, e a segunda a 50-55°C por até 15 min com uma solug¢do
de 0,1X SSC e 0,5% de SDS. Apés as lavagens a membrana foi exposta a um filme de raio-X
(Kodak X-OMAT AR ou Hyperfilm™ MP, Amersham Biosciences) com intensificador de
sinal (Intensifying Screen, Dupont Cronex) a — 80°C.

As membranas foram hibridizadas com sondas controle para normalizacio da
quantidade de RNA plotada. Para as membranas contendo RNA total de L. edodes foi
utilizado um fragmento de 800 pb do gene que codifica a subunidade 26S de milho, uma vez
que seqiiéncias de genes expressos constitutivamente neste fungo ndo foram encontradas na
literatura. Para as membranas contendo RNA total de P. chrysosporium foi utilizado como
controle um fragmento de cerca de 900 pb do gene constitutivo gpd (glyceraldehyde-3-
phosphate desidrogenase) de P. chrysosporium (Harmsen et al., 1992).

Os sinais de hibridizagdo foram quantificados usando o programa Kodak Digital
Science-1D Image Analysis v. 2.0.3 (Eastman Kodak Company, NY, USA), utilizando-se a

fun¢do Sum Intensity. Para normalizar a quantidade de RNA das diferentes amostras de cada
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membrana, utilizou-se o sinal obtido na hibridizacio com a sonda controle (gpd ou 26S de
milho), de expressdo constitutiva. Desta forma, a porcentagem de transcricdo dos fragmentos
em estudo em cada condi¢ao de crescimento (com ou sem ferro) foi calculada dividindo-se o
valor da intensidade relativa (Sum intensity) de hibridizacdo do fragmento pelo valor relativo
obtido na hibridizacdo com a sonda controle na respectiva condi¢ao de crescimento.

Os transcritos obtidos nas reacdes de amplificacdo utilizando primers degenerados e
que mostraram homologia com genes de interesse foram utilizados como sondas na
hidridizacdo. Para tanto os fragmentos foram purificados de gel, apds a reag¢do de digestao dos
plasmidios com a enzima de restricio EcoR I (Invitrogen™™), utilizando-se o sistema “In
Concert™ Rapid Gel Extraction” (InvitrogenTM).

Os fragmentos usados como sonda foram marcados utilizando-se o sistema ‘“RadPrime
DNA Labeling” (InVitrogenTM) juntamente com [a->*P]dCTP (Amersham Biosciences),

seguindo os procedimentos fornecidos pelo fabricante.

84



3. Resultados e discussao

3.1 Isolamento de genes utilizado DNA como molde

3.1.1 Extracao de DNA

Para a extracdo de DNA genomico de P. chrysosporium e L. edodes a técnica descrita
por Wang et al. (1993), permitiu a extracdo de DNA de boa qualidade (Figura 2) para a
utilizacdo nos procedimentos realizados nesta etapa do trabalho. Utilizando as outras duas
metodologias testadas obteve-se um DNA de baixa qualidade, mostrando degradacdo (dados

ndo mostrados).

Figura 2. DNA gendmico de P. chrysosporium e de L.edodes obtidos utilizando-se
a metodologia descrita por Wang et al. (1993). Amostras: 1 e 2. P. chrysosporium
(2,1381 pg/uLl e 1,1569 pug/ul); 3 e 4. L. edodes (3,068 pug/uL e 4,6970 ug/uL).

3.1.2 PCRs com primers degenerados utilizando DNA como molde

Apdés a padronizacdo da extracdo de DNA, foram realizadas reacdes de amplificacdo
utilizando os primers Urbsl-1 e Urbsl-3. Como resultado, observou-se a amplificacdo de
fragmentos de diversos tamanhos, independentemente das condi¢des testadas (Figura 3). Com
os resultados obtidos neste experimento optou-se por concentrar os experimentos na utilizagao
de cDNA como molde para se tentar isolar genes de P. chrysosporium e L. edodes que

codificam fatores de transcricio GATA.
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Figura 3. Foto com gel de produto de reacdo de amplificacio
utilizando DNA gendmico e primers degenerados.
Amostras: 1. P. chrysosporium, 2 e 3. L. edodes. Marcador

de peso molecular 100 pb (Invitrogen™™).

3.2 Isolamento de genes utilizando cDNA como molde

3.2.1 Extracao de RNA total

Com o objetivo de estabelecer uma metodologia eficiente e obter um RNA integro
inicialmente foram testadas trés metodologias de extracdo de RNA total (2.3.1, neste capitulo).
Os melhores resultados foram obtidos com o protocolo descrito por Logemann et al. (1987),
sendo que para as outras duas metodologias testadas o RNA foi obtido em quantidade muito
baixa no caso da técnica descrita por Windericks & Castro (1994), ou ndo foi obtido no caso
da técnica que utiliza TRIzol. Posteriormente, foi obtido um quarto protocolo de extracdo de
RNA total, desenvolvido por Sokolovsky et al. (1995), o qual permitiu uma eficiéncia na
extragdo do RNA total muito superior aos protocolos anteriormente testados (Figura 4). Ainda,
como vantagem este protocolo permite a manipulacdo da amostra a temperatura ambiente.

1 2 3 4

Figura 4. Foto de gel de agarose 1% com amostras de RNA total extraidas com o
protocolo de Sokolovsky et al. (1995): 1 e 2. P. chrysosporium crescido
em meio sem e com ferro(Ill), respectivamente; e 3 e 4. L. edodes
crescido em meio sem e com suprimento de ferro(III), respectivamente.
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3.2.2 Reacoes de amplificaciao

Com a padronizacdo do protocolo de extracdo de RNA (Sokolovsky et al., 1995),
foram sintetizados cDNAs para cada condi¢do de crescimento do micélios dos fungos
estudados. Para a sintese destes cDNAs foi utilizado o sistema 3° RACE (InvitrogenTM).

Para a amplificacdo dos transcritos inicialmente for feita uma PCR utilizando o primer
degenerado Urbsl-1 e o primer AUAP. Em seguida, o cDNA enriquecido obtido na primeira
amplificacdo foi utilizado em uma PCR nested juntamente com os primers AUAP e Urbs1-2
(degenerado). Os resultados obtidos na primeira PCR e na PCR nested estio mostrados na

Figura 5.

12 3 45

Figura 5. Resultado das PCRs usado cDNAs 3’RACE e os primers degenerados Urbsl-1 e
Urbs1-2 A. Primeira reacdo de amplificacio das amostras com Urbsl-1: 1 e 2. P.
chrysosporium crescido em meio sem ferro, 3. P. chrysosporium crescido com ferro,
4. L. edodes crescido sem ferro, 5. L. edodes crescido com ferro; e, B. PCR nested
das amostras com Urbsl-2: 1. P. chrysosporium crescido sem ferro, 2. P.
chrysosporium crescido com ferro, 3. L. edodes crescido sem ferro, 4. L. edodes

crescido com ferro. Marcador de peso molecular 100 pb (Invitrogen™).

3.2.2 Clonagem, sequenciamento e alinhamento no GenBank

Apds a amplificacdo de diferentes fragmentos de cDNA (Figura 5), procedeu-se a
clonagem destes utilizando o produto final da PCR nested na rea¢do de ligacdo com o vetor.
Desta maneira, foram obtidos fragmentos tamanho variando de entre 300 pb e 2.000 pb para P.
chrysosporium crescido em meio sem suprimento de ferro(Ill); e, com 200 pb e 300 pb para

micélio crescido com suprimento de ferro(Ill). J& para L. edodes foram obtidos fragmentos de
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350 pb a 700 pb e de cerca de 250 pb a 1.400 pb quando o micélio foi crescido em meio sem e
com suprimento de ferro(IIl), respectivamente.

Apdbs o seqiienciamento de diferentes transcritos isolados para P. chrysosporium e L.
edodes em cada condicdao de cultivo, as seqii€ncias obtidas foram alinhadas com seqiiéncias
contidas no GenBank. Os resultados dos alinhamentos das seqii€ncias obtidas no GenBank
estdo apresentados na Tabela 1 (P. chrysosporium) e na Tabela 2 (L. edodes), e as seqii€ncias
obtidas para estes fragmentos estdo apresentadas no Anexo I.

Cabe ressaltar que devido ao ndmero grande de clones obtidos nesta etapa do estudo as
seqiiéncias dos fragmentos foram obtidas utilizando-se o primer sense, homdlogo ao vetor (-
40 M13 foward 23mer) que permitia a obtencdo de fragmentos de cerca de 250-350 pb,
tamanho este suficiente para se proceder uma triagem inicial das homologias observadas para
os fragmentos clonados com seqiiéncias depositadas em bancos de dados. Desta forma,
obteve-se a seqiiéncia nucleotidica do fragmento 2.3, cuja seqiiéncia deduzida de aminoécidos
mostrou similaridade com proteinas envolvidas na biossintese de sideréforos. Como, entre os
objetivos deste estudo estava o isolamento de genes regulados por ferro envolvidos na
biossintese de sideréforos optou-se por direcionar os experimentos para tentar isolar o
transcrito completo respectivo ao fragmento 2.3. Diversas outras seqiiéncias mostraram

homologias interessantes e ainda podem e devem ser objetivo de préximos estudos.
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Tabela 1. Resultados obtidos para o alinhamento das seqiiéncias dos transcritos obtidos a partir de micélio de P. chrysosporium, crescido em

meio com caréncia (clones 1.x) e meio com suprimento (clones 2.x) de Fe(I1l).

Meio de Tamanho Identidade Similaridade Escore,
Fragmento cultivo® (pb)b Homologias (Numero de acesso no GenBank) Frame (%) (%) E-value
1.1 C 340 Proteina hipotética Dictyostelium discoideum (AAM44308) -2 32 50 32,29
1.2, C 1.110 ZnT?2 transportador de zinco tipo-ZIP Thlaspi caerulescens +3 35 44 37, 0,06
1.3e 1.700 (AF275752_1)
1.7 1.000
1.8 C 1.110 Regulador da transcri¢do da familia lysR Xanthomonas -3 35 48 32,2,1
axonopodis pv. citri str. 306 (NP_644079)
1.11 C 1.500- Receptor TonB-dependente Caulobacter crescentus CB15 -1 51 65 30, 13,0
2.072
1.15 C 1.100 Proteina da familia de Acetiltransferases Caenorhabditis elegans -3 39 63 33,14
(NP_495953)
2.3 S 204 Alquilbenzeno dioxigenase, subunidade ferrodoxina EbdAC +2 36 57 29, 15,0
Pseudomonas putida (CAB99198)
Fator de transcricdo GATA Botryotinia fucke (CAC36427) +3 50 57 28, 21,0
Repressor da biossintese de sideréforos SREA Aspergillus +3 54 66 27,27,0
nidulans (AFO95898)
Fator GATA SREP Penicillium chrysogenum (AAC49628) +3 54 66 27,27,0
Proteina de regulac@o da biossintese de sider6foros SRE +3 48 68 27, 36,0
Neurospora crassa (AAC64946)
2.46 S 300 Proteina hipotética Plasmodium falciparum 3D7 (NP_700928) -2 25 46 32, 1,6

* C= meio com caréncia de ferro(Ill) e S= meio com suprimento de ferro(III);

® Tamanho do fragmento estimado com base no marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen

TM).

Tabela 2. Resultados obtidos para o alinhamento das seqiiéncias dos transcritos obtidos a partir de micélio de L. edodes crescido em meio com
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caréncia (clones 3.x) e meio com suprimento (clones 4.x) de Fe(III).

Meio de Tamanho Identidade Similaridade Escore,
Fragmento cultivo® (pb)b Homologias (Numero de acesso no GenBank) Frame (%) (%) E-value

3.28 C 350 Similar a Frelp e Fre2p Saccharomyces cerevisiae (NP_012702) -1 28 40 32,23

3.48 C 550 Ativador da transcricdo da D-serina desidratase E. coli (GGECDW) -3 39 60 32,24

4.1 S 1.300 SAP?2 (fosfatase acida 2) Leishmania mexicana (CAA87091) -1 25 23 32,22
4.4, S 800 Aspartil-tRNA sintetase, Msd1p S. cerevisiae (NP_015221) -3 51 55 41, 2e-04
4.18, 950 -3 50 56 42, 5e-04
440 e 850 -3 46 53 42, 2e-04
4.45 750 -2 50 56 42, 0,003
4.8, S 1.100 Produto do gene CG5228 Plasmodium yoelii yoelii (EAA19160) -1 45 57 39, 0,013
410e 1.100 -2 30 56 46, 1le-04
4.30 1.150 -1 45 56 40, 0,006
4.14 ¢ S 1.200 e Glicoproteina gp2 Equine herpesvirus (AAK61480) -3 24 34 35, 0,25
4.34 1.350 -1 26 36 39, 0,024

4.19 S 1.250 Provavel regulador transcricional Pseudomonas aeruginosa str. -1 52 78 30, 8,4

PAO1 (NP_250113)
433 ¢ S 1.300 e Glicerato quinase Lactobacillus plantarum WCFS1 (CAD65399) -1 52 76 30, 6,5
4.59 1.250 -2

4.38 S 260 Proteina da capa Cumcuber mosaic virus (AAN40994) -3 95 95 40, 0,006

4.41 S 600 Provavel proteina de membrana Mycobacterium tuberculosis -1 27 48 30, 6,1

(NP_215190)
4.43 S 470 Cadeia glutamina da carbamoil-fosfatase sintetase Pasteurella -2 29 45 31, 3,6
multocida (NP_246441)

4.53 S 700 Celobioidrolase Trametes (Coriolus) versicolor (AF233583_1) -3 34 46 38, 0,026

4.54 S 600 Provével proteina de ligacdo a ATP/GTP Ureaplasma urealyticum +2 34 52 30, 5,5

(NP_078100)

* C= meio com caréncia de ferro(III) e S= meio com suprimento de ferro(III);

® Tamanho do fragmento estimado com base no marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen™).
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3.2.4 Confirmacao da expressao diferencial dos transcritos isolados por meio de RACE

Para confirmar a expressio regulada por ferro dos transcritos isolados neste
experimento foi usada a metodologia de Northern blotting. Desta forma, a expressiao
diferencial regulada pela caréncia de ferro foi confirmada para os fragmentos de cDNA 1.3
(1.1e1.2), 1.8, 1.11 e 1.15 de P. chrysosporium (Tabela 1). Para P. chrysosporium crescido
em condi¢des de suprimento de ferro(Ill) a expressdo diferencial foi confirmada para o
transcrito 2.3, enquanto que para o transcrito 2.46 ndo foi confirmada a expressdo regulada por
ferro, uma vez que ndo se observou hibridizacdo do mesmo com o RNA total fixado na
membrana, independentemente da condicio de crescimento do micélio (resultado ndo
mostrado).

Para os fragmentos isolados de L. edodes verificou-se que a expressdo dos transcritos
3.28 e 3.48, obtidos a partir de micélio crescido em condi¢cdes de caréncia de ferro(IIl), foi
regulada diferencialmente por ferro, por outro lado, nenhum dos transcritos isolados a partir de
micélio crescido com de suprimento de ferro(Ill) teve sua expressdo regulada por este metal
confirmada ndo tendo sido observada hibridizacdo das sondas com nenhum dos RNAs totais
(com e sem ferro) plotados na membrana. Uma explicacdo para que ndo se tenha observado
hibridiza¢do para varios transcritos obtidos nesta etapa do trabalho, seria o fato de que muitos
transcritos devem ter sido expressos em quantidades muitos baixas e desta forma nao foram
detectados na andlise de Northern blotting. Outra explicagdo seria o fato de que os RNAs
utilizados para sintese dos cDNAs nao foram os mesmos fixados nas membranas de nylon por
Northern blot, sendo estes extraidos de micélios de cultivos diferentes. Embora estes micélios
tenham sido crescidos com as mesmas condi¢cdes de composi¢do do meio, temperatura e
agitacdo.

Desta forma, como mostrado na Figura 6, os cDNAs clonados em 1.1, 1.3 e 1.8 foram

expressos somente em condicdes de auséncia de ferro(IIl) no meio de cultivo.

91



C_ s cC_s c s
Hibridizagd | - '
v |- |

Figura 6. Andlise de Northern blotting para os fragmentos 1.1, 1.3 e 1.8, isolados de
P. chrysosporium. Condi¢Oes de cultivo: C= caréncia de ferro(Ill) no meio e S=
suprimento de ferro(III) no meio de cultivo. Na figura estdo mostrados os resultados
da hibridiza¢do: do fragmento marcado radiativamente, da sonda gpd usada para
normalizacdo da quantidade de RNA na membrana; e, gel de agarose 1% com as

amostras de RNA total (rRNA).

A seqiiéncia de aminodcidos deduzida para o fragmento 1.1, expresso somente na
caréncia de ferro(Ill), apresentou homologia com uma proteina hipotética de Dictyostelim
discoideum com 32% de identidade (Tabela 1), sendo que o tamanho do transcrito completo
correspondente a 1.1 foi de cerca de 2.150 pb. O tamanho foi estimado a partir da andlise de
Northern blotting, com base no marcador de peso molecular de RNA de 0,16-1,77 Kb
(Invitrogen™) corrido no gel de agarose juntamente com RNA total.

O fragmento 1.3 (1.2 e 1.7), cujo tamanho estimado para o transcrito correspondente é
de 1.680 pb, teve sua expressdo induzida devido a caréncia de ferro no cultivo (Figura 6). A
seqiiéncia de aminoéacidos deduzida de 1.3 alinhou com a proteina transportadora de zinco do
tipo ZIP, ZNT2, de Thlaspi caerulescens apresentando uma identidade de 44%. Em ratos, a
proteina de membrana ZnT2 foi isolada, tendo-se verificado que esta possui um papel de
facilitar o seqiiestro e o acumulo de zinco em vesiculas endossomais (Palmiter et al, 1996).
Como o ferro, o zinco € requerido para a manutencdo e a atividade de indmeras
metaloproteinas que apresentam um papel estrutural (como proteinas dedo de zinco) e possui

ainda uma fung¢ao catalitica como parte do sitio ativo de varias metaloenzimas (Palmiter et al.,
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1996). Um mecanismo importante para a regulacido dos niveis de zinco na célula é a producio
de proteinas transportadoras que facilitam o influxo de zinco durante a deficiéncia do metal e
o efluxo do mesmo quando em excesso. Em leveduras alguns destes transportadores de zinco
foram identificados, entre estes o transportador ZRT1 que media a captacdo de alta-afinidade
por zinco e € induzido por caréncia de zinco, e, o transportador ZRT2 o qual participa da
captacdo de zinco com baixa afinidade (Zhao & Eide, 1996 a, b). Ainda, em leveduras, o
envolvimento de vesiculas endossomais no transporte de ferro tém sido reportado. Um dos
principais sistemas de captacdo de ferro de alta afinidade deste fungo envolve as proteinas
expressas pelos genes ARNI-ARN4. Estes transportadores sdo expressos em vesiculas
intracelulares que correspondem ao compartimento endossomal e cada transportador ARN
possui especificidade para cada uma das diferentes classes de sideréforos (Yun et al., 2001;
Lessuisse et al., 2001; Philpott et al., 2002; Kosman, 2003).

Desta forma, a homologia obtida para a seqiiéncia de aminodcidos deduzida para os
fragmentos 1.2, 1.3 e 1.7 com uma proteina transportadora de zinco a qual pode possuir um
papel de facilitar o seqiiestro e o acumulo de metal, no caso o zinco, em vesiculas
endossomais, sugere que estes transcritos podem codificar uma proteina envolvida no
transporte de metal. Como mostrado na Figura 6, foi verificada que a expressdo destes
transcritos (analisada somente para o fragmento 1.3, como representante) foi induzida pela
caréncia do metal do mesmo modo que o observado em leveduras com a expressao regulada
por zinco. Estudos adicionais permitirdo elucidar se estes transcritos codificam realmente
proteinas transportadoras e o papel destes no processo de captagdo de ferro em P.
chrysosporium.

O fragmento 1.8 induzido em condi¢des de caréncia de ferro no meio de cultivo
(Figura 6), teve sua seqiiéncia de aminodcidos deduzida a qual alinhou com uma identidade
entre seqiiéncias de 35% com um regulador de transcricdo da familia LysR de Xanthomonas
axonopodis pv. citri. Segundo revisdo em Gerischer (2002), diferentes estratégias sdo usadas
pelas bactérias para degradar recursos de compostos aromadticos, sendo que estes processos sao
regulados na etapa de expressdo dos genes, entre outras. Esta regulacdo inclui controles
especificos em resposta a disponibilidade do substrato e em muitos casos, a um controle global
que responde a outras fontes de carbono ou ao status metabdlico da célula. Entre os

reguladores mais comumente encontrados estdo os da familia LysR. Esta familia de
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reguladores da transcricdo é composta de mais de 50 proteinas (Schell, 1993). Hamood et al.,
(1996) descreveram o gene ptxR que codifica a PtxR um ativador pertencente a familia de
reguladores transcricionais LysR. Inicialmente a proteina PtxR foi descrita como tendo um
papel na regulacdo da producdo de exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa. Estudos
posteriores desenvolvidos por Vasil et al. (1998) sugeriram que PtxR afeta a expressio de
genes da sintese de sideréforos em P. aeruginosa. Esta bactéria produz dois sider6foros a
pioverdina e a piobactina. A sintese da pioverdina é dependente de um fator sigma, PvdS,
requerido para a expressdo de uma série de promotores pvd. Em um estudo conduzido por
Stintzi et al. (1999), foi reportada a identificacdo de um operon de quatro genes (pvcABCD)
requerido para a producdo da pioverdina. Dada a proximidade do gene ptxR com o operon
pvcABCD, o papel do mesmo na regulacido da producgdo da pioverdina foi estudado, sendo que
a delecdo deste gene aboliu a expressdo dos genes pvc. O gene ptxR possui dois sitios
independentes de iniciagdo da transcricdo (T1 e T2), sendo que a transcrigdo a partir do
promotor de T1 € constitutiva e a transcricio do segundo promotor (P2) ¢é afetada
negativamente por ferro. A expressdo do gene ptxR € regulada por ferro em dois niveis. Em
condicdes microaerdbicas a expressao de ptxR a partir do promotor P2 € mediada
indiretamente por FUR através da expressdo ferro-regulada do gene pvdS. Em condicdes
aerdbicas a expressao de ptxR mediada por pvdS € independente de FUR (Vasil et al., 1998).

A homologia obtida para 1.8 pode estar indicando que se trata de um transcrito cuja
expressdo € regulada do mesmo modo que o gene pfxR, por um sistema semelhante ao
observado em bactérias. A andlise de Northern blotting permitiu ainda estimar o tamanho do
transcrito  correspondente ao fragmento 1.8, sendo verificado que este possui
aproximadamente 1.690 pb.

A andlise de Northern blotting para os cDNAs 1.11 e 1.15 confirmou que a expressao
destes transcritos € regulada pela disponibilidade do ferro(III) sendo que o tamanho estimado
para os transcritos completos foi de 2.050 pb e 1.700 pb, respectivamente. Por esta andlise
verificou-se, que a expressdo de 1.11 e de 1.15 foi maior na condi¢do de auséncia de ferro(IlI),
mas houve também expressdo em menor quantidade na condicdo de suprimento de ferro. Para
o transcrito 1.11 verificou-se uma expressao de 100% na condi¢do de caréncia de ferro(III) no
meio e de 29% quando o ferro(IIl) estava presente no meio. Para 1.15 a expressao foi de 100%

no micélio crescido sem ferro(IIl) disponivel e de 11% quando o crescimento foi em meio
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com ferro(IIl). Na figura 7 estdo mostrados os resultados obtidos no Northern blotting

utilizando estes fragmentos como sonda.

1.11 1.15
C S C S

Hibridizacdo ' l
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Figura 7. Andlise de Northern blotting para os fragmentos 1.11 e 1.15, isolados de P.
chrysosporium. Condi¢des de cultivo: C= caréncia de ferro(Ill) no meio e S=
suprimento de ferro(Ill) no meio de cultivo. Na figura estio mostrados os
resultados da hibridiza¢do: do fragmento marcado radiativamente, da sonda
gpd usada para normalizacdo da quantidade de RNA na membrana; e, gel de

agarose 1% com as amostras de RNA total (rRNA).

Como mostrado na Tabela 1, a seqiiéncia de aminodcidos codificada pelo fragmento
1.11 alinhou com um receptor TonB dependente, de Caulobacter crescentus, apresentando
identidade de 51%. Como citado anteriormente, TonB € uma proteina de membrana que
juntamente com as proteinas ExbB e ExbD, formam um complexo localizado na membrana
citoplasmatica de bactérias, o qual participa do transporte dos sider6foros em bactérias
(Moeck & Coulton, 1998). Virios estudos t€ém mostrado que proteinas da membrana externa
envolvidas no transporte de diferentes complexos de ferro(Ill)-sideréforos possuem uma
regido na extremidade N-proximal denominada TonB box que interage com a proteina TonB
(Moeck & Coulton, 1998; Braun & Braun, 2002b). Este sistema de transporte através da
membrana externa tém sido denominado transporte ativo da membrana externa TonB-

dependente (Braun & Braun, 2002a). Em Rhizobium leguminosarum, foi verificado que
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mutacdes no gene homdlogo ao fonB desta bactéria bloqueiam a captacdo do sideréforo
vicibactina. Também foi observado que a transcricdo de tonB € aumentada em condi¢des de
crescimento com baixa disponibilidade de ferro (Wexler et al., 2001).

A homologia com proteinas TonB foi observada para outro fragmento (C5.4e) isolado
neste estudo, como discutido no Capitulo 2. Este fragmento foi isolado utilizando-se a técnica
de display diferencial, a partir de micélio de P. chrysosporium crescido em meio com caréncia
de ferro(Il) da mesma forma que o fragmento 1.11. O fragmento C5.4e codifica parte de uma
proteina mostrou homologia com uma proteina TonB de Rhizobium leguminosarum, com uma
identidade de 48%, e a andlise de Northern blot para este fragmento mostrou que a transcricao
do mesmo estava bastaste aumentada para o micélio crescido com caréncia de ferro(IlI),
quando comparada com a expressdo verificada no micélio crescido com suprimento de
ferro(IIl) aos 10 dias de cultivo. Desta forma, os resultados referentes a regulacio da
expressdo ferro-dependente para os transcritos 1.11 (neste capitulo, Figura 7) e C5.4e
(Capitulo 2, Figura 3) mostram uma mesma tendéncia de aumento da expressdo devida a
caréncia de ferro no meio de cultivo. Estes resultados permitem sugerir a existéncia de um
mecanismo de transporte de sideréforos TonB-dependente para a captacdo de ferro em P.
chrysosporium similar ao descrito em bactérias.

A seqiiéncia de aminodcidos deduzida para o transcrito 1.15 mostrou homologia, com
identidade de 39%, com uma proteina da familia de acetiltransferases de Caenorhabditis
elegans. Este transcrito teve sua expressdo bastante aumentada (100%) na condi¢do de
caréncia de ferro quando comparado com a expressdao verificada quando o micélio foi
cultivado em meio com suprimento de ferro(Ill) sendo a intensidade de expressdo de 11%.
Entretanto, o papel do ferro na expressdo das acetiltransferases ndo foi encontrado na
literatura.

Para o micélio crescido em condicdes de crescimento com disponibilidade de ferro(I1),
somente dois fragmentos foram sequenciados devido ao fato de que o tamanho dos fragmentos
clonados ter sido bastante homogéneo. A andlise de Northern blot confirmou a expressiao
diferencial regulada pela presenca de ferro no meio somente para o fragmento 2.3 (Figura 8),
sendo que o tamanho estimado para o transcrito completo foi de 2.100 pb.

Para o fragmento 2.46 ndo foi observada hibridizacdo da sonda com o RNA total na

membrana independentemente da condicdo de crescimento do micélio. Como discutido
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anteriormente uma possibilidade para que nao tenha se observado sinal de hibridiza¢do para o
fragmento 2.46 € o fato de que este transcrito possa ser expresso em quantidades baixas e

desta forma nao foi detectada a expressao através da andlise de Northern blot.

2.3
C S

Hibridizag '

Sonda

rRNA

Figura 8. Andlise de Northern blotting para o fragmento 2.3 isolado de P. chysosporium.
Condigdes de cultivo: C= caréncia de ferro(Ill) no meio e S= suprimento de
ferro(IIl) no meio de cultivo. Na figura estdo mostrados os resultados da
hibridizacdo: do fragmento marcado radiativamente, da sonda 26S de milho usada
para normalizacdo da quantidade de RNA na membrana; e, gel de agarose 1% com

as amostras de RNA total (rRNA).

O alinhamento da seqiiéncia do fragmento 2.3 com seqiiéncias depositadas no
GenBank permitiu verificar a homologia entre a seqiiéncia de aminodcidos deduzida para este
fragmento com proteinas da familia GATA de diferentes espécies de fungos (Tabela 1).

Verificou-se uma identidade de 54% com as proteinas SREA e SREP envolvidas na
regulacdo da biossintese de sideréforos em A. nidulans e P. chrysogenum respectivamente, e
uma identidade de 48% com o fator GATA de N. crassa, também envolvido na rota
biossintética de sider6foros. Como citado anteriormente, as proteinas SREP e principalmente
SREA e SRE sao fatores de transcricdo que participam da regulacdo da biossintese de
sider6foros nos fungos em que sdo produzidas (Zhou et al., 1998; Zhou & Marzluf, 1999;
Harrison & Marzluf, 2002; Haas et al., 1997; Haas et al., 1999). Embora o papel do ferro na
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regulacdo destas proteinas ndo tenha sido totalmente elucidado (Harrison & Marzluf, 2002),
em N. crassa foi verificado que a regulacdo de SRE ¢é dependente da concentragcdo de ferro no
meio de crescimento, entretanto, ndo € conhecido se as células percebem o ferro extracelular
ou intracelular. Ainda, sob condi¢cdes de baixa disponibilidade de ferro, SRE parece auxiliar na
manutencdo da sintese de sider6foros em um nivel 6timo, sendo sugerido que SRE poderia
detectar ou responder a concentragdo celular de ferro funcionando no minimo em duas rotas
diferentes, que envolvem interacdes com outros fatores regulatérios para controlar a
biossintese em questdo (Zhou & Marzluf, 1999).

Em A. nidulans, Haas et al. (1999) verificaram que a transcricdo de sreA € restrita a
condigdes de alta concentragdo de ferro(Ill), sugerindo a funcdo da proteina SREA como
repressora da biossintese de sider6foros sob condi¢cdes de suprimento de ferro. Entretanto, foi
verificado que uma superexpressao de sreA nao resultou na repressao da sintese de sideréforos
sob condi¢des de concentragdo de ferro baixa. Os resultados obtidos até o momento, indicaram
que um mecanismo de regulacdo pds-transcricional estd envolvido na ativacdo da funcio de
repressor para SREA, SRE e Urbsl (Haas et al., 1997; Zhou & Marzluf, 1999; Haas et al.,
1999).

Os alinhamentos obtidos pelo BLASTX (Tabela 1) entre a seqii€ncia de aminodcidos
deduzida para o fragmento 2.3 e a seqiiéncia das proteinas SREA e SREP estdo mostrados a
seguir:

AAC49628.1 Fator de transcricio GATA, SREP Penicillium chrysogenum
Length = 532 Score = 27.3 bits (59), Expect = 68

Identities = 13/24 (54 %), Positives = 16/24 (66%), Gaps = 1/24 (4%)
Frame = +1

Query: 1 CNACGL-STPLWRRSSARAFLESA 69
C+ CG STPLWRRS A+ +A
Sbjct: 94 CSNCGTKSTPLWRRSPTGAMICNA 117

AAD25328.1 Siderophore biosynthesis repressor SREA Emericella nidulans
Length = 549 Score = 27.3 bits (59), Expect = 68

Identities = 13/24 (54%), Positives = 16/24 (66%), Gaps = 1/24 (4%)

Frame = +1

Query: 1 CNACGL-STPLWRRSSARAFLESA 69

C+ CG STPLWRRS A+ +A
Sbjct: 106 CSNCGTKSTPLWRRSPTGAMICNA 129
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Também foi feito o alinhamento da ORF de 2.3 (frame +3) deduzida com o auxilio do
programa Gene Runner V. 3.00 utilizando-se o algoritmo BLASTP. Os alinhamentos obtidos

com as proteinas SREA e SREP estdo mostrados a seguir:

AF095898 siderophore biosynthesis repressor SREA Emericella nidulans
Length = 549 Score = 30.1 bits (66), Expect = 2.3
Identities = 19/46 (41%), Positives = 24/46 (51%), Gaps = 5/46 (10%)

Query: 4 CNACGL-STPLWRRSSARAFLESA----LRSRRSGACLKRGRRNRS 44
C+ CG STPLWRRS A+ +A L++R KR R S
Sbjct: 106 CSNCGTKSTPLWRRSPTGAMICNACGLYLKARNVARPTKRNRTQAS 151

U48414 SreP Penicillium chrysogenum
Length = 532 Score = 29.3 bits (64), Expect = 4.0
Identities = 18/42 (42%), Positives = 23/42 (53%), Gaps = 5/42 (11%)

Query: 4 CNACGL-STPLWRRSSARAFLESA----LRSRRSGACLKRGR 40
C+ CG STPLWRRS A++ A L++R KR R
Sbjct: 94 CSNCGTKSTPLWRRSPTGAMICNACGLYLKARNVARPTKRNR 135

A existéncia de similaridade com as proteinas da familia GATA, SREA, SREP e SRE
poderia permitir a sugestdo de que uma proteina da familia GATA em P. chrysosporium
poderia funcionar como um repressor da biossintese de sider6foros. Como o fragmento 2.3 foi
isolado a partir de RNA total expresso em células de micélio crescido sob condi¢des de alta
concentracdo de ferro no meio, poderia sugerir-se que este tenha um papel regulatério no
metabolismo do ferro para este fungo e as homologias observadas permitiriam indicar que este
estaria relacionado com a rota biossintética de sider6foros. Entretanto, para elucidar o papel
deste gene em P. chrysosporium seria necessirio o isolamento do gene completo e sua
caracterizacdo. Tentativas realizadas neste sentido estdo descritas a seguir nos Capitulos 4 e 5.

Para L. edodes, como mostrado na Tabela 2, dois fragmentos isolados de micélio
crescido em meio com caréncia de ferro(IIl) e intimeros fragmentos isolados de micélio do
fungo crescido em meio com suprimento de ferro(III) foram sequenciados e alinhados com
seqiiéncias depositadas no GenBank, e tiveram sua expressdo regulada por ferro analisada pelo
método de Northern blottig. Entretanto, esta andlise permitiu confirmar a expressdo ferro-
regulada somente para os fragmentos 3.28 e 3.48 (Figura 9) obtidos de micélio crescido em

condicdes de caréncia de ferro(I1).
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Figura 9. Andlise de Northern blotting para os fragmentos 3.28 e 3.48, isolados de L.

edodes. Condi¢cdoes de cultivo: C= caréncia de ferro(Ill) no meio e S=
suprimento de ferro(IIl) no meio de cultivo. Na figura estio mostrados os
resultados da hibridizacdo: do fragmento marcado radiativamente, da sonda
26S de milho usada para normalizagao da quantidade de RNA na membrana; e,

gel de agarose 1% com as amostras de RNA total (rRNA).

Para o fragmento 3.28, com tamanho total do transcrito estimado em 3.000 pb, foi
observada a expressao diferencial aumentada na condi¢do de crescimento de caréncia de
ferro(IIl), sendo que foi observada expressao do mesmo também na condi¢do de suprimento
de ferro(Ill) em menor quantidade, como mostrado na Figura 9. A quantificagdo do sinal de
hibridizacdo obtida nas duas condi¢des de crescimento permitiu verificar que a expressao
deste transcrito é de 100% no meio sem disponibilidade de ferro(Ill) e de 28% no meio com
ferro(IIl) disponivel. O alinhamento da seqiiéncia deduzida da proteina codificada por 3.28
com seqiiéncias do banco de dados permitiu verificar uma identidade desta de 28% com as
proteinas Frelp e Fre2p de S. cerevisiae. Como discutido anteriormente, estas proteinas sao
metaloredutases presentes na membrana plasmética e sao requeridas para a redug¢do do
ferro(IIT) que dissociado do complexo com o sider6foro pode ser transportado para o interior
da célula com o auxilio de proteinas de membrana que possuem alta afinidade por ferro, tal
como a FET3 e a TAF1 (Martins et al., 1998; Yun et al., 2001; Kosman, 2003). Este sistema é
expresso sob condicdes de caréncia de ferro e estd sob controle de Aftlp, o maior fator de

transcricdo dependente de ferro das leveduras (Yamaguchi-Iwai et al., 1995; Yun et al. , 2001;
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Yamaguchi-Iwai et al., 2002). Segundo Yamaguchi-Iwai et al. (1996), condi¢cdes de caréncia
de ferro resultam na inducdo na expressdo de FET3, FREI e FRE2, sendo que a regulacdo da
expressdo destes genes ocorre no nivel da transcri¢do e é mediada por Aftl. A funcdo de Aftlp
¢ inativada sob condi¢des de disponibilidade de ferro de forma que este fator de transcri¢ao
ndo se ligue a uma regidio do DNA envolvida na regulagdo dos genes requeridos para a
captacdo de ferro (Yamaguchi-Iwai et al., 2002).

Desta forma a confirmacdo da expressdo de 3.28 aumentada pela caréncia de ferro no
meio de cultivo fornece indicios de que o fungo L. edodes possui um sistema de captacdo de
ferro que envolveria proteinas de membrana (redutases) similares as existentes em S.
cerevisiae.

Também o fragmento 3.48 isolado em condi¢cdes de caréncia de ferro teve a sua
expressdo regulada por este metal confirmada por Northern blotting, como mostrado na Figura
9. A expressdo deste transcrito, de cerca de 2.150 pb, foi induzida somente na condig¢do de
caréncia de ferro. A seqiiéncia de aminodcidos codificada por 3.48 mostrou homologia com
39% de identidade com um ativador da transcri¢do da D-serina desidratase de E. coli, sendo
que o papel do ferro na expressio deste gene ndo foi descrito na literatura.

Por ultimo, vdrios fragmentos isolados para L. edodes, crescidlo em meio com
suprimento de ferro mostraram homologia com a aspartil-tRNA sintetase de S. cerevisiae
(Tabela 2), embora o papel do ferro na expressao destes transcritos nao tenha sido confirmado
como discutido anteriormente. O gene nuclear de S. cerevisiae MSD1 codifica a aspartil-tRNA
sintetase mitocondrial neste fungo (Gampel & Tzagoloff, 1989), a qual estd envolvida na
expressdo de genes mitocondriais que codificam tRNAs e € requerida para a manutencdo do

genoma mitocondrial (Chiang & Liaw, 2000).
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4. Conclusoes

A abordagem utilizada nesta etapa do estudo permitiu o isolamento de seis transcritos
de P. chrysosporium cuja expressao € regulada por ferro, sendo que 5 destes foram expressos
exclusivamente (1.1, 1.3 e 1.8) ou com expressao aumentada (1.11 e 1.15) devido a caréncia
de ferro no meio de cultivo; e, 1 transcrito teve sua expressao induzida pela presenca de ferro
no meio (2.3). Para L. edodes inimeros transcritos foram isolados, entretanto somente dois
transcritos tiveram sua expressdo, induzida (3.48) ou aumentada (3.28) como resposta a
caréncia de ferro(III) no meio de cultivo, confirmada por Northern blotting.

Dos transcritos isolados, os fragmentos 1.3 (1.2 e 1.7), 1.11 e 3.28 codificam parte de
proteinas que mostraram homologias com proteinas envolvidas em vias de captacdo de ferro,
tais como a TonB (1.11), a Frelp e a Fre2p (3.28) envolvidas em sistemas de transporte de
ferro(III) ou de complexos ferro-sideréforos em bactérias e fungos respectivamente; ou de
outros metais tal como a ZnT2 (1.3) relacionada com o transporte de zinco. Ainda, a seqiiéncia
de aminoécidos deduzida para dois fragmentos mostraram homologias com proteinas de duas
familias de reguladores de transcri¢do, a familia LysR (1.8) e a familia GATA (2.3), sendo que
estas duas familias possuem um papel importante na regulacdo da sintese de sideréforos em
bactérias e fungos, respectivamente.

O objetivo desta etapa do trabalho foi alcancado uma vez que foi isolado um cDNA
parcial (2.3) cuja expressdo € regulada positivamente por ferro(Ill) em P. chrysosporium o
qual foi homdlogo aos reguladores da transcricio GATA, SRE, SREA e SREP envolvidos na
biossintese de sider6foros de diferentes espécies de fungo os quais sugere-se que sejam
também regulados por ferro. Entretanto, o tamanho do fragmento 2.3 (204 pb) torna necesséria
a realizacdo de novos experimentos para se buscar o isolamento do cDNA completo o que
permitird confirmar se 2.3 codifica uma proteina GATA.

Por fim, os resultados obtidos parecem sugerir a existéncia de mecanismos de
transporte de ferro(IIl) baseados em sider6foros no caso de P. chrysosporium, ou ainda
baseados em sistemas de transporte altamente coordenados semelhantes aos de levedura no

caso de L. edodes.
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Capitulo 4

Isolamento de genes utilizando primers especificos

desenhados com base na seqiiéncia do fragmento 2.3
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1. Introducao

O método RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) foi desenvolvido inicialmente
por Frohman et al. (1988). Este método, consiste basicamente na amplificacio de cDNA de
seqiiéncias nucleotidicas usando o mRNA como molde sendo a amplificacdo a partir de um
sitio interno definido (conhecido) em direcdo a extremidade 3’ ou 5’. Entre os pré-requisitos
para a aplicacdo desta técnica estdo o conhecimento de pelo menos uma pequena regidao da
seqiiéncia que se quer isolar (Frohman et al., 1988) e o uso na reacdo de amplificacdo de dois
primers especificos que flanqueiam a seqiiéncia que se quer amplificar. Desta forma,
dependendo da extremidade que se quer estudar pode-se realizar uma amplificacdo 3° RACE

ou 5’ RACE (Figura 1).

Regido Regido de sobreposi¢io
amplificada .~
pelo RACE 5° Regido
« p amplificada pelo
' RACE 3’
< >

| GSP2 NGSP2 i
5’ erururAuALA A wruruNNAAAAA-3
3’ INNT TTTT,s5’

<= <= -
NGSP1 GSP1

Figura 1. Diagrama resumido da sintese de cDNA pelo método SMART™
(Clontech) 3> RACE e 5° RACE (Rapid Amplification of cDNA
Ends). GSP= Gene Specific Primer e NGSP= Nested Gene Specific

Primer. Diagrama retirado do User Manual (Clontech).

Uma estratégia de geracdo de cDNAs pelo método RACE € o método de amplificacio
SMART™ RACE c¢DNA (Clontech), o qual fornece um mecanismo para a obtencdo de
cDNAs completos na reagdo de transcricdo reversa. Isto é possivel pela acdo conjunta do
primer SMART II"™ e pelo uso de uma transcriptase reversa tal como a Superscript I, sendo
que certos variantes desta enzima mostram atividade de terminal transferase adicionando 3-5
residuos (predominantemente dC) na extremidade 3’ da primeira fita do cDNA (SMART ™
RACE cDNA Amplification Kit, User’s Manual). Como o primer SMART II'™™ possui uma
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extensdo de residuos dG na porcdo 3’ este pode se anelar a por¢ao de residuos dC-rica da
cauda do cDNA funcionando como uma extensdo reconhecida pela transcriptase reversa que
resulta em uma elongacdo da extremidade 5’ do cDNA durante a sintese da primeira fita de
cDNA (Figura 2). Ainda o primer SMART II'™ possui na extremidade 5° uma porcio
adaptadora que é adicionada a fita do cDNA. Ap6s a obtencdo do cDNA, no primeiro round
de amplificacdo é usada a mistura fornecida pelo sistema denominada UPM (Universal Primer
Mix) a qual contém dois primers, o primer universal longo e o primer universal curto. O
primer longo, na por¢cdo 3’ € homologo a por¢do adaptadora adicionada pelo primer SMART
II™ anelando com a fita de cDNA para a amplificacio, e na extremidade 5’ este primer longo
contém uma regido adaptadora adicional, a qual é homologa a seqiiéncia do primer universal
curto. Desta forma no primeiro ciclo de amplificacio (PCR) o primer longo anela-se a porcao

I™ na sintese das fitas de ¢cDNA, adicionando

adaptadora adicionada pelo primer SMART I
uma segunda porc¢do adaptadora 5°. No segundo ciclo de amplificacdo esta por¢do adaptadora
¢ fixada e nos ciclos posteriores a amplificacdo € dirigida pelo primer curto presente no UPM
e o primer gene-especifico. O primer curto é homélogo somente a por¢do adaptadora 5’
adicionada no produto de amplificacdo. Representacdes deste processo estdo mostradas nas

Figuras 1 e 2.

Poli A RNA

5 mmmpoliA 3
s
SMIX;"%E; - Sintese da primeira

fita e dC-tailing pela

transcriptase reversa

GGG 5 e UL POLTA
5,/ ccC —

Extensao pela
transcriptase reversa

5’EE GGG urrunnnnnunnuuasunuruuununnuu poliA
I CCC

Figura 2. Mecanismo do sistema SMART™ para a sintese de cDNA.
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Na presente etapa do estudo, o sistema RACE desenvolvido pela Clontech foi utilizado
para se buscar o isolamento do cDNA completo correspondente ao fragmento 2.3 de P.
chrysosporium, que foi isolado utilizando-se primers degenerados desenhados com base nas
seqiiéncias altamente conservadas dos dominios de ligacdo ao DNA do tipo dedos de zinco das
proteinas da familia GATA, como descrito no Capitulo 3. Este fragmento tornou-se
interessante ao estudo porque mostrou identidade de 54% com as proteinas SREA e SREP
envolvidas na regulagdo da biossintese de siderdforos em A. nidulans e P. chrysogenum
respectivamente, e de 48% com o fator GATA de N. crassa, também envolvido na rota de
sintese de sider6foros. Para tanto, foram desenhados dois primers especificos para o dominio
GATA de P. chrysosporium uma vez que a seqiiéncia de 204 pb do fragmento 2.3 continha a
seqiiéncia referente a estes dominios, e também dois primers flanqueando esta regido.

Desta forma, neste capitulo estdo descritos os procedimentos adotados e os resultados

obtidos na tentativa de se isolar o cDNA completo referente a seqiiéncia do fragmento 2.3.

2. Materiais e métodos

Para a execucdo dos experimentos descritos neste capitulo, micélio de P.
chrysosporium BKM 1767 foi crescido em meio liquido de extrato de malte 2% sob agitacio
por 10 dias a 28°C em duas situacdes diferenciais: a) com disponibilidade de ferro(IIT) no meio
(90 uM de FeCls) visando a repressdo da producdo de sider6foros e, b) sem ferro(IIl) ou com
concentracdo de ferro(Ill) muito reduzida para indug¢do da producdo de sideréforos. Os

micélios obtidos foram filtrados e estocados em freezer — 80°C para posterior utilizagao.

2.1 Sintese de cDNA

Os cDNAs usados nos experimentos descritos neste capitulo foram sintetizados com
sistema de amplificacio SMART™ RACE c¢DNA (Clontech).

Como mostrado nas Figuras 1 e 2, apresentadas acima, e na Figura 3 abaixo, o sistema
SMART™ RACE cDNA Amplification baseia-se na utilizagdo de primers especificos GSP
(Gene Specific Primer) e NGSP (Nested Gene Specific Primer), em reacdes de amplificacao

usando cDNA especifico para o gene que se deseja isolar.
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Reacao 5 RACE

Poli A+ RNA 5 AL AU NNAA A A A3
@NNTTTTT, 5
5-CDS Sintese da
primeira fita
SMART II éligo SMART
RNA/DNA 5 HEBIGGG e i i i i U UNNA A AAA S
CCC IS NN TTTT T, - 5°
cDNA 5 - G G G o i i U U NN A A A A A S
$.RACE 3 CCC I NN T T T T T, (5
PCR
5°-RACE
5 I GGGV W U U LA U U WU U NN A A A A AS
Long UP
3 - CC C NN TTT T T, [ 5°
Primeiro
ciclo de PCR
5 HN NAAAAA, [ 3°
GSP1
3 - NNTTTTT - 5°
Sintese do
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2°PCR

5’-HNN AAAAA, -3’
Short UP
>

T — ] 5

restantes do

i Amplificacoes
fragmento 5’-RACE

S .3
3 T ) s

Fragmento dupla fita 5’-RACE

Figura 3. Esquema detalhado da sintese de cDNA pelo sistema de amplificacdo 5’
SMART™ RACE cDNA (Clontech). UP= Universal Primer, GSP1= Gene

Specific Primer. Esquema retirado do User Manual (Clontech).
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Partindo-se do pressuposto de que o fragmento 2.3 codificaria um fator de transcricao
GATA e tendo-se observado que a seqiiéncia do fragmento 2.3 possui uma regidao rica em
adeninas (Figura 4) o que poderia estar indicando o terminal 3’ da seqiiéncia (cauda poliA) e
somandose o fato de que a ORF que mostrou homologia com SREP, SREA e SRE ¢
codificada no sentido direto, decidiu-se produzir fitas de cDNA 5’ RACE (Figura 3), para
buscar a obtencdo da seqiiéncia completa do transcrito referente ao fragmento 2.3. Para tanto,
com base na seqiiéncia de 2.3 foram desenhados inicialmente dois primers anti-sense, um
primer gene-especifico (GSP1) e um primer nested gene-especifico (NGSP1), como mostrado
na Figura 4 e na Tabela 1. Posteriormente foram desenhados outros dois primers, um gene-
especifico chamado de GSP2 e o outro gene-especifico nested chamado de NGSP2, os quais
contétm as seqiiéncias especificas para os primers degenerados Urbsl-1 (5°-
ARNCCRCANGCRTTRCA-3) e Urbs1-2 (5’-TGYAAYGCNTGYGGNYT-3’),

respectivamente (Figura 4 e Tabela 1).

TGTAACGCGTGCGGGCTGTCTACGCCGCTGTGGAGACGATCCTCCGCGAGAGCTTTCCT
GGAAAGTGCGCTGCGTTCGAGAAGGAGTGGGGCATGCCTGAAGCGTGGACGGCGAAAT

GGTCTCTGGGATGGAGCCTGAACTTTGCAAAAAAAAAAAAAAAAA

Figura 4. Seqiiéncia de nucleotideos obtida para o fragmento 2.3 juntamente com a cauda
poli(A), marcada em negrito. Em traco pontilhado estdo mostrados os primers

GPS1 e NGPS1 e os primers GPS2 e NGPS2 estao sublinhados.

Tabela 1: Primers desenhados a partir da seqiiéncia do fragmento 2.3.

Nome do Primer Seqiiéncia
GPS1 5’- ACACCTGCATGAGGAGCGATTTCG-3’
NGPSI1 5’-ACTCCTTCTCGAACGCAGCGCACTT-3’
GPS2 5’- ACGCCGCTGTGGAGACGA-3’
NGPS2 5’- TGTAACGCGTGCGGGCTG-3’

Para a sintese de cDNA procedeu-se a extragao de RNA total de P. chrysosporium para
as diferentes condi¢cdes de disponibilidade de ferro(III) utilizando-se o método de (item 2.3.1,
Capitulo 3). O RNA total obtido foi usado como molde na sintese de cDNA 5’ RACE, através
da seguinte mistura de reacdo: 1 g de RNA total, 1 uL do primer 5°’-CDs e 1 uL do primer

SMART II. Esta reacdo foi misturada e incubada por 2 min a 70°C e logo apds mantida por 2
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min no gelo. Em seguida, acrescentou-se a reacdo anterior 5 UL da mistura: 2 uLL do tampao
5X first strand, 1 pL. de DTT 20 mM, 1 uL da mistura de dNTPs 10 mM e 200 U da enzima
SuperScript I RNase H Reverse Transcriptase (Invitrogen'™). Incubou-se a reagio a 42°C
por 1 h e 30 min e, em seguida acrescentou-se 100 pL de Tricine-EDTA. A reacdo foi

incubada por 7 min a 72°C e ap06s foi aliquotada e estocada a — 20°C.

2.2 Reacoes de PCR

Para a obtencdo de cDNA especifico foram feitas reacdes de amplificacio compostas
de 1-3 uL. de cDNA (5 SMART RACE), 3 uL do primer especifico GPS1 ou GPS2 10 uM, 2
UL primer UPM 10X fornecido pelo sistema, 2 plL da mistura de dNTPs 5 mM, 5 puL do
tampdo de amplificacio 10X, 1,5 uL de MgCl, 50 mM, 2,5 U de Tag DNA Polimerase
(Amersham Biosciences) ¢ H,O desionizada para um volume final de 50 puL. Os ciclos de

amplificacdo foram: desnaturacdo a 94°C (4 min), seguida de 39 ciclos de 94°C (1 min), 62°C
(2 min) e 72°C (2 min), com extensdo final de 62°C (5 min) e 72°C (7 min).

2.3 PCR nested

O produto obtido na primeira reagdo de amplificacdo foi utilizado como molde em uma
reacdo de PCR nested, sendo a reagdo formada por: 1-3 uL. do produto da primeira PCR, 2 uLL
do primer especifico nested NGSP1 ou NGSP2 10 uM, 2 uL do primer NUP (Nested
Universal Primer) 10 uM fornecido no sistema, 2 uL. da mistura de dNTPs 5 mM, 5 puL do
tampdo de amplificacio 10X, 1,5 uL de MgCl, 50 mM, 2,5 U de Tag DNA Polimerase
(Amersham Biosciences) e H,O desionizada para um volume final de 50 pL. As condicdes de
amplificacdao foram as mesmas usadas na primeira PCR.

Os fragmentos obtidos foram clonados no vetor pGEM®-T Easy (Promega), como
descrito no Capitulo 3, item 2.3.5. Para a reacdo de ligacdo foram usados produtos de PCR
obtidos tanto nas primeiras reagdes de amplificacio como nas PCRs nested, como sera
discutido a seguir. Os procedimentos utilizados para a mini-preparacdo dos plasmidios dos
clones “recombinantes”, para o sequenciamento dos fragmentos e para a andlise de Northern
blotting para confirmacdo da expressdo diferencial regulada por ferro(Ill) dos transcritos

sequenciados estdo descritos no item Material e Métodos do Capitulo 3.
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3. Resultados e discussao

Como descrito no Capitulo 3 obteve-se para P. chrysosporium crescido em meio com
suprimento de ferro(Ill), o fragmento de cDNA 2.3 cuja seqiiéncia de cerca de 204 pb contém
uma ORF que mostrou identidade de 54% com seqiiéncia das proteinas SREA e SREP de A.
nidulans e P. chrysogenum e de 48% com SRE de N. crassa, envolvidas na regulacdo da
biossintese de sider6foros destes fungos. O fragmento seqiienciado foi isolado a partir de RNA
total expresso em células de micélio crescido sob condicdes de alta concentracdo de ferro no
meio, de forma que inicialmente pode-se sugerir que o ferro parece estar regulando a
expressao do gene.

Com esse resultado, o passo seguinte foi buscar isolar o cDNA completo do gene. Para
tanto, decidiu-se utilizar a metodologia SMART™ RACE c¢DNA Amplification (Clontech)
para obten¢do de cDNAs completos, sendo sintetizado cDNA 5’ RACE devido ao fato de que
a seqiiéncia obtida para 2.3 possui uma regido poli(A) na extremidade 3’ podendo indicar que
o fragmento isolado seria o final do gene de interesse, além disso a homologia foi com a
seqiiéncia do frame +3. Desta forma, foram sintetizados cDNAs para as duas condi¢cdes de
concentracdo de ferro no meio de cultivo (caréncia e suprimento). Os cDNAs obtidos foram
usados em reacdes de PCR e PCR nested utilizando-se dois primers gene-especificos e dois
primers nested gene-especificos (Tabela 1). Inicialmente foram realizadas amplificagdes com
os primers GSP1 e UPM, para as duas condi¢cdes de crescimento (Figura 5, linhas 1 e 2) e
apo6s, foram realizados PCRs nested usando os produtos da primeira PCR juntamente com os
primers NGSP1 e NUP (Nested Universal Primer, fornecido pelo sistema), para as duas

condi¢des de crescimento (Figura 5, linhas 3 e 4).
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Nio foi observada amplificacdo especifica na PCR nested (Figura 5). Na tentativa de se
obter um melhor resultado na amplificagdo, a temperatura de anelamento foi alterada de 62°C
para 60°C e também foram feitas diluicdes da primeira PCR (1/10, 1/20 e 1/50) sendo usados
3 ul da diluicdo na reacdo de amplificacdo. Entretanto, estas modificagdes nao alteraram o

resultado (ndo mostrado).

Figura 5. Produto da reagdo de amplificacio com cDNA 5’ RACE. Amostras: 1. P.
chrysosporium sem ferro(Ill), primers UMP e GSP1; 2. P. chrysosporium
com ferro(I1l), primers UMP e GSP1; 3. P. chrysosporium sem ferro(IIl),
primers NUP e NGSPI; e, 4. P. chrysosporium com ferro(Ill), primers
NUP e NGSP1. Marcador de peso molecular 1Kb (InvitrogenTM).

Desta forma, decidiu-se clonar o produto da primeira PCR, usando os primers UPM e
GSP1 (Figura 5, linhas 1 e 2). Para a reacdo de ligacdo do fragmento no vetor foram utilizados
3 ul do produto da primeira PCR, sendo que a ligagdo para a amostra sem ferro(Ill), foi
denominada “5” e os clones obtidos 5.x e, a ligacdo para a amostra crescida com ferro(IIl) “6”,
sendo os clones obtidos identificados como 6.x.

Os clones 6.x foram sequenciados uma vez que foram obtidos de micélio crescido em
meio com suprimento de ferro(IIl) e as seqii€ncias obtidas foram alinhadas com seqiiéncias
depositadas no GenBank para verificar a existéncia de homologias significativas. Os
resultados obtidos estao apresentados na Tabela 2.

Os fragmentos inseridos nos clones 6.x e nos demais clones apresentados neste
Capitulo foram sequenciados no sentido direto e reverso utilizando-se os primers -40 M13

foward 23mer e SP6, respectivamente. Embora muitos dos fragmentos obtidos tenham um
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tamanho, estimado a partir da digestdo com a enzima de restricdo EcoR I em gel de agarose,
relativamente grandes, optou-se por apresentar somente os resultados obtidos para a seqiiéncia
direta. Verificou-se por andlise comparativa com as seqiiéncias depositadas no banco de dados
do Projeto Genoma de Phanerochaete chrysosporium (White Rot Genome Project, iniciado
em 2001) que as seqiiéncias reversas correspondiam a uma fracdo do mesmo transcrito. Ainda,
os resultados obtidos na comparagcdo da seqiiéncia direta e reversa de cada clone com as

seqiiéncias do GenBank pelo BLASTX mostraram homologias correspondentes.

Tabela 2. Resultados obtidos no alinhamento dos clones 6.x, de amostra crescida com suprimento de

ferro(III) no meio de cultivo.

Tamanho Homologias Identidade  Similaridade  Escore,

Fragmento (pb)* (Numero de acesso no GenBank) Frame (%) (%) E-value
6.35, 6.43, 1.500 Precursor de M poliproteina -3 41 58 33,1,2
6.51, 6.58, Puumala virus (CAA43369)
6.62 ¢ 6.73

6.37 1.250 Proteina hipotética Thermobifida +3 44 48 34, 0,50

fusca (ZP_00059464)
6.39 1.500 Uréia carboxilase putativa +1 44 66 51, 4e-06

Corynebacterium efficiens
(NP_737323)
6.40 1.650 Possivel proteina vacuolar -1 43 58 43, 8e-04
Schizosaccharomyces pombe
(NP_596804)
6.41 1.500 Proteina de reparo MRP3 Homo -3 52 78 27,0,78
sapiens (AAB47281)
6.44 1.550 2-oxoglutarato desidrogenase, -1 77 87 204, 2e-
componente E1 S. cerevisiae 52
(CAAB6867)
6.50 1.500 L-aminoacido oxidase Rhodococcus -2 38 53 32,2,0
opacus (AAL14831)

a= tamanho do fragmento estimado com base no marcador de peso molecular 100 pb (Invitrogen™™)

A andlise das seqiiéncias no banco de dados permitiu verificar fortes homologias entre
a seqiiéncia dos diferentes fragmentos e seqiiéncias de diversas espécies. Entretanto, nenhuma
destas refere-se aquela obtida anteriormente para o fragmento 2.3.

A seqiiéncia de aminodcidos deduzida para o fragmento 6.40 alinhou com uma
glicoproteina de membrana, possivelmente uma proteina receptora vacuolar envolvida em
distribuicdo/enderecamento de S. pombe. A proteina deduzida para a seqiiéncia deste

fragmento também alinhou com a proteina Vps10 (Vacuolar sorting protein) de S. cerevisiae
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com identidade de 34%. A Vspl0 € uma proteina transmembrana tipo I e é requerida para a
distribuicdo da proteina vacuolar soliivel carboxipeptidase Y (CPY) (Marcusson et al., 1994;
Cereghino et al., 1995). Em levedura foram identificados mais de 40 genes requeridos para a
distribui¢do de proteinas mediada por vesiculas até o vactolo do tipo lisossoma. Entre estas
estdo a VPSI e VPS21 que codificam GTPases, e os produtos dos genes VSP33, VSP45 e
PEP12/VSP6 os quais sdo homodlogos as proteinas envolvidas na endocitose regulada por
vesiculas sindpticas. A caracterizacdo molecular destas VSPs tem revelado uma variedade de
atividades bioquimicas envolvidas nestes processos, sendo que estas proteinas constituem
componentes de um aparato molecular responsavel pelo reconhecimento, empacotamento e
transporte vesicular de proteinas até o vactolo em leveduras (Stack et al., 1995). Outros
fragmentos obtidos neste trabalho mostraram homologias com proteinas envolvidas no
transporte de substratos por meio de vesiculas entre estes o fragmento 4.4, isolado como
descrito no Capitulo 2 por meio da técnica de display diferencial na condi¢dao de crescimento
de caréncia de ferro. Também nesta condicdo de crescimento, foram obtidos os fragmentos
1.3, 1.2 e 1.7 de mesma seqiiéncia (Capitulo 3), cuja seqii€ncia de aminodcidos alinhou com a
proteina transportadora de zinco do tipo ZIP, ZNT2, de Thlaspi caerulescens apresentando
uma identidade de 44%. Em ratos, a proteina de membrana ZnT2 foi isolada, tendo-se
verificado que esta possui um papel de facilitar o seqiiestro e o acimulo de zinco em vesiculas
endossomais (Palmiter et al, 1996). Como discutido anteriormente, em levedura,
transportadores expressos em vesiculas intracelulares componentes da superfamilia de
facilitadores principais (MFES-major facilitator superfamily) codificados pelos genes ARNI-
ARN4, participam dos processos de captacdo de alta afinidade por ferro neste fungo (Heymann
et al., 2000b; Philpott et al., 2002; Kosman, 2003). Desta forma, a obtencdo de diferentes
fragmentos cuja seqiiéncia deduzida da proteina apresenta homologia com diversos
transportadores envolvidos na captacdo de enzimas e metais, podem estar indicando um papel
importante de um sistema mediado por vesiculas intracelulares no transporte de ferro em P.
chrysosporium.

A seqiiéncia deduzida de aminodcidos do fragmento 6.50 alinhou com a L-amino4cido
oxidase de Rhodococcus opacus com identidade de 38%. Esta oxidase catalisa a desaminagao
oxidativa dos L-aminodcidos para os ceto dcidos correspondentes, com a reducdo de oxigénio

em per6xido de hidrogénio (Geueke & Hummel, 2002). Em N. crassa, o primeiro passo do
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catabolismo de muitos aminodcidos € uma desaminagdo oxidativa catalisada pela L-
aminodcido oxidase (Calderén et al., 1997). A regido promotora do gene nitrogénio-regulado
da L-aminoécido oxidase possui dois sitios de ligacdo com NIT2, a principal proteina de
regulacdo do nitrogénio neste fungo e um regulador da transcricdo da familia GATA de
proteinas, sendo que cada um destes sitios possui duas cOpias da seqii€ncia consenso central
GATA (Xiao & Marzluf, 1993; Feng et al., 1993). Desta forma, o isolamento do transcrito
6.50 o qual codifica provavelmente uma L-aminodcido oxidase em P. chrysosporium, pode ter
sido devido a presenca de sitios consenso GATA neste tipo de enzimas como em N. crassa.

A anédlise de Northern blotting foi realizada somente para os fragmentos 6.39 e 6.44,
sendo que ndo foi observada nenhuma hibridizacdo destes transcritos na membrana com RNA
total de P. chrysosporium, independentemente da condi¢do de disponibilidade de ferro(III) no
meio de cultivo. Este resultado pode ter sido devido ao fato destes transcritos serem expressos
em nimero baixo de cépias. Como a estratégia usada nesta etapa baseou-se na obtencdo de
fragmentos por meio de reacdes de amplificacdo é possivel que transcritos com poucas ou
muito poucas cépias tenham sido amplificados e desta forma isolados. Desta forma, sendo a
técnica de Northern blotting de menor sensibilidade, ao se hibridizar o fragmento isolado com
o RNA total fixado em membrana de nylon, o baixo nimero de cépias do transcrito expresso
dificultaria a detec¢do da expressdo dos mesmos.

Como os fragmentos 6.x isolados ndo corresponderam ao fragmento 2.3, como era o
objetivo desta etapa do estudo, novas PCRs foram feitas, usando os primers GSP2 ou NGSP2

e o primer UPM. Os resultados obtidos na amplificagdo estdao mostrados na Figura 6.
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Figura 6. Produto da reagcdo de amplificacdo utilizando cDNA 5° RACE. Amostras:
1. P. chrysosporium sem ferro(Ill), primers UPM e NGSP2; 2. e 3. P.
chrysosporium com ferro(Ill), primers UPM e NGSP2, 0,8 e 1,0 mM de MgCl,
respectivamente; 4. P. chrysosporium sem ferro(Ill), primers UPM e GSP2; e, 5. P.
chrysosporium com ferro(Ill), primers UPM e GSP2. Marcador de peso molecular

100 pb (Invitro genTM).

O produto de amplificacdo obtido na reagdo de PCR com os primers UPM e GSP2 a
partir de cDNA de P. chrysosporium cultivado com suprimento de ferro(III) no meio (Figura
6, linha 5) foi clonado no vetor pGEM®-T Easy (Promega) e os resultados obtidos para o

alinhamento das seqii€ncias dos fragmentos 15.x estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Resultados obtidos no alinhamento dos fragmentos 15.x, de amostra crescida com

suprimento de ferro(III).

Tamanho Homologias Identidade Similaridade  Escore,
Fragmento (pb)* (Numero de acesso no GenBank) Frame (%) (%) E-value
154e15.33 1.700 Glicoproteina de envelope +1 27 38 31,34
(AAAT73905)
15.6e15.12 1400 Provavel ATPase transportadora -3 39 60 78, 3e-14
de calcio S. pombe (NP_592849)
15.35 1.700 Proteina hipotética Homo sapiens +3 42 52 32,2,1
(XP_098144)
15.37 1.700 s.a. - - - -

a= tamanho do fragmentoestimado com base no marcador de peso molecular 100 pb (Invitrogen™™)

A comparagdo das seqii€ncias obtidas com as depositadas no banco de dados permitiu
verificar similaridade entre a seqiiéncia de aminodcidos deduzida para os diferentes

fragmentos e seqiiéncias de diversas espécies. Entretanto, nenhuma destas refere-se ao
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fragmento 2.3. A andlise de Northern blotting foi realizada somente para o fragmento 15.6,
sendo que ndo foi observada nenhuma hibridizacdo deste transcrito na membrana com RNA
total de P. chrysosporium, independentemente da condi¢do de disponibilidade de ferro(III) no
meio de cultivo.

Verificou-se que 15.6 (15.12) apresentou homologia com ATPases de diversas
espécies, sendo que a identidade mais significante (39%) foi com uma provavel ATPase
transportadora de cdlcio S. pombe. Em bactérias, o mecanismo mais comum de transporte de
substratos, ¢ o sistema ABC (Braun & Killmann, 1999). Estes transportadores, sao
responsaveis pela absor¢ao de aminodcidos, peptideos, acticares, vitaminas, cations e anions
inorganicos, ferro, sider6foros complexados com Fe" e grupos heme ligados a proteinas, além
de, exportar certas proteinas, polissacarideos e compostos téxicos. Varios operons que
codificam proteinas da familia de transportadores ABC envolvidos no sistema de transporte de
ferro de diferentes espécies de bactérias foram estudados, dentre as quais Staphylococcus
epidermis (Cockayne et al., 1998); Brachyspira hyodysenteriae (Dugourd et al., 1999);
Yersinia pestis (Bearden et al., 1998; Fetherston et al., 1999; Gong et al., 2001); Serratia
marcens (Angerer et al., 1992); Erwinia chrysanthemi (Mahe et al., 1995); Serratia aureus
(Horsburgh et al., 2001); Salmonella typhimurium (Zhou et al., 1999); Vibrio cholerae
(Wyckoff et al., 1999); Staphylococcus aureus (Morrissey et al., 2000); Synechocystis sp.
PCC 6803 (Katoh et al., 2001) sendo que todos operons sio compostos por genes que
codificam proteinas integrais de membrana, permeases ou ATPases.

Entretanto, em fungos, a ocorréncia de transportadores ABC envolvidos no transporte
do complexo ferro-sideréforos em fungos ndo foi encontrada na literatura.

Com o resultado obtidos nos alinhamentos das seqiiéncias dos transcritos 15.x, tentou-
se ainda, amplificar o gene homélogo ao regulador da biossintese de sideréforos, a partir do
material crescido com ou sem ferro(IIl) realizando-se reacdes de PCR nested com os primers
NUP e NGSP2 (Figura 7). O produto da primeira PCR, usado como molde na reagdo nested,
foi amplificado com os primers UPM e GSP2 (Figura 6, linhas 4 e 5). Na Figura 7A estd
mostrado o resultado obtido na PCR nested para P. chrysosporium crescido em meio sem
ferro(IIl) e na Figura 7B a amplificacdo nested observada para P. chrysosporium crescido em

meio com suprimento de ferro(II).
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Figura 7. Produto da amplificacio nested. A. P. chrysosporium sem ferro(Ill),
primers NUP e NGSP2 e B. P. chrysosporium com ferro(Ill), primers
NUP e NGSP2. Linha 1: 1 ul da primeira PCR como molde na reagao; e
Linha 2: 1 pl da primeira PCR diluida 1/5 como molde na reacdo.

Marcador de peso molecular 100 pb (Invitrogen™™).

Os produtos obtidos na amplificacdo nested com os primers NUP e NGSP2 para a
condi¢do de crescimento de caréncia de ferro(Ill) no meio de cultivo (Figura 7A, linha 2),
foram clonados e identificados como 16.x. Os resultados obtidos no alinhamento entre as

seqiiéncias obtidas para estes transcritos com seqii€éncias depositadas no GenBank estao

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Resultados obtidos no alinhamento das seqiiéncias dos fragmentos 16.x, obtidos de amostra

crescida em caréncia de ferro(II1) no meio de cultivo.

Tamanho Homologias Identidade Similaridade Escore,
Fragmento (pb)* (Numero de acesso no GenBank) Frame (%) (%) E-value
16.17 € 16.26 400 Proteina hipotética Microbulbifer +1 34 45 30, 6,2
degradans 2-40 (ZP_00067049)
16.18 600 Precursor da lignina peroxidase LiPA +2 95 95 142, 2e-44
P. chrysosporium (CAA38177)
16.21 550 Precursor da lignina peroxidase LiPA +1 100 100 140, 3e-41
P. chrysosporium (CAA38177)
16.24 400 Proteina hipotética Rattus norvegicus +2 35 53 34, 0,73

(XP_239650)

a= tamanho do fragmento estimado com base no marcador de peso molecular 100 pb (Invitrogen™)
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A andlise das seqiiéncias no banco de dados permitiu verificar similaridade entre a
seqiiéncia de aminodcidos deduzida dos fragmentos 16.17, 16.26 e 16.24 com seqiiéncias de
proteinas hipotéticas de diferentes espécies, e uma alta identidade entre os fragmentos 16.18 e
16.21 com inimeras seqiiéncias diferentes de lignina peroxidases, manganés peroxidases e
precursores destas enzimas de P. chrysosporium e outras espécies de fungos de degradacgdo
branca. A andlise de Northern blotting foi realizada somente para os fragmentos 16.18 e 16.21,
sendo que ndo foi observada nenhuma hibridizacdo destes transcritos nas membranas com
RNA total de P. chrysosporium, independentemente da condicdo de disponibilidade de
ferro(III) no meio de cultivo.

Como mostrado na Tabela 4, verificou-se que as seqiiéncias de 16.18 e 16.21 sdo
homdlogos a seqiiéncia do o precursor da LiPA (lignina peroxidase A) de P. chrysosporium
com uma identidade de 95% e 100%, respectivamente.

Procedeu-se o alinhamento entre as seqiiéncias nucléicas dos fragmentos 16.18 e 16.21.
Com isso, verificou-se que estes fragmentos correspondem a diferentes por¢cdes de um mesmo
gene, o qual de acordo com o resultado dos alinhamentos das seqii€ncias destes fragmentos no
GenBank parece ser o gene [ipA.

A homologia com precursores de lignina peroxidases foi observada para outro
fragmento (1.1) isolado neste estudo, como discutido no Capitulo 2. Este fragmento foi isolado
utilizando-se a técnica de display diferencial de mRNA a partir de RNA extraido de micélio de
P. chrysosporium crescido em meio com caréncia de ferro(IlI) da mesma forma que os
fragmentos 16.18 e 16.21. A seqiiéncia de aminoécidos codificada por 1.1 mostrou homologia
com identidade de 94% com o precursor GLGS da lignina peroxidase (LiP6) de P.
chrysosporium e teve sua expressdo induzida pela caréncia de ferro no meio, sendo esta
expressdo diferencial confirmada por Northern blotting, o que como citado acima nao foi
verificado para os fragmentos 16.18 e 16.21, o que pode ter sido devido ao fato destes
transcritos terem sido obtidos em reacdes de PCR com primers especificos o que pode ter
levado a uma rapida amplificacio de cDNAs de baixo nimero de cdpias, que podem nao ter
sido detectadas pelo método de Northern blot.

Como amplamente reportado na literatura, as lignina peroxidases sdo geralmente
secretadas como isoenzimas multiplas as quais podem ser produzidas a partir de genes

multiplos e/ou por modificacdes pdés-traducionais diferenciais (Conesa et al., 2002). Em P.
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chrysosporium existem no minimo dez genes (lipA-J) que codificam as lignina peroxidases.
Estes genes sdo estruturalmente similares, cada um com diferentes formas alélicas, e estdo
agrupados em trés grupos de ligacdo (revisdo em Conesa et al., 2002; revisdo em Martinez,
2002). Segundo Gaskell et al. (1991) o gene GLG) esté localizado aproximadamente 14 Kb
downstream do gene lipB o qual estd imediatamente adjacente (1,3 Kb) ao gene lipA, sendo
estes dois ultimos transcricionalmente convergentes. Stewart & Cullen (1999), obtiveram um
mapa fisico detalhado da organizacdo gendmica de oito genes que codificam para lignina
peroxidases, sendo verificado que os genes, lipA, lipB, lipC e lipE estavam organizados dentro
de uma regido de 35 Kb e que os quatro genes restantes (lipG, lipH, lipl e lipJ) estavam
agrupados em uma regido de 15 Kb. Os genes lipD e lipF nio foram mapeados.

Portanto, é possivel que os fragmentos 1.1 e 16.21/16.18 isolados correspondam a
genes diferentes. Somente a obtencdo da seqiiéncia completa de cada transcrito permitird
verificar a qual gene /ip corresponde cada fragmento isolado neste estudo.

Apesar do fato de que estudos reportando o papel do ferro na regulacido da expressio
dos genes lip ndo tenham sido encontrados na literatura, os resultados obtidos neste estudo
permitem sugerir que no minimo um, e provavelmente mais que um, destes genes devem ter
sua expressdo regulada por este metal, como foi verificado para o transcrito 1.1, que codifica o
precursor da GLGS, cuja expressao foi induzida pela caréncia de ferro(IIl). Estudos adicionais
devem ser feitos para verificar, entre outros, quantos e quais genes /ip t€m a sua expressao
ferro-dependente.

Os produtos obtidos na amplificacdo com os primers NUP e NGSP2 para a condicdo
de crescimento de suprimento de ferro(IIl) no meio de cultivo (Figura 7B, linha 2), foram
clonados e identificados como 17.x. Os resultados obtidos no alinhamento das seqii€ncias
obtidas para estes fragmentos, com seqiiéncias depositadas no GenBank estdo apresentados na

Tabela 5.
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Tabela 5. Resultados obtidos no alinhamento dos fragmentos 17.x, obtidos de amostra crescida com

suprimento de ferro(III) no meio de cultivo.

Tamanho Homologias Identidade  Similaridade  Escore,
Transcrito (pb)* (Numero de acesso no GenBank) Frame (%) (%) E-value
17.6 550 Poliubiquitina 5 Phanerochaete -2 86 89 115, 2e-
chrysosporium (CAA80851) 25
17.7 450 Proteina hipotética Prochlorococcus +2 52 60 31,5,0
marinus subsp. pastoris (ZP_00105442)
17.8 e 450 Regulador transcricional +1 50 58 30, 8,5
17.38 Mesorhizobium loti (NP_106026)
17.39 300 NapG oxidoredutase Streptomyces +1 35 43 35, 0,50
collinus (AAD31829)
17.40 200 s.a. - - - -
17.62 530 s.a. - - - -

a= tamanho do fragmento estimado com base no marcador de peso molecular 100 pb (Invitrogen™)

A andlise das seqiiéncias no banco de dados permitiu verificar similaridade entre a
seqiiéncia de aminodcidos codificada pelo fragmento 17.7 com a seqiiéncia de uma proteina
hipotética de Prochlorococcus marinus subsp. pastoris. A seqiiéncia de aminodcidos
codificada pelos fragmentos de mesma seqii€ncia, 17.8 e 17.38, alinharam com um regulador
transcricional de Desulfovibrio desulfuricans com identidade de 37%. A seqiiéncia de
aminodcidos deduzida de 17.39 alinhou com uma oxidoredutase de Streptomyces collinus com
identidade de 35% e de 17.6 mostrou homologia (86% de identidade) com a poliubiquitina 5
de P. chrysosporium.

O alinhamento da seqiiéncia de aminodcidos deduzida para o fragmento 17.6 com
seqiiéncias depositadas no GenBank permitiu verificar que esta apresenta homologia com
inimeras seqiiéncias deduzidas de aminodcidos de ubiquitinas das mais diversas espécies. O
alinhamento mais significante foi com a poliubiquitina 5 de P. chrysosporium (Escher &
Raeder, 1999, ndo publicado) com 86% de identidade. Esta identidade permite afirmar que o
fragmento contido no clone 17.6 € parte do gene da poliubiquitina 5 de P. chrysosporium.

A seguir estd apresentada a seqiiéncia de aminodcidos da poliubiquitina 5 de P.
chrysosporium, estando sublinhada a seqiiéncia deduzida para a ORF do clone 17.6 e em
negrito estd assinalada uma seqiiéncia de 76 aminodcidos a qual é repetida em fandem nas

poliubiquitinas.
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1 MQIFVKTLTGKTITLEVESSDTIDNVKAKIQDKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDY
61 NIQKESTLHLVLRLRGGMOQIFVKTLTGKTITLEVESSDTIDNVKAKIQDKEGIPPDQQRLI
121 FAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLVLRLRGGMQIFVKTLTGKTITLEVESSDTIDNVKA
181 KIQDKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLVLRLRGGMQIFVKTLTGKT
241 ITLEVESSDTIDNVKAKIQDKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLVLR
301 LRGGMQIFVKTLTGKTITLEVESSDTIDNVKAKIQDKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDGRTL
361 SDYNIQKESTLHLVLRLRGGL

As ubiquitinas sdo proteinas pequenas de cerca de 76 aminodcidos que tem papel
importante em diversos processos celulares incluindo: controle do ciclo celular, regulagdo da
transcricdo, reparo de DNA, traducdo de sinal, biogénese de organelas, respostas ao estresse,
adaptacdo metabdlica e degradacdo de proteinas em eucariotos (Ling et al., 2000). As
ubiquitinas sdo codificadas por familias multigénicas relativamente pequenas, que
compreendem uma classe de genes monoméricos e uma classe de genes poliméricos. Os genes
monoméricos consistem em 228 nucleotideos com uma seqiiéncia C-terminal adicional que
codifica uma proteina ribossomal. Em contraste, os genes poliméricos conhecidos como
poliubiquitinas sdo formadas por repeti¢cdes em tandem de genes de 228 pb (76 aminodcidos),
sem nenhuma seqiiéncia espagadora entre eles (Nei et al., 2000).

A andlise de Northern blotting foi realizada somente para os fragmentos 17.6 e 17.39.
Para o fragmento 17.6 a andlise por Northern blotting permitiu confirmar que a expressao do
mesmo ¢é regulada pela presenca de ferro(IIl) no meio de cultura, sendo que a expressdo obtida
foi de 100%. Como pode-se verificar na Figura 8, o transcrito foi expresso também em cultivo
sem suprimento de ferro(Ill) sé que em quantidade bastante menor (16%). Verificou-se ainda,
que o fragmento 17.6 corresponde a um transcrito de cerca de 1.720 pb, tamanho este
estimado com base no marcador de peso molecular de RNA de 0,16-1,77 Kb (InvitrogenTM).

Para o fragmento 17.39 a expressdo regulada por ferro(Ill) ndo foi confirmada, ndo
sendo observada a hibridizacdo do mesmo com os RNA totais de P. chrysosporium fixados na
membrana de nylon, independentemente da condi¢dao de disponibilidade de ferro(IIl) no meio
de cultivo. Como discutido anteriormente, uma explicacdo para este resultado poderia ser o
fato de que este transcrito pode estar sendo pouco expresso dificultando a deteccdo da

hibridiza¢do por Northern blotting.
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Hibridizagao .
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Figura 8. Andlise de Northern blotting para o fragmento 17.6 isolado de P. chrysosporium.
Condig¢oes de cultivo: C= caréncia de ferro(Ill) e S= suprimento de ferro(III) no
meio de cultivo. Na figura estdo mostrados os resultados da hibridizag¢dao: do
fragmento marcado radiativamente, da sonda gpd usada para normaliza¢do da
quantidade de RNA na membrana; e, gel de agarose 1% com as amostras de RNA

total (rRNA).
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4. Conclusoes

Embora o isolamento do clone 2.3, descrito no Capitulo 3, cuja seqii€ncia alinhou com
genes que codificam reguladores da biossintese de sider6foros, tenha permitindo o desenho de
primers especificos para buscar o isolamento do cDNA de um gene envolvido na regulacdo da
biossintese de siderdforos em Phanerochaete chrysosporium, os fragmentos de transcritos
obtidos na presente etapa do estudo ndo foram homdlogos aos genes sre, sreA e sreP ja
descritos na literatura, os quais codificam fatores de transcricdio GATA envolvidos na
regulacdo da sintese de sider6foros, em N. crassa, A. nidulans e P. chrysogenum.

Embora a seqiiéncia de aminodcidos deduzida de indmeros fragmentos isolados nesta
etapa do estudo, entre os quais o 6.39 que alinhou com uma carboxilase; o 6.40 que alinhou
com uma possivel proteina de distribui¢ao vacuolar, o 6.44 que alinhou com o componente E1l
da 2-oxoglutarato desidrogenase, o 15.6 (15.12) que alinhou com indmeras seqii€éncias de
ATPases, e os transcritos 16.18 e 16.21 que alinharam com o precursor da lignina peroxidase
A de P. chrysosporium, tenham mostrado forte similaridade com seqiiéncias depositadas no
GenBank, o tnico transcrito isolado nesta etapa do trabalho que teve a sua expressdo regulada
por ferro (III) confirmada foi o 17.6. O alinhamento da seqiiéncia de 17.6 com seqiiéncias do
GenBank permitiu verificar que este fragmento é parte do multigene que codifica a
poliubiquitina 5 de P. chrysosporium. Este transcrito teve sua expressao aumentada quando o
fungo foi cultivado em meio com suprimento de ferro(III) indicando um papel deste metal na
regulacdo da expressdo génica da poliubiquitina 5.

Desta forma, devido aos resultados obtidos nesta etapa do estudo, surgiu a necessidade
de se tentar uma nova abordagem para buscar o isolamento do gene que codifica o transcrito

2.3. A abordagem utilizada e os resultados obtidos estdo descritos no Capitulo 5, a seguir.
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Capitulo 5

Isolamento e caracterizacao de um gene da familia de

transportadores do tipo ABC de P. chrysosporium

125



1. Introducao

O mecanismo mais comum de transporte de substratos, em bactérias, € o sistema ABC.
Estes transportadores dependentes de ATP, designados de transportadores ABC,
transportadores ATP cassetes ou ATPases, sdo responsaveis pela absor¢do de aminodcidos,
peptideos, acticares, vitaminas, citions e anions inorganicos, ferro, sideréforos complexados
com Fe(Ill) e grupos heme ligados a proteinas, além de, exportar certas proteinas,
polissacarideos e compostos toxicos (Braun & Killmann, 1999).

O sistema ABC inclui uma gama extremamente diversa de proteinas de transporte de
membrana que requerem a energia resultante da hidrélise de ATP para a translocacdo de
solutos através da membrana (Schneider & Hunke, 1998). Os transportadores ABC em geral
possuem uma estrutura comum que é formada por quatro dominios que podem estar em
polipeptideos separados ou podem estar fusionados em uma variedade de configuragdes, como
esquematizado na Figura 1. Dois destes dominios/subunidades sdo integrais da membrana
sendo que cada um atravessa a membrana seis vezes. Os outros dois dominios/subunidades sao
capazes de hidrolisar ATP e acoplar a energia gerada ao movimento de importacdo (Schneider

& Hunke, 1998; Dugourd et al., 1999).

@ Extracelular

]

ATP ATP

Subunidades/dominios
Integrais de Membrana

Subunidades/dominios ABC

Citoplasma

Figura 1. Representacdo esquematica de trés dominios estruturais de transportadores
ABC. Onde NBF (Nucleotide Bindidng Fold). Reproduzida de Schneider &
Hunke (1998).

126



A estrutura caracteristica destas proteinas consiste de um conjunto de dominios
transmembrana (TMD) e dominios de ligacio a nucleotideos (NBD, Nucleotide Binding
Domain ou NBF, Nucleotide Binding Fold), sendo que a maioria das proteinas ABC possui
dois dominios transmembrana e dois NBDs (Schneider & Hunke, 1998; Epping & Moye-
Rowley, 2002). As regides NBD dos transportadores ABC sdo similares em uma faixa de
cerca de 200 aminodcidos (Katzmann et al., 1995). Esta faixa contém um motivo de ligacdo ao
ATP (ATP-binding) altamente conservado que consiste de dois sitios (A e B) que formam uma
bolsa de ligacio ao ATP, também chamado de motivo Walker (Dugourd et al., 1999).
Entretanto, foi verificado que o nimero de aminoécidos entre os dominios funcionais ¢
bastante varidvel, sendo que as proteinas ABC sao classificadas em sub-familias com base na
similaridade das seqiiéncias entre os NBS e no espacamento entre estes (Katzmann et al.,
1995; Epping & Moye-Rowley, 2002). Duas destas sub-familias sdo as mais estudas. Uma
compreende as proteinas de resisténcia a multidrogas (MRP, Multidrug Resistance Proteins)
as quais sdo superexpressas em tumores, sendo que a maioria dos transportadores ABC
pertencem a esta sub-familia. Uma segunda classe destes transportadores, bastante estudada, é
composta pelo regulador da condutividade transmembrana na fibrose cistica de humanos
(CFTR) que quando mutado resulta na fibrose cistica.

O envolvimento do sistema de proteinas transportadoras ABC na captacao de ferro tem
sido descrito para varias espécies de bactérias. Em Escherichia coli, o transporte de ferro via
ferricromo € realizado por um grupo de transportadores ATP-dependentes, sendo o transporte
através da membrana citoplasmdtica mediado por trés proteinas: FhuD no periplasma, FhuB
na membrana citoplasmdtica e FhuC (ATPase) associada com a parte interna da membrana
citoplasmética (Mademidis et al., 1997; Groeger & Koster, 1998; Katoh et al., 2001).

Em Yersinia pestis foram isolados os genes ybtP e ybtQ que codificam proteinas que
sdo membros putativos da familia de transportadores ABC. Segundo, Fetherston et al. (1999),
YbtP e YbtQ s@o estruturalmente unicos dentro da sub-familia de transportadores ABC
associados com o transporte de ferro, pois possuem um dominio amino-terminal membrane-
spanning e uma ATPase carboxi-terminal. Ainda, em Y. pestis foi isolado o operon yfeABCD
(Bearden et al., 1998) e o operon yfuABC (Gong et al., 2001). O operon yfeABCD ¢ regulado
por Fur respondendo a concentracdo de ferro e de manganés e codifica polipeptideos que

apresentam forte similaridade a proteinas do sistema de transportadores ABC e incluem uma
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proteina de ligacdo periplasmdtica (YfeA), uma proteina que se liga a ATP (YfeB) e duas
proteinas integrais de membrana (YfeC e YfeD) as quais provavelmente atuam na aquisi¢do
de ferro inorginico e possivelmente outros fons. O operon yfuABC codifica as proteinas
YfuABC que apresentam alta homologia com as proteinas transportadoras de ferro de Y.
enterocolitica e Serratia marcescens.

Virios outros operons que codificam proteinas da familia de transportadores ABC
envolvidas no sistema de transporte de ferro de diferentes espécies de bactérias, foram
estudados. Entre os operons descritos estdo o sfuABC de Serratia marcens (Angerer et al.,
1992), o cbrABCD de Erwinia chrysanthemi (Mahe et al., 1995), o sirABC de S. aureus
(Horsburgh et al., 2001), o sitABCD de Salmonella typhimurium (Zhou et al., 1999), o
viuPDGC de Vibrio cholerae (Wickoff et al., 1999) e o sstABCD de Staphylococcus aureus
(Morrissey et al., 2000).

Em fungos, poucos estudos foram realizados para elucidar o papel das proteinas
transportadoras da familia ABC. Uma possivel explicagdo para isso é que as membranas
citoplasmdticas de fungos sdo mais complexas que as de bactérias onde os estudos de
transporte tém avancado consideravelmente (Huschka & Winkelmann, 1989).

Em S. cerevisiae foram encontrados 30 genes ABC diferentes, sendo que algumas das
proteinas codificadas por eles participam de um sistema de resisténcia pleiotrépica a drogas
andlogo ao de resisténcia a drogas multiplas (MDR) de mamiferos (Wolfger et al., 2001).
Ainda, em A. nidulans, Penicillium digitatum e Candida albicans o envolvimento de
transportadores ABC na resisténcia a drogas foi reportado. Em fungos fitopatogénicos foi
sugerido o envolvimento de transportadores ABC na patogenicidade e na prépria biologia do
fungo (De Waard, 1997). O fungo Mycosphaerella graminicola, um patégeno de trigo, produz
transportadores ABC especificos que reduzem o actimulo de toxinas fungicidas, produzidas
pelo trigo, no micélio favorecendo a sua colonizagdo (Zwiers & De Waard, 2000).

Neste capitulo serd descrito o isolamento de um gene de P. chrysosporium que codifica
uma proteina da familia de transportadores do tipo ABC através de um mini-banco contendo
fragmentos de DNA gendmico de 2.000 a 3.000 pb digeridos com a enzima Pvu II. Este banco
foi gerado com base nos resultados obtidos com a hibridizacdo do fragmento 2.3 em Southern
blottings. Este fragmento de cDNA, cujo isolamento estd descrito no Capitulo 3, mostrou

homologia com proteinas da familia GATA de fatores de transcricdo envolvidos regulacdo da
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biossintese de sideréforos de diferentes espécies de fungos. Assim, a constru¢do do mini-
banco foi uma estratégia alternativa escolhida para se isolar a seqiiéncia gendmica de
homdlogos aos fatores de transcricdo GATA envolvidos na regulacdo da expressdo de genes

dependente de ferro no fungo em estudo.
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2. Materiais e Métodos
Para a execugdo dos experimentos descritos neste capitulo, micélio de Phanerochaete
chrysosporium foi cultivado em condicdes diferenciais de ferro(II) como descrito no Capitulo

3, item 2.1.

2.1 Construciao de um mini-banco com DNA de P. chrysosporium

2.1.1 Extracao de DNA

Dada a necessidade de uma grande quantidade de DNA para obtencdo de membranas
por Southern blotting, um novo protocolo de extragao de DNA foi padronizado e utilizado.

A nova metodologia de extracdo do DNA foi baseada no método 5 descrito por Van
Burik er al. (1998) que testou métodos diferentes de extracdo de DNA para fungos e, no
manual do Laboratério de Genética Molecular Aplicada do CIMMYT (Centro Internacional
de Mejoramiento de Maiz y Trigo) (Hoisington, 1993). Desta forma, cerca de 500 mg de
micélio foram macerados em presenga de nitrogénio liquido. Ao micélio macerado
acrescentou-se 9 mL de tampao de extragao (1% CTAB; 1,4 M NaCl; 100 mM Tris-HCI pH
8,0; 20 mM EDTA), sendo a mistura incubada por 2 h em gelo. Apéds o periodo de incubagdo
acrescentou-se 5 mL de fenol (pH 8,0-8,3):cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1, v/v/v),
seguido de centrifugacdo. Repetiu-se a extragdo com fenol e se procedeu uma extracdo com
cloroférmio:dlcool isoamilico (24:1, v/v). O sobrenadante foi precipitado com 0,1 volume de
acetato de amdnio 7,5 M e 2 volumes de etanol absoluto gelado. Inverteu-se cuidadosamente
até que se observou a formacdo em um enovelado o qual foi recuperado. O DNA foi lavado
com etanol 70% e secado a temperatura ambiente. O DNA foi ressuspendido em cerca de 1

mL de TE 1X e incubado com 500 pg/mL de RNase A por 1 ha 37°C.

2.1.2 Southern blotting

Para a obten¢do de membranas de nylon por Southern blotting, foram feitas reacoes de
digestio DNA do gendmico de P. chrysosporium distintas utilizando-se as enzimas de
restricao Nco 1, Pst 1, Bgl 11, Pvu 11, Kpn 1 ou Xba 1 (InVitrogenTM).

Cada reagdo foi constituida de cerca de 10 pug de DNA, 30 U da enzima, tampdo da
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enzima (1X) fornecido pelo fabricante, e d4gua desionizada para um volume final de 250 puL. A
mistura foi incubada a 37°C durante a noite. Em seguida, as amostras foram precipitadas com
0,1 volume de acetato de s6dio e 2,5 volumes de etanol absoluto, durante a noite. Apds
centrifugac@o os pellets de DNA foram ressupendidos em TE 1X, sendo as amostras aplicadas
em gel de agarose 0,8% e corridas em TBE 1X, 30 V por cerca de 19 h.

Apés a corrida, o gel foi lavado sob leve agitacdo por 10 minutos com 0,25 N HCI,
lavado rapidamente com dgua destilada, e mantido em agitacdo na solu¢do de 0,4 N NaOH e 1
M NaCl por 30 min. Em seguida, foi colocado no aparato de transferéncia utilizando 0,4 N
NaOH e 1 M NaCl como solu¢do de transferéncia. Sobre o gel foi colocada a membrana
Hybond-N* (Amersham Biosciences). A transferéncia foi realizada durante a noite. Apds este
periodo, a membrana foi lavada por 30 min em uma solucdo 100 mM de tampao fosfato pH
7,2. Para fixar o DNA, a membrana foi deixada a temperatura ambiente por cerca de 30 min,

seguida de incubacdo a 80°C por 2 h.

2.1.3 Hibridizacao

O fragmento 2.3 foi marcado radiativamente e hibridizado com as membranas obtidas
contendo o DNA digerido com diferentes enzimas de restricao.

A marcagdo foi realizada por reacdo de random priming utilizando-se o sistema de
marcacdo ‘“RadPrime DNA Labeling” (InvitogenTM) juntamente com [a-3*P]dCTP (Amersham
Biosciences), seguindo os procedimentos fornecidos pelo fabricante. Os fragmentos 2.3
usados na marcacdo foram liberados dos plasmidios que os continham apds digestio com
EcoR 1 e purificacdio em gel de agarose 1,5% com tampdo TAE 1X (1X TAE = 40 mM
Trizma; 1 mM EDTA pH 8,0), utilizando-se o “In Concert™ Rapid Gel Extraction System
Kit” (Invitrogen™), seguindo-se os procedimentos fornecidos pelo fabricante.

Para hibridizagao foi utilizada incubacdo a 42°C durante a noite com a solugao de pré-
hibridiza¢do contendo: 50% formamida; 5X SSC (1X SSC = 0,15 M NaCl, 15 mM de citrato
de sddio); 10X solu¢do de Denhardt’s (1X = 0,02 % PVP, 0,02% Ficoll 400 e 0,02% BSA); 40
mM Tris-HCI pH 7.,5; 1% SDS e 100 pg/mL de DNA de esperma de salmdo (ssDNA)
desnaturado. Apds este periodo a solucdo inicial foi retirada e substituida pela solu¢do de

hibridizac¢do constituida de: 50% formamida; 2X SSC; 40 mM Tris-HCI pH 7,5; 1% SDS; 5%
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de sulfato de dextran; 100 pg/mL de DNA de esperma de salmdo, acrescida da sonda marcada
radiativamente. A hibridizagao foi realizada durante a noite a 42°C sob rotacdo a 40 rpm.

A membrana hibridizada foi lavada a temperatura ambiente por 15 minutos em uma
solucdo 2X SSC e 0,1% SDS e em seguida na solugdao 2X SSC e 0,1% SDS a 50°C por 15
minutos. Apds as lavagens, as membranas foram expostas a filme de raio-X (Kodak X-OMAT
AR ou Hyperfilm™ MP, Amersham Biosciences) com intensificador de sinal (Intensifying

Screen, Dupont Cronex) a — 80°C.

2.1.4 Digestao do DNA de P. chrysosporium para clonagem no mini-banco

Apds avaliacio dos resultados de hibridizacio de 2.3 com DNA digerido com
diferentes enzimas de restri¢do, optou-se por utilizar fragmentos gendmicos digeridos com a
enzima Pvu II para a construcdo de um mini-banco. Esta escolha se baseou no fato de que a
digestdao com esta enzima origina fragmentos com extremidades abruptas (blunt) ndo sendo
necessdria a realizacdo da reagcdo de bluntting, ou seja, de preenchimento das extremidades dos
fragmentos digeridos e também no fato de que o tamanho do fragmento reconhecido pela
seqiiéncia 2.3 permitiria a clonagem usando plasmidio como vetor, ndo sendo necessério o uso
de vetores mais complexos.

Desta forma, uma nova digestdo de DNA utilizando a enzima Pvu II foi feita como
descrito no item 2.1.2, neste capitulo. O DNA digerido foi purificado de gel de agarose 0,8% e
tampdo TBE 1X, do qual cortou-se uma regido que continha fragmentos com tamanhos
variando entre 2.000 pb a 3.000 pb. Os fragmentos foram purificados utilizando-se o “In

Concert™ Rapid Gel Extraction System Kit” (Invitrogen™).

2.1.5 Clonagem no vetor pUC18

Os fragmentos de DNA obtidos na purificagdo foram clonados no vetor pUCI18 pelo
sistema “Ready-To-Go™ pUC18 Sma I/BAP + ligase” (Amersham Biosciences).

Para tanto, ao DNA purificado acrescentou-se H,O desionizada para um volume final
de 20 pL e uma concentracido final de 1-2 ug de DNA. Adicionou-se o DNA a um tubo
contendo a reacio “Ready-To-Go™ pUCI18 Sma I/BAP + ligase”. A mistura foi incubada por

5 min a temperatura ambiente e, em seguida, por 1 h e 30 min a 16°C.

132



Para a transformacgdo adicionou-se toda a mistura de ligacdo a 100 pUL de células
competentes DH50, permanecendo por cerca de 30 min em banho de gelo. Apds este periodo,
foi dado um choque térmico a 42°C por 50 s, seguido pela incubagdo em gelo por 3 min e pela
adicao de 0,9 mL de meio LB. O material foi mantido sob agitacdo a 37°C por 1 h. Aliquotas
da transformagdo foram espalhadas em placas contendo meio LB-dgar com ampicilina
(50pg/mL) e X-Gal (20mg/mL), seguida de incubacido em estufa a 37°C durante a noite. Toda
a transformacdo foi plaqueada para se obter o maior nimero de colonias ‘“recombinantes”

plotadas em membranas de nylon pelo método de Colony blotting (Lehrach et al., 1990).

2.1.6 Colony blotting

Cada uma das colonias “recombinantes” foi inoculada em 200 puL de meio LB
contendo 50 pg/mL de ampicilina. Para tanto, foram utilizadas placas de cultivo 96-well. As
bactérias foram crescidas por 24 h a 37°C, sob agitacdo (110 rpm). Em cada placa de cultivo
foi também inoculada uma coldnia recombinante contendo o plasmidio com o fragmento 2.3
como controle positivo.

Apbs o periodo de cultivo, as bactérias foram transferidas para membranas de nylon
colocadas sobre meio LB dgar com 50 pg/mL de ampicilina, com auxilio de um replicador de
96 pinos (Replica Plate, Sigma). As membranas com as bactérias foram incubadas a 37°C por
12-14 h.

Decorrido o periodo de crescimento, procedeu-se o tratamento das membranas para
fixacdo do DNA. Inicialmente cada membrana foi colocada sobre papel Whatman 3MM
embebido na solu¢do de desnaturacdo (0,5 M NaCl e 1,5 M NaOH) por 4 min a temperatura
ambiente. Este passo foi repetido novamente sobre um banho de dgua fervente. Em seguida, a
membrana foi passada para papel Whatman 3MM embebido na solu¢dao de neutralizacdo (1 M
Tris-HCI pH 7,5 e 1,5 M NaCl) sendo incubada por mais de 5 min a temperatura ambiente.
Por fim, a membrana foi incubada a 37°C por 30 min na solu¢cdo de processamento (50 mM
Tris-HCI pH 8,5, 50 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1% Na-sarcosil, 0,25 mg/mL proteinase K)
pré-aquecida. A fixacdo do DNA foi realizada em estufa a 80°C por 2 h.

As bactérias crescidas nas placas 96-well foram estocadas a — 80°C apds o acréscimo

do meio de cultivo permanente HMFM 1X (Hogness Modified Freezing Medium).
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2.1.7 Screening do mini-banco com a sonda 2.3

Para identificar os fragmentos de DNA clonados no mini-banco que apresentavam
homologia com o fragmento 2.3, realizou-se a hibridizagdo do fragmento marcado
radiativamente com as membranas obtidas por Colony blotting.

Para tanto, as membranas foram incubadas a 65°C por no minimo 2 h com a solugao de
pré-hibridizacdo Church’s contendo: 0,5 M NaHPO,4 pH 7,2; 7% SDS, 1 mM EDTA e 100
pg/mL de DNA de esperma de salmdo desnaturado. Apds este periodo, a solucdo inicial foi
substituida pela solu¢do de hibridizacdo constituida de: 0,5 M NaHPO, pH 7,2; 7% SDS e
ImM EDTA, juntamente com a sonda marcada radiativamente. A hibridizagao foi realizada
durante a noite a 65°C. A marcagdo da sonda 2.3 foi realizada por reacdo de random priming
como descrito acima (item 2.1.3).

As membranas hibridizadas foram lavadas a temperatura ambiente por 25 min em uma
solucdo 2X SSC e 0,1% SDS, em seguida foram lavadas novamente na solucdo 2X SSC e
0,1% SDS a 55°C por 25 min, e entdo lavadas na mesma solu¢cdo a 60°C por 15 min As
membranas foram expostas a filme de raio-X a — 80°C.

Os plasmidios das colonias que mostraram um sinal de hibridizacdo com 2.3 mais
intenso que o background observado para a maioria das coldnias foram selecionados para
extracdo. Os procedimentos da mini-preparacdo foram os mesmos que os descritos no
Capitulo 3, item 2.3.6. Os plasmidios obtidos foram digeridos com as enzimas BamH 1 e Kpn 1
para a verificagdo do tamanho do inserto. A reacdo de digestdo foi constituida da mistura de: 5
UL do plasmidio, 5 U de cada enzima, tampao das enzimas 1X (20 mM Tris-HCI pH 7,4; 5
mM MgCl, e 50 mM KCI) e dgua desionizada para um volume final de 30 pL. A reacdo foi
realizada incubando-se a mistura a 37°C por 4 h. O resultado foi verificado em gel de agarose
1%, TBE 1X, 80 V.

Os fragmentos de DNA obtidos cujos tamanhos variavam entre 2.000 a 3.000 pb foram
sequenciados. Os procedimentos utilizados estdao descritos no item 2.3.7, Capitulo 3.

As seqiiéncias obtidas foram alinhadas com seqii€ncias contidas no GenBank usando-

se os programas BLASTN 2.1.2 e BLASTX 2.2.1 (Altschul et al., 1997).
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2.2 Isolamento da seqiiéncia completa do gene P14A1

2.2.1 Obtencao da seqiiéncia completa do inserto do clone P14A1

Um dos fragmentos isolados a partir do mini-banco foi o P14A1 o qual foi sequenciado
inicialmente com os primers -40 M13 foward e 28 M13 reverse homdlogos a seqiiéncia do
vetor pUCI18. Para obter a seqiiéncia completa deste fragmento, foram desenhados primers
internos (Tabela 1) com base nas seqiiéncias que eram obtidas a medida que um novo

segmento era sequenciado.

Tabela 1. Seqiiéncias dos primers sintetizados para o seqiienciamento completo do

fragmento P14Al.

Primer Seqiiéncia 5°—3’ Sentido
P14A1D CACTTGGACCGCATTGACACGTAC Direto
P14A1R TTGAATAGTGCACGCCCGACG Reverso

P14A1Dint3 TCAAGGTTATTCAGGTCGCCGCTC Direto
P14A1Rint1 GTCTGCCAAACGAAACAT Reverso
P14A1Rint2 TGTCGCATTCTGGATCCACGCC Reverso

2.2.2 Sintese de cDNA para a obtencdo da seqiiéncia completa do cDNA ABC de P.
chrysosporium.

Apds a obtencdo da seqiiéncia do fragmento P14Al partiu-se para o sequenciamento
completo do transcrito do gene ABC de P. chrysosporium. Para tanto, procedeu-se a sintese de
cDNA 3’ RACE e 5° RACE pelo método SMART™ RACE c¢DNA Amplification (Clontech).
Ainda, foram desenhados diferentes conjuntos de primers com base na seqiiéncia gendmica
deste gene depositada no banco de dados do White Rot Genome Project, desenvolvido pelo
DOE Join Genome Institute, operado pela Universidade da Califérnia para o Departamento de
Energia dos Estados Unidos, o qual tem por objetivo o seqiienciamento completo do genoma
de P. chrysosporium. Uma vez que estimou-se através do programa GENSCAN v 1.0 (Burge
& Karlin, 1997; Burge & Karlin, 1998) que o transcrito completo deveria possuir cerca de
3.650 pb distribuidos em 18 exons, optou-se por utilizar diferentes conjuntos de primers para
se obter fragmentos parciais do transcrito ABC contendo diferentes por¢des do transcrito

completo facilitando assim o sequenciamento.
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Para sintese de cDNA, inicialmente cerca de 10 ug de RNA total de cada condicdo de
crescimento foi tratado com DNase I, para eliminacdo de qualquer contaminacio de DNA
gendmico, através da adicdo de: 4 U de Human Placental RNase Inhibitor; 1,5 mM de MgCl,;
10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 50 mM KCI; 10 U de DNase I amplification grade (InvitrogenTM).
A reagdao com volume final de 100 puL foi incubada por 1 h a 37°C. Apés o periodo de
incubagao, foi realizada a extragcdo com fenol:cloroférmio:élcool isoamilico (25:24:1, v/v/v).
O RNA total livre de DNA foi precipitado através da adi¢do de 0,1 volume de acetato de s6dio
3 M e um volume de etanol absoluto gelado, e apds foi estocado em freezer a - 80°C. A
qualidade do RNA tratado obtido foi verificada em gel desnaturante de agarose 1% com
MOPS 1X e formaldeido 1,8%.

Procedeu-se a sintese de cDNAs completos 3> RACE e 5’ RACE, para as condicdes
diferenciais de crescimento do micélio. O mesmo procedimento descrito no Capitulo 4, item
2.1 foi utilizado para a sintese de cDNAs 5° RACE. Para a sintese de cDNA pelo sistema 3’
RACE, 1 pg de RNA total e 1 uL. do primer 3’-CDs foram misturados com dgua deionizada
para um volume final de 5 puLL.. Como para a sintese de cDNA pelo sistema 5 RACE, a mistura
foi homogeneizada e incubada por 2 min a 70°C, e logo mantida no gelo por 2 min. Em
seguida, acrescentou-se a reac¢do anterior 5 uL. da mistura: 2 pL. do tampdo 5X first Strand, 1
UL de DTT 20 mM, 1 pL da mistura de dNTPs 10 mM e 200 U de SuperScript II RNase H’
Reverse Transcriptase (Invitrogen'™). Incubou-se a reagio a 42°C por 1 h e 30 min e apds este
periodo acrescentou-se 100 UL de Tricine-EDTA. A reagao foi, ainda, incubada por 7 min a

72°C, aliquotada e, estocada a — 20°C.

2.2.3 Reacoes de PCR

As reacdes de amplificacdo para obtencdo de fragmentos parciais do transcrito que
codifica a proteina ABC de P. chrysosporium foram constituidas da mistura: 1-3 pLL de cDNA
(3> RACE ou 5° RACE), ou ainda de 200-500 ng de DNA, 2 uL do primer sense (20
pmol/uL), 2 uL. do primer anti-sense (20 pmol/uL), 5 uLL da mistura de dNTPs 2 mM, 5 pL do
tampao de amplificagao 10X, 2,5 U de Tag DNA Polimerase (Amersham Biosciences) e H,O
desionizada para um volume final de 50 puL. Para a amplificacdo foram usados os ciclos: 1

ciclo de 94°C (5 min), 65°C (5 min) e 72°C (20 min), seguido de 40 ciclos de 94°C (1 min),
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65°C (1 min e 30 s) e 72°C (5 min), com extensdo final de 72°C (20 min). O DNA foi
utilizado como controle para verificar o tamanho do produto amplificado. As seqiiéncias dos

primers utilizados estdo mostradas na Tabela 2.

Tabela 2. Seqiiéncia dos primers usados para obter fragmentos parciais do transcrito

ABC de P. chrysosporium.

Nome do primer Seqiiéncia 5°— 3’
Exonlfowl ATGGCCAACAGCGAGGTGAA
DABCrevl GCTGAGACACGCTGGCTGCTACCG
DABCfowl CGGTAGCAGCCAGCGTGTCTCAGC
RABCrevl AAGTGAAGGGCGTGGGTGACAAGGATAA
RABCfowl CCACGCCCTTCACTTCCTCTCACAA

ABCrev6 ATCGGTGTAATACTCGTTGTCATGCA

RABCfow3 GTCGAGGCGGAGGAAGCGGCTAT
Exonl8rev3 CTAAACATCTTGTGCCCGAA

Os produtos das PCRs foram clonados utilizando-se o pGEM®-T Easy Vector System
(Promega) como descrito no Capitulo 3, item 2.3.5 e sequenciados. As reagdes de
seqiienciamento foram feitas utilizando-se o sistema ‘“Thermo Sequenase Radiolabeled
Terminator Cycle Sequencing Kit” (Amersham Biosciences), seguindo o protocolo fornecido
pelo fabricante, utilizando-se cerca de 400 ng de DNA plasmidial. Os ciclos de amplificagcdo
foram: 40 ciclos de 95°C (30 s), 60-65°C (30 s) e 72°C (1 min), a reacdo foi terminada
adicionando-se 4 UL da solucdo constituida de: formamida 95%; 20mM EDTA; azul de
bromofenol 0,05%; xileno cianol 0,05%, fornecido pelo fabricante. As seqiiéncias dos primers
(sense ou antisense) utilizados nas reagdes de sequenciamento estao mostrados na Tabela 3.

As amostras foram corridas em gel de poliacrilamida 6,5%, a 2000 V, 50 mA e 50 W.
Ap6s decorrido o tempo de migracdo, o gel foi transferido para uma folha de papel Whatman
3MM e colocado em um secador de vicuo (Hoefer® Drygel Sr.) a 80°C, por uma hora. Em
seguida foi exposto a um filme de raio-X (Kodak X-OMAT AR ou Hyperfilm™ MP,

Amersham Biosciences).
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Tabela 3. Seqiiéncia dos primers internos usados no sequenciamento dos fragmentos parciais

clonados do transcrito ABC.

Nome do primer Seqiiéncia 5°— 3’

M13 foward GTAAAACGACGGCCAGT

M13 reverse CAGGAAACAGCTATGAC
ABCfowl CCTGCTGTCCATGCTCACGT
ABCfow?2 CGGTCTGCCTAGTCATCTTGCT
ABCfow3 CCGCACTCGTCCGCCTT
Exon6revl GGTCCATAAGCGGGGCCT

P14A1Rint2 TGTCGCATTCTGGATCCACGCC
ABCrev3 CATCTTCCACCGCCTTCCA
ABCfow4 TATGGACGAGATGGGAGCCTA
ABCrev4 GAAAGCCGCGAAGTATTGGT
ABCfow4b CATTCGCCTGGACTTCCT
ABCfow5 AACAAACCCCCTGCGGAGT
ABCrev5 TAACCAATGCACGCGCCA

As seqiiéncias obtidas com os diferentes primers foram alinhadas com a seqiiéncia do
gene com o auxilio do programa MultAlin v. 5.4.1 (Corpet, 1988). A seqiiéncia do gene ABC
de P. chrysosporium foi obtida a partir do banco de dados do White Rot Genome Project,
desenvolvido pelo DOE Join Genome  Institute, disponivel na  Internet

(http://www.jgi.doe.gov/ programs/whiterot.htm).
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3. Resultados e discussao
3.1 Construciao de um mini-banco com DNA de P. chrysosporium

3.1.1 Southern blotting

Para a constru¢do do mini-banco, inicialmente o fragmento 2.3 foi usado como sonda
marcada radiativamente para hibridizacio com membranas de nylon contendo DNA de P.
chrysosporium digerido com as enzimas de restricdo Nco 1, Pst 1, Bgl 11, Pvu II, Kpn 1 ou Xba
I (InVitrogenTM).

Com isso, verificou-se a hibridizagdo de 2.3 com trés fragmentos de DNA digerido
com Nco I, um de 100 pb (sinal fraco), outro de 650 pb e o terceiro com 5.000 pb e com um
unico fragmento de cerca de 2.900 pb quando o DNA foi digerido com a enzima Pst I, como
mostrado na Figura 2A e 2B. Para o DNA digerido com a enzima Bg/ II foi observada a
hibridizacdo da sonda 2.3 com dois fragmentos, um com cerca de 8.500 pb e outro com
aproximadamente 12.000 pb. Quando o DNA foi digerido com a enzima Pvu II, verificou-se a
hibridizacdo da sonda com um fragmento de cerca de 2.600 pb. O resultado da hibridizagcdo de
2.3 com o DNA digerido com as enzimas de restricdo Bgl Il e Pvu Il estd mostrado na Figura
2Ce 2D.

J4 para o DNA digerido com as enzimas Kpn I e Xba I ndo foi observada hibridizagdo
com 2.3 (nao mostrado). Isto pode ter sido devido ao fato de que estas enzimas sao enzimas de
sitios raros, ou seja, enzimas que normalmente reconhecem poucos sitios de corte no DNA em
geral, o que parece ter ocorrido uma vez que foi verificado um acimulo de fragmentos de

DNA préximo ao ponto de aplicacdo das amostras no gel.

139



1 2 3 4
pb
5.000 — = -
4.000—
3.000—]
O —

2.000— f |
1.650— ) !
1.000— '
650 -

Figura 2. Hibridizacdo com a sonda 2.3. A e B. Autoradiografia em filme de raio-X e gel de
agarore 0,8% com digestdes do DNA gendmico de P chrysosporium com enzimas de
restri¢cdo, respectivamente. Linhas 1 e 2: Nco 1 e Linhas 3 e 4: Pst I; C e D.
Autoradiografia em filme de raio-X e gel de agarore 0,8% com digestdes do DNA
gendmico com enzimas de restricdo, respectivamente. Linha 1: Bgl II, Linhas 2 e 3:

Pst 1 e Linhas 4 e 5: Pvu II. Marcador de peso molecular 1 Kb Plus (Invitrogen™).

3.1.2 Colony blotting

Com os resultados obtidos na hibridizacdo por Southern blotting do fragmento 2.3,
optou-se por clonar fragmentos de DNA gendmico digeridos com a enzima de restricdo Pvu II
na constru¢do do mini-banco. Esta decisdo baseou-se no fato de que a digestdo com esta
enzima de restricdo produz fragmentos com extremidades abruptas e também gera um unico
fragmento de um tamanho (2.600 pb) que permite obter uma clonagem eficiente. Para tanto,
fragmentos de DNA gendmico digeridos com Pvu II e com tamanhos variando de 2.000 a
3.000 pb foram purificados de gel e clonados. Com este procedimento, foram obtidos cerca de

2.900 clones ‘“recombinantes” que foram inoculados em placas de cultivo 96-well contendo
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meio liquido LB e plotados em membranas de nylon.
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Trinta e uma membranas foram obtidas e foram hibridizadas com a sonda 2.3,
permitindo o isolamento de 38 clones com sinal mais forte em relacdo ao background
observado para as colOnias restantes. Como exemplo dos resultados obtidos, na Figura 3 esta

mostrada a hibridizacdo da sonda com a membrana M3, que permitiu o isolamento do clone

M3A2.
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Figura 3. Autoradiografia em filme de raio-X da membrana M3 hibridizada com
a sonda 2.3. Circulo vermelho= hibridizacdo com o fragmento M3A2 e

Circulo azul= hibridiza¢do controle (clone com fragmento 2.3).

Os fragmentos inseridos nos 38 clones isolados foram liberados por digestdao com as
enzimas BamH I e Kpn I para verificacdo do tamanho do inserto. Destes, os que apresentaram
tamanho entre 2.000 e 3.000 pb foram seqiienciados no sentido direto e no sentido reverso. As
seqiiéncias obtidas para 18 fragmentos foram alinhadas com seqiiéncias depositadas no
GenBank utilizado-se o programa BLASTX 2.2.1 (Altschul et al., 1997), sendo que os
resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 4. Ainda, na Tabela 4 estdo mostrados os
resultados obtidos com o alinhamento das seqiiéncias obtidas com a seqiiéncia gendmica de P.
chrysosporium obtida pelo White Rot Genome Project, ou seja, o Scaffold com o qual cada
seqiiéncia obtida alinhou. O grupo que desenvolve o projeto genoma do fungo disponibilizou o
alinhamento, pelo programa BLAST, com as seqiiéncias que estdo sendo obtidas, as quais
estdo organizadas no banco de dados na forma de Scaffolds, semelhantes a contigs.

Para as seqiiéncias que alinharam com seqiiéncias protéicas de interesse, procedeu-se

um alinhamento no programa CLUSTALW (1.81) entre a seqiiéncia de nucleotideos do gene
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de interesse e a seqiiéncia de bases do fragmento de DNA gendmico clonado no mini-banco.

Tabela 4. Resultados do alinhamento no GenBank das seqiiéncias dos fragmentos isolados a

partir do mini-banco.

Sentido | Ndmero de Alinhamento

Fragmento | de leitura | bases lidas Alinhamentos de interesse Scaffold®

caffold
MIES5 Direto 425 - 33
M2A7 Direto 378 - 21
M2H2 Direto 300 - 32
M3A1 Direto 414 - 24
M3A2 Direto 373 Precursor do receptor da aerobactina IutA de Vibrio 16
parahaemolyticos

M4C5 Direto 360 - 128
MS5SA7 Direto 382 - 15
MS5HI1 Direto 413 - 32
MS5H2 Direto 332 - 1

M6A2 Direto 333 - 78
M7D5 Direto 384 - 93

MI10A1 Direto 367 - 74
P11C1 Direto 395 - 216
P14A1 Direto 409 Proteina transportadora ABC (YOR1) de N. crassa 2

Proteina transportadora ABC de Arabidopsis thaliana
Transportador glutationa-conjugado AtMRP4 de A. thaliana
Transportador ABC de resisténcia multipla de Oryza sativa

Transportador ABC de Schizosaccharomyces pombe, etc.

P15G12 Direto 331 - 14
P21D2 Direto 171 - 9
P24A1 Direto 421 - 3
P31E3 Direto 348 Proteina TucA de Halobacterium sp. NRC-1 3

MI1ESR Reverso 367 - s.a.

M2A7R Reverso 335 - 21

M2H2R Reverso 390 - 32

M3AIR Reverso 324 - 24

M3A2R Reverso 206 - 16

M4C5R Reverso 387 Diidroorotato desidrogenase de S. pombe, Rattus rattus, 124

Drosophila melanogaster, Streptomyces coelicolor, etc.

MSATR Reverso 405 - 15

MS5HIR Reverso 432 - 32

MS5H2R Reverso 357 - 1

M6A2R Reverso 289 - 78

M7D5R | Reverso 379 - 93

MI10AIR | Reverso 395 - 74
P11CIR | Reverso 384 - 216
PI14A1R | Reverso 392 Proteina YOR1 do cassete ATP-transportador de N. crassa 2

Transportador ABC (AtMRP2) de A. thaliana
Transportador ABC putativo tipo-MRP de Oryza sativa
Cassete ATP-transportador, subfamilia C de H. sapiens, etc.

P15G12R | Reverso 370 - 14
P21D2R | Reverso 387 - 9
P24A1R | Reverso 391 - 3
P31E3R | Reverso 419 - 3

a= seqiiéncias genomicas do White Rot Genome Project, com as quais os fragmentos do mini-banco alinharam.
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Como pode ser observado na Tabela 4, dos dezoito fragmentos sequenciados somente
quatro alinharam com proteinas de interesse. Uma explicacdo seria o fato de que os
fragmentos sequenciados podem apresentar seqiiéncias de introns, os quais ndo codificam
proteinas, de forma que as seqiiéncias ndo alinharam pelo BLASTX. Entretanto, como citado
anteriormente, as seqii€éncias obtidas foram inicialmente alinhadas com seqiiéncias depositadas
no GenBank pelo algoritmo BLASTN, utilizado para comparar seqiiéncias nucleotidicas,
porém somente regides muito pequenas dos fragmentos isolados neste estudo alinharam, ndo
sendo possivel determinar nenhuma homologia através desta abordagem.

A seqiiéncia obtida para o fragmento M4C5 quando foi usado o primer reverso no
seqiienciamento, alinhou no BLASTX com a seqiiéncia da proteina diidroorodato
desidrogenase das mais variadas espécies, incluindo fungos, bactérias, vegetais e mamiferos,
em especial com o precursor desta proteina em Schizosaccharomyces pombe, com 38% de
identidade. Entretanto, como nao foi depositada no banco de dados a seqiiéncia de
nucleotideos do gene para S. pombe somente do mRNA, o alinhamento pelo CLUSTALW
(1.81), mostrado abaixo, foi feito com a seqiiéncia do gene da diidroorotato desidrogenase de

Streptomyces coelicolor como o qual também houve alinhamento.

M4C5R  —————— TAGACTGAAACATTCACGACGAGCACGTCTGCGTAGGGCGCGAACGCATGTAC 53
DHDO S.coelicolor CTCGCCTTCCGCTGGATCCGCCTCGCCGTCCGCGTCCCCGTCCTGCGCACCTTCGT-CGC 119
* *kk Kk Kk * kk kK * Kk kkk * k% * k k% * *
MA4CSR ACCCGCGATAARAGTC--GCTA-ATGGAGTCCGGCGGCGAGGACTTGTTCTTGCCAAGGTT 110
DHDO S.coelicolor CGCCGCGCTCGCGCCCCGCCACAAGGAACTGCGCACCGAGGCCCTCGGCCTGCGCATGC- 178
*kkkk Kk *  * **k ok ok Kkkk * % *kkkk Kk Kk * Kk kk *  *
MA4CSR GACCGCGAGCAGGGCACCATTGCGAAGTGATGTAGGTACGTCGCCGTCGTACTCGTGGAA 170
DHDO S.coelicolor ~ACGGCCCCTTCGGCCTCGCCGCCGGGTTCGACARGAACGCGGTCGCCAT-~CGACGGCA 235
**k Kk k * % % * * % * % * k kkk * kk Kk ok **x  *
M4C5R TGTGGGAATGCGGTCCTGCAGGCGGTTGAGCACCATGGTGTGTCCGTCCGAGGGGAAGCC 230
DHDO S.coelicolor TGGCGATGCTCGGCTTCGACCACG-TCGAGATCGGCACCGTGACGGGG-GAGCCGCAGCC 293
* % * * k% * *k Kk kkk * *kk Kk Kk * k% * Kk kkk
M4C5R ATAGCGGTTGATGAGGCCAAGGT-CTGCCGGAAGGTGGAACACGCGGGGTTGCGGGAAGC 289
DHDO S.coelicolor CGGCAACCCCAAGAAGCGGCTGTTCCGCCTGGTGGCCGACCGTGCGCTGATCARCCGCAT 353
* kk kK *k ok kkk Kk * % **  * * k% *  *
M4C5R CGGGCTAGATGGGTAGGGCATGCTATAGTTAGTGAACCGTGTTAGTCTAGCGTGTGCTGG 349
DHDO S.coelicolor GGGCTTCAACAACGACGGCTCGCTGGCCGTCGCGGCCCGC-CTGGCCTCCCGCACGCCCG 412
* % * * * Kk kk * k * * ok  * * k% * k  kk * % * % *
M4C5R GCTCTGGGCACCGCAGACGGGGTCGGGCTCACTGCGGC-————————————————————— 387
DHDO S.coelicolor TCTTCCG-CACCGTCGTCGGCGTCAACATCGGCARGACGAAGGTCGTCCCCGAGGAGGAG 471
* % * kkkkk * kkk kkk * % *  *

A diidroorotato desidrogenase (DHOD) é uma flavoproteina que catalisa a oxidag¢do do
diidroorotato (DHO) em orotato em uma reacdo “pingue-pongue”. Esta reacdo € o quarto

passo e a unica reacdo redox na biossintese de novo da pirimidina, a qual € requerida para
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suprir os precursores na sintese de RNA e DNA. Na primeira metade da reagdo, a enzima
FMN (flavin mononucleotide) é reduzida por DHO. Na segunda metade da reagdo uma ampla
gama de aceptores de elétrons sdo usados para reoxidar o cofator da flavina (Bjornberg et al.,
2001). A DHOD de E. coli é uma enzima ligada & membrana e contém uma FMN ligada a sua
estrutura a qual é capaz de usar ubiquinona como o substrato de oxidacdo (Palfey et al, 2001).
Segundo Loffler et al. (1996) a DHOD catalisa o quarto passo sequencial da sintese de novo
de uridina monofosfato. Em eucariotos esta enzima estd localizada na membrana interna da
mitocondria, com a ubiquinona como o sistema proximal de transferéncia de elétrons e a
citocromo oxidase como sistema final, enquanto que o restante da biossintese de pirimidina
ocorre no citosol. Altas atividades de diidrorotato desidrogenase foram observadas em tecidos
com conhecida atividade proliferativa, regenerativa, de grande absor¢@o ou excre¢do, ou seja,
células da mucosa do ileum e das criptas do c6lon no trato grastrointestinal, células tumorais
cultivadas e tdibulos do cértex do rim. As menores atividades foram observadas na drea
periportal do figado, testiculos, prdstata e outras glandulas, e misculo esqueletal.

A seqiiéncia do fragmento M3A2 alinhou com o gene iutA que codifica o precursor do
receptor da aerobactina, sider6foro tipo hidroxamato de V. parahaemolyticos. O alinhamento

no CLUSTALW da seqiiéncia do gene iutA e a seqiiéncia de M3A2 estd mostrado abaixo.

M3A2 e GCCGTACCGGACCGGCCCGCTGAAA-CGTC 29
TutA-Vibrio CTTTCAGGCGCGACCTCCATTTATGGGGCTGGTGCGACGGGTGGTGTCATTAACATCATC 480
* * * k% * * * k k ok k%
M3A2 ATCTGCC--GCTTTCTCATACCGCTGGGAGGCCGACTCAATTGCCGCT—-——CTGCACAC 83
TutA-Vibrio ACTAAAAAAGCGTACTCAGATGAATTGGCGTTTGAATCTTTTGTCGGCGGTACGTCAGGC 540
* *k ok kkkk Kk * kk  * **k Kk Kk *kk  kk * * % *
M3A2 CGCAAGATCA-TGACTCGCTCGGCTCCGGCGCGACAACGATCCAC-—————————— ATGA 131
TutA-Vibrio TTCAACAGCAGCGATGATTTTGACTACAAAGTCGCA-CAATCCGTTGCTGGTGGAARATGA 599
*kk ok kK * % * k kk ok * *k Kk kkkk * k k%
M3A2 TGCGCCAACTGCTCGATCTTCTGATGGTCTGGCTCGAGCCTCGACATGCATT-GACT-AG 189
TutA-Vibrio CATCGTAAAAGCACG-TGGCTCAGTGGTGTATTCCGAGACACAAGGTGCATTTGACGGAA 658
* % **k kk Kk *kkk Kk *kkk Kk Kk Kk *kkkkk  kkk *
M3A2 ATGGCGTCAGATACGGGACGAAGATCT————— GGGTCCCTACGAATTGATGCCCCAAACA 244
TutA-Vibrio ATGGTGACATTGTCACGCCAGACATTTCTCAAGGTTCTCTGCAATACAACTCAACGCTTG 718
*kkk Kk kK * *  * * kk ok *k kk kk Kk ok * * *
M3A2 ATTTGA--GTGTCCATAGCTAGACGTAACTTTTCAATAACCTCACTGCTACTCCGTCCTC 302
IutA-Vibrio ATGTTATGGGGTCGGCAG--AGATCCAAATCTCCGATGCCAGCAA-GTTAAACCTTGTCG 775
**x Kk ok * Kk kk * % * k% **k ok ok Kk kk * * % *  kkx **x  *
M3A2 TGGAGTAC--—-ATTTCGAACAATTTTGTCATCTCGGTGCGTAGATCTTATAGCAGCCAT 358
TutA-Vibrio CGCAATACTATGACAGCCAGCAAGATTCGCCATACGGCTTGTACATTGT-TAATAGCAAA 834
* k kkk * * k kkk * % * * k% *kk  kk * k% *kk Kk
M3A2 TAT-TTGGAGAACGA A ———— === 373
IutA-Vibrio TTTGTTGATGTGCGAAAAGGGTTCGATTCCGATCGTGAGCATGGTACAGAGCGTGTACTT 894

* k kkk * * k k%

Ainda, a seqiiéncia obtida para o fragmento P31E3 alinhou com o gene lucA que
possui 771 nucleotideos de Halobacterium sp. NRC-1. O alinhamento entre as seqiiéncias esta

mostrado a seguir.
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P31E3 e TTCG 4

TucA ATGACAGCGCCACTGCCCCGAATCACGAGCGACTACGCGTATCGCCGCCCTGACCCCCAG 60
*
P31E3 GTC-ACGGTCGTGCGGCGTCCACGCTGG--GCATGC-ATCGATATCGAAATGCCCTCCGG 60
Tuca ATCGACCGCACCGTCGCGTTCCGGCGGGTGGCACTCGACCGCGACCTGGGCCGCCTGCAC 120
*k kk Kk * *kkk Kk *k kK * k% * k Kk k *  * * Kk k Kk
P31E3 ACCTTGTCCTCAGTCCACCACCTCCGCCCCCATACACCAGCCCGGACACTCCTCAGGAAA 120
Tuca GCGTGGCTCACCAGCGACCACGTCA--CCCCCTACTGGAGCCTGGGTGCGCCGCTGCCG- 177
* *  * *  * * kkkkk kK *kkk  kkk *kkk kK * kk Kk ok
P31E3 ATGGCCACCGTGAACCTCTCGACCGAACGCTTTCTCGCCGACCGCGACACCCC———CGTG 177
TucA ~-GCGTTCCATCAGGCGATCGGT-GACCACCTTGAGGACGACCACGTCACCGCGTACGTC 234
* **x Kk ok * * k% **k Kk Kk kk * kkkkk kk kkkk Kk * k%
P31E3 TGCAGCCTCGACGTAGC————— CAAGTCGTTCGCACAGCTTACGTATG-————————~ TG 222
TucA GGCTGCATCGACGGCGTGCCGATGAGTTACGTGGAGCGCTACTGGGTGGCCGCCGACCCG 294
*k kk kkkkkk * * k% *  * * k% * * % *
P31E3 CAGATCACCCGGTACAATGTAGA-GAC--TTACCAGGATCTGTACATAGTTCAAAGGA-G 278
TucA CTGGCCGACCACTACGACGCCGACGACAACGACCAGGGCATCCACATCCTCATCGGGCCG 354
*  * * * % *kk Kk Kk *k Kk kk * Kk k k k k * * k k% * * % *
P31E3 ARGAAGTACGCCCACTACATCGGCCAGGCCTCTTGGGCGGGCGCACGGATCATCCAAG—— 336
Tuca CCGGAGTACCTCGGCCAGGGCTGTGGCACCGCGCTGTTGCGCGCGATGACCGCGCTTGCG 414
* kkkkk * *  * *  * ** ok * * Kk kkk **x ok * *
P31E3 == AGCAGACTACC Cm == — —— — — m o o o 348
TucA TTCCGGCACGCCGCCACCGACCGGGTGGTCGCGGAACCCGACGCCACCAACGACGCCGCC 474

* k% * * %

A aerobactina é um sider6foro do tipo hidroxamato e foi descrita inicialmente em E.
coli. Os genes envolvidos na biossintese e no transporte da aerobactina sdo denominados iuc
(iron uptake chelate) e iut (iron uptake transport) e estdo organizados em um operon que
contém cinco ORF’s as quais correspondem aos genes iucA, iucB, iucC e iucD, que codificam
as enzimas da rota biossintética da aerobactina e o gene iutA que codifica o receptor de
membrana externa de complexos ferro-aerobactina. As seqiiéncias dos genes iucABCD sio
emparelhados de forma compacta, sem qualquer seqiiéncia intergénica. Os genes iucA e iucC
determinam as duas subunidades do complexo da aerobactina sintetase e mostram uma
homologia considerdvel dentro de trés faixas da sua seqiiéncia de aminoédcidos (Martinez et
al., 1994). A seqiiéncia operadora iron box para a ligacdo de proteinas repressoras Fur que
respondem a ferro(Il) foi encontrada dentro da regido codificadora de iucA sugerindo que o
operon é alvo de um nivel adicional de repressdo transcricional por ferro (III) (Bagg &
Neilands, 1987; Martinez et al., 1994).

O alinhamento das seqiiéncias dos clones M3A2 e P31E3 com genes do operon do
sider6foro aerobactina, pode indicar o envolvimento de uma organizacdo semelhante dos
genes de sintese e de transporte de sider6foros em P. chrysosporium.

Por dltimo, com a constru¢do do mini-banco foi isolado o fragmento P14A1 cuja
seqiiéncia alinhou, tanto no sentido direto como no reverso, com forte similaridade com
seqiiéncias de proteinas transportadoras de fungos, bactérias, vegetais e mamiferos.

Entre estes alinhamentos verificou-se que tanto as 388 bases da extremidade 5° como
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as 422 bases da extremidade 3’ seqiienciadas do fragmento P14Al alinharam com a proteina
transportadora YORI, do sistema ABC de Neurospora crassa. A seqii€ncia direta mostrou
identidade de 35%, alinhando em uma regido de 42 aminoécidos com a proteina YORI1 e a
seqiiéncia reversa alinhou com uma identidade de 31% entre a seqiiéncia de aminodcidos
deduzida e o transportador ABC de N. crassa. O gene yorl deste fungo possui 4.527
nucleotideos e € composto por trés exons e dois introns. Entretanto, uma vez este gene que foi
isolado a partir do sequenciamento do genoma completo do fungo, o papel da proteina YORI1
no metabolismo do mesmo permanece indeterminado.

O alinhamento feito no CLUSTALW, permitiu verificar que a seqii€ncia inicialmente

obtida para o fragmento P14 A1, alinha com o exon 3 (1105-4527) do gene de N. crassa.

CloneP1l4Al =  ———— - TTTTGCTCAGCCTGCCC 17
N. crassa CTCAACATTGCCCGTGCGATTTACTTTGATGCCGATATCGTTCTCATGGACGACCCCCTG 2340
* * K * * K *
CloneP14Al AGT--—--— CGACGCTCACGTCGGGCGTGCACTATTCAACGATGCGATTATCGGCGCTCTT 72
N. crassa AGTGCCGTCGATGCCCACGTGGGTCGCCATATCTTCGACAACGCTATTCTTGGTTTGCTC 2400
* KoKk Khk kk kkkkk Kkk kK Kk kkk kk Kk kk kkk ok kK * K
CloneP14Al CGAAACCGCGGGAAGACTGTTATCCTTGTCACCCACGCCCTTCACTTCCTCTCACAATGC 132
N. crassa AAAGAC-———--— AAGGCCCGTATTTTGGCAACTCATCAACTCTGGGTTCTTAACCGCTGC 2454
* kK * kK Kk * KoKk * Kk * Kk Kok * K * Kk * * KoKk
CloneP14Al GACTACATCTACACCATCGACAACGGTTACATCTCGGCGCAGGGGAAATACTATGATCTT 192
N. crassa GACCGCATCATTTGGATGGATGGTGGTCGTATTCAGGCTGTGGATACTTTCGACAACCTT 2514
* KKk * Kok K * Kk KoKk * KKk * K * KoKk * K * * ok Kk * Kk kok
CloneP14Al CTGGAACATCATGTCACGTTCGCTAAGCTCATGAAGGAATTTGGCGGAGAGGACAAGCAC 252
N. crassa ATGAGGGATTCCGAGGAGTTCAGACAGCTCCTAGAATCGACTGCCCAAGAAGAAAAGAAG 2574
* K * K * * Kok K K*hkKkKk Kk * * Kk K K*hk kk kkk K
CloneP14Al GAGGAGGAGG——————————————— TCGAGGCGGAGGAAGCGGCTATGGCCCAA-———— G 292
N. crassa GATGAAGCCGAAGCTCCTGCCGCAACCAGCGAGGAAGAAGCGCCCAAGAAGAAAAAGAAG 2634
K* Kk Kk Kk * * * kkk kkkkkk Kk Kk K * K *
CloneP14Al TCCCAGCGTCCAATCCCGA-TGTCGAG—————— GAGGCCAA-GCTCAAGAGTGAGG--—- 340
N. crassa GCCAAGGGTCTCATGCAGGCTGAGGAGCGTGCTGTGGCTAGCGTCCCATGGTCGGTTTAT 2694
K* Kk kk Kk ok * Kk Kk K * K * KoKk * Kk k Kk Kk * * Kk * K *
CloneP14Al ACATCGAGCGAAAAGGC————— GCGGGAACGGGAAAGCTGGAA--GGTCGCCTTATCGTG 393
N. crassa ACGTCCTACGTCAAGGCCTCCGGCAGCTATCTCAACGCCCCCATTGTTCTCGTGCTCCTG 2754
* Kk KoKk * K * Kok KoKk * Kk K * * Kk KoKk * * ok k Kk K * Kk Kok
CloneP14Al GTCGACTCTAGAGGATCCCCTGCGAAGGCAGCAGGAGAGCACGTTCCAAGCATGGCTCGC 453
N. crassa GTTATCTCACAGGGATCCAACATCATGACTAGCTTGTGGCTTTCGTGGTGGACTTCTGAC 2814
* K * KKk * Kok Kk ok K * ok Kk * K * Kx * K *
CloneP14Al GGGGCGGGCATGGCCATCGGCTATTCTGTCTGACGGTAGCAGCCAGCGTGTCTCAGCATC 513
N. crassa AAGTTTGGCCTGAGTTTGGGGCAATACAT-TGGTGCCTACGCTGGTCTTGGTGCGATGCA 2873
* K* kK Kk * kK * x * kK * * * kK *
CloneP14Al AGTTCTTCTGGAG————— ATCTATGACTATCGGGTTGCTTGCGCGTGCTGCACTCATCGC 568
N. crassa AGCTCTCCTTATGTTCGCATTCATGGTATCTCTATCGATGTTCGGTACTACGGCGAGTAA 2933
K* Kk Kk Kk Kk * * K * KKk * ok Kk K* Kk KKk Kk *
CloneP14Al GTCCATCTACAAGCGCGGTGTCAATCTTACAG-GCAAAGCCGCACGAACTTCCCGAACTC 627
N. crassa GAACATGTTGAGGCAGGCCACCTTCCGCGTGTTGCGCGCCCCCATGTCTTTCTTCGACAC 2993
* K* kK Kk * kK * * * * K K* Kk Kk Kk * KKk * Kk K
CloneP14Al TGCCCTCGTCAACCACATCTCGACAGATGTCAGTCGTG-TG-GACTCCTGCGCGCAGTGG 685
N. crassa TACACCTCTCGGTCGCATCACCAACCGTTTCAGCCGTGATGTGGATGTCATGGACAACAA 3053
* ok Kk * K * kkkk Kk K * kkkk kkkk Kk K * * * K
CloneP14Al T-TTGTGAGTTCAATCCGCTTTCACACC-——-GTATTCCAAGTGCTGATAC-ACGTTC-T 738
N. crassa CCTTACGGATGCTTTGCGCATGTACTTCTTCAGCATTGGAGCTATCATCTCGACGTTTGC 3113
* K * * Kk * Kk Kk Kk Kk * K * * Kk kok * * * ok k ok ok ok
CloneP14Al TAGCACGATGGTGTG-TCGAGCTGCGTTTCTATGGCACTTGGACCGCATTGACACGTACT 797
N. crassa TCTGATCATTGCATACTTCTATTACTTTGCCATCGCGCTTGTACCTCTCTTCACCTTGTT 3173
* * * Kk K * * * ok kk ok kk kk kkkk kkk Kk * * Kk *
CloneP14.A1 AGT T————— ===~ — 801
N. crassa CCTCTTTGCTACTGGCTACTACCGCTCATCGGCCCGCGAGGTCAAACGCTTTGAGGCTGT 3233

*
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Os transportadores ABC consistem em proteinas de ligacdo periplasmdticas, uma ou
mais proteinas integrais da membrana e uma ou duas ATPases associadas com interior da
membrana citoplasmatica (Braun & Killmann, 1999). Como discutido anteriormente, proteinas
de transporte da familia ABC tém sido amplamente estudadas em bactérias, sendo verificada a
participagao destas proteinas na absor¢do dos mais variados tipos de substratos, entre estes o
ferro e sider6foros complexados com Fe(Ill). Em fungos, alguns estudos recentes, tem
verificado a producdo de proteinas ABC em diferentes espécies, sendo reportado que um papel
em uma variedade de funcdes celulares, entre as quais secre¢do de feromodnios, fungdo
mitocondrial, biogénese do peroxissomo, elonga¢do na traducio e reposta ao estresse na rota
de detoxificacao celular (Bauer et al., 1999).

Em leveduras, varias proteinas ABC descritas apresentam caracteristicas estruturais
indicativas das protefnas do sistema de resisténcia a multidrogas. A proteina Ycflp (Yeast
cadmium factor 1) foi o primeiro membro do sistema MRP (Multidrug Resistace Proteins) de
S. cerevisiae descrito, tendo sido identificada pelo seu importante papel na tolerancia a cidmio
(Szczypka et al., 1994; Katzmann et al., 1999). O segundo membro do sistema MDR descrito
¢ uma proteina determinante para a resisténcia a oligomicina, sendo esta proteina denominada
Yorlp (stands for yeast oligomycin resistence protein). Ainda em leveduras outras proteinas
ABC foram identificadas e caracterizadas entre as quais estdo a Pdr5, a Sts1/Ydrl e a Snqg2,
envolvidas no sistema de resisténcia pleiotrépica a drogas neste fungo (Cui et al., 1996). Estes
e outros genes, do sistema de resisténcia multiplo ou pleiotrépico a drogas em levedura, estdo
sob o controle dos fatores de transcricao Pdrlp e Pdr3p. Estas proteinas possuem um dominio
dedo de zinco Zn,Cyss (Zhang et al., 2001).

Em um estudo realizado por Tuttle et al. (2003), uma cepa mutante de levedura
(MS35) foi isolada por seu crescimento reduzido em condicdes de baixa concentragdao de
ferro. Estudos adicionais com a cepa mutante permitiram verificar que esta, apresentava o
sistema de aquisicdo de ferro de alta afinidade normal. Outras andlises foram realizadas e
mostraram que a mutacdo nao estava relacionada com o sistema de aquisicao de alta afinidade,
sendo sugerido que a incapacidade de crescer em baixas concentracdes de ferro deveria ser
causada por um defeito no metabolismo intracelular do ferro. Um cruzamento dipldide entre
células da cepa MS35 e células do tipo selvagem mostrou que o fenétipo de crescimento

defectivo era semidominante. A andlise da transcricdio de mRNA comparando as cepas,
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mutante e selvagem, mostrou que na cepa MS35 houve um aumento na expressdo de pelo
menos 19 genes, sendo que alguns destes genes foram identificados como codificantes de
proteinas de transporte pertencentes a familia ABC, os quais sao controlados por dois fatores
de transcricdo homdlogos, Pdrlp e Pdr3p.

Virios experimentos realizados pelos pesquisadores, indicaram que a cepa mutante
MS35 teve um ganho de funcdo com a mutacdo no gene que codifica Pdrlp. Um dos
experimentos realizados foi a transformacgdo de células do tipo selvagem com uma biblioteca
gendmica derivada de MS35 e clonada em plasmidios cépia dnica, o que resultou na
identificacdo de plasmidios com fendtipo de crescimento defectivo em meio com baixa
concentracdo de ferro. A andlise das seqiiéncias dos genes codificados por dois destes
plasmidios revelaram que o gene PDRI apresentava uma mutagdo que consistia na
substituicdo de uma histidina para arginina na posicao 821.

No passo seguinte, os pesquisadores transformaram o alelo mutante PDRI(R821H) em
cepas diferentes carregando uma tnica dele¢do em 15 dos genes os quais se verificou aumento
da expressdo devida a mutagdo do alelo de PDRI. Desta forma, verificou-se que a delecao de
seis destes genes resultavam na perda do crescimento defectivo em meio com baixa
concentracdo de ferro. Os seis genes requeridos para baixa sensibilidade ao ferro foram o
YORI, SNQ2, TPOI, CTPI, YGR0O35C e YMRI02C. Os resultados, obtidos pelos autores,
sugerem que todos estes seis genes devem ser superexpressos para o fendtipo defectivo, e que
a perda de qualquer um dos seis genes foi suficiente para complementar a expressao do alelo
mutante PDRI (R821H) sendo que desta forma o alelo mutante pode proteger as células de
levedura a partir da alta toxicidade do ferro. Os autores verificaram que a delecao de YORI1
ndo afeta a resisténcia a multidrogas, mas por outro lado resulta na perda do defeito de
crescimento em baixas concentragdes de ferro. Entretanto, dados sobre o papel dos genes do
sistema de resisténcia a multidrogas (MDR) no metabolismo de metais sdo limitados na
literatura (Tuttle ef al., 2003).

Os resultados obtidos por Tuttle et al. (2003) sugerem que os genes regulados por
PDRI1, dependendo da concentracdo de ferro, podem afetar tanto o efluxo de ferro como o
seqiiestro a partir do meio. A hipétese de que tanto o efluxo como o seqiiestro de ferro ocorre

¢ fortalecida pela identificacdo dos seis genes requeridos para produzir o fendtipo defectivo.
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Entre estes genes, trés codificam proteinas transportadoras ABC presentes no vaciolo (7PO1)
ou na membrana plasmética (YORI e SNQ?2).

Outros fragmentos isolados neste estudo mostraram homologia com proteinas
transportadoras ABC. Pela metodologia de display diferencial (Capitulo 2) foi isolado o
fragmento C5.26d o qual alinhou com 44% de similaridade com uma permease putativa do
tipo ABC, a expressdo deste transcrito foi aumentada na condicao de caréncia de ferro(IIl) no
meio de cultivo. Ainda os fragmentos 15.6 e 15.12, isolados como descrito no Capitulo 4,
apresentaram forte homologia com ATPases de diversas espécies, sendo que a identidade mais
significante (39%) foi com uma provdvel ATPase transportadora de cdlcio de S. pombe.
Entretanto, a expressao regulada por ferro destes transcritos ndo foi confirmada pela andlise de
Northern blotting.

Com o isolamento do fragmento P14A1 surgiu a oportunidade de se caracterizar em P.
chrysosporium um gene da familia de transportadores ABC.

Cabe ressaltar, que o fragmento P14A1 mostrou homologia, com a maior identidade,
com a proteina YOR1 de N. crassa e também com mais 308 proteinas envolvidas no sistema
de resisténcia a multidrogas das mais variadas espécies depositadas no GenBank. Entretanto,
ndo foi observado o alinhamento da seqiiéncia do fragmento P14Al, de 2.293 pb, com a
proteina YORI1 de S. cerevisiae. Por outro lado, ao alinhar a proteina YOR1 de N. crassa com
a proteina de S. cerevisiae, obtém-se uma forte similaridade (55%). Uma explicagdo para isto
poderia ser o fato de que a regido seqiienciada do gene ABC de P. chrysosporium seja uma
regido do gene menos conservada evolutivamente ou ainda que ndo contenha os dominios
mais conservados entre os transportadores da familia ABC. A obten¢ao da seqiiéncia completa

do transcrito deste gene tornou-se importante para elucidar esta questao.

3.2 Isolamento da seqiiéncia completa do gene P14A1

3.2.1 Obtencao da seqiiéncia completa do inserto do fragmento P14A1

Com o isolamento do fragmento P14Al, cuja seqiiéncia da regido 5’ (388 bases) e da
regido 3’ (422 bases) apresentou homologia com indmeras proteinas da familia ABC de
transportadores, entre eles a proteina YOR1, um transportador tipo-ABC isolado em N. crassa,

decidiu-se obter a seqiiéncia completa do gene e do transcrito que codifica a proteina do tipo
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ABC em P. chrysosporium. Para tanto, inicialmente primers especificos foram desenhados
com base nas seqii€ncias das extremidades 5’ e 3’ obtidas de P14Al. Desta forma, a medida
que o fragmento P14Al era sequenciado novos primers eram desenhados até que o

sequenciamento dos 2.297 pb do fragmento P14A1 se completasse.

3.2.2 Obtencao da seqiiéncia completa do transcrito de P14A1

Apds a obtencdo da seqiiéncia do fragmento P14Al, partiu-se para a obtencdo da
seqiiéncia gendmica e do transcrito completas do gene ABC (P14A1) de P. chrysosporium.

No ano de 2001 foi iniciado o White Rot Genome Project para o seqiienciamento
completo do genoma de P. chrysosporium, sendo este projeto desenvolvido pelo DOE Join
Genome Institute, operado pela Universidade da Califérnia para o Departamento de Energia
dos Estados Unidos. Os resultados obtidos no sequenciamento do genoma deste fungo podem
ser acessados através da pdgina na Internet do DOE Join Genome Institute, sendo
disponibilizada a opcdo de alinhamento, através do programa BLAST White Rot (BLASTN
2.1.2), com as seqiiéncias ja obtidas.

Assim, procedemos ao alinhamento da seqiiéncia de P14A1 com as seqiiéncias do
projeto genoma de P. chrysosporium. Com isto, verificamos que a seqiiéncia do inserto P14A1
alinhava com o Scaffold 2 do banco de dados o qual é composto de 552.342 bases. Com esta
informacdo foi possivel obter a seqiiéncia de DNA completa do gene putativo relacionado ao
fragmento P14 A1 isolado neste estudo.

Embora ndo haja ainda a anotacdo do genoma, pela homologia aqui apresentada pode-
se concluir que a seqiiéncia gendmica codificadora de um transportador do tipo ABC de P.
chrysosporium ja estd sequenciada, portanto tornou-se interessante obter a seqiiéncia completa
do transcrito de P14A1 de P. chrysosporium. Para obtencdo da seqiiéncia do transcrito do gene
ABC, foram desenhados, com base na seqiiéncia do mesmo, primers internos e para as
extremidades 5° e 3’ que foram utilizados juntamente com cDNAs 3> RACE e 5 RACE de
micélio crescido em auséncia ou presenca de ferro em reagdoes de amplificagao. Como controle
foram feitas reagdes de amplificacio com o DNA gendmico do fungo com cada conjunto de
primer utilizado. Desta forma foi possivel verificar que somente a partir de cDNA de micélio
crescido sem suprimento de ferro(IIl) no meio de cultivo e sintetizado pelo sistema 3° RACE

foram amplificados fragmentos que correspondiam ao transcrito do gene ABC. Para as reacdes
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de amplificacdo feitas com cDNA 3’ RACE de micélio crescido com ferro e cDNA 5° RACE
independentemente da condicdo de suprimento de ferro, verificou-se que o tamanho do
fragmento amplificado sempre correspondeu ao tamanho obtido quando a amplificacdo foi
realizada a partir de DNA, ou ainda, ndo foi verificada amplificacdo. Como exemplo, os
resultados obtidos nas reagdes de amplificacdo com os primers Exonlfow e DABCrevl estdo

mostrados na Figura 4.

pb

1.650 —

1.000 —
850 —

650 —

Figura 4. Gel de agarose com a reacdo de amplificacdo de um fragmento do transcrito do gene
ABC de P. chrysosporium com os primers Exonlfowl e DABCrevl a partir de
molde de: Linha 1. DNA; Linha 2. cDNA 3’ RACE, cultivo sem ferro; Linha 3.
cDNA 3’ RACE, cultivo com ferro; Linha 4. cDNA 5’ RACE, cultivo sem ferro;
Linha 5. cDNA 5° RACE, cultivo com ferro e Linha 6. Marcador de peso molecular
1 Kb Plus (InVitrogenTM).

Os produtos das PCRs que diferiram do tamanho do fragmento amplificado a partir de
DNA foram clonados no vetor pPGEM®-T Easy e sequenciados.

Na Tabela 5, estd mostrado um resumo dos fragmentos parciais clonados, com 0 nome
dos primers utilizados para a obtencdo destes fragmentos e os primers utilizados para o
sequenciamento completo dos mesmos. Os fragmentos estdo apresentados de acordo com o0s

exons os quais compreendem.
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Tabela 5. Resumo dos primers utilizados para a amplificacdo dos fragmentos parciais do

transcrito ABC e dos primers usados no sequenciamento destes fragmentos para a

obtencdo da seqiiéncia completa do cDNA do gene ABC de P. chrysosporium.

Exons

Primers usados para
amplificacdo dos fragmentos

Extremidade 5’

Extremidade 3’

Posi¢cao

Numero de
Bases

Primers usados no
Sequenciamento

1-6°

Exonlfowl

DABCrevl

1-824

824

M13foward
ABCfowl
M13reverse

6"-15°

DABCfowl

RABCrevl

806-2.253

1.448

M13foward
ABCfow2
ABCfow3
Exonb6revl

P14A1Rint2
ABCrev3

M13reverse

15-23°

RABCfowl

ABCrev6

2.243-3.225

983

RABCfowl

15%-31

RABCfow3

Exonl8rev3

2.403-4.359

1.957

M13foward
ABCfow4
ABCrev4
ABCfow5
ABCrev5

M13reverse

a= somente uma parte do exon estd incluida no fragmento.

Com isso foi possivel obter a seqiiéncia completa do transcrito do gene de P.
chrysosporium que codifica uma proteina homéloga a inimeros transportadores da familia
ABC das mais variadas espécies. Este gene é composto por 31 exons e 30 introns num total de
5.926 pb, sendo o transcrito composto por 4.359 pb como mostrado na Figura 5.

Na Figura 6, estd mostrada uma representacdo esquemdtica do gene, com 0s exons

introns € na Tabela 6 estdo citados os ndmeros de bases de cada exon e intron.
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1 ATGGCCAACA GCGAGGTGAA CGATAGGGTC AGCGAGAAGG ACACCGATTC CGTCGAGACA AAGCAAGTCA AGGATGCATC GCCTAAAGTC CAGGCACGTG AGGGTCCAAG GGTCGTCCTG
Exonlfowl

121
241

361
481
601
721

841
961

1081
1201
1321
1441

1561
1681
1801

1921

GACGCTGGTG
GCATCCCTIGC

AGCAGCACCT
TGTCCATGCT

GCGCGTCAGG
CACGTATACA

ABCfowl

CTCGGTGCCA
ATTGCTCTAT
TGGGCTCTGA
GAGCGTGCAG

TGGAGATCTA
CACATCTCGA

GCGCTTGTCG
CTCGAGGTCT
CGCTCGGGAA
CTTTTCCAGT

GCACCGTTCG
AAGAGGGGCA
GCTGTGGGCA

AATGCGACAT

AACTTGACGC
TTTTCTGGAA
ACGATACCTT
CTGCGAAGGC

TGACTACTGG
CAGATGTCAG

GCTTCTCCCT
TGGGTGCGAT
ACATTGCGCT
TGCTTCGCCA

ACGTCGACCC
AGGGTCCTGC
GCGGCAAGTC

TGAGGGAGAA

P14A1Rint2 (cont.)

2041
2161

2281
2401

2521
2641
2761

2881
3001

3121

3241

3361
3481

3601
3721
3841
3961

4081
4201
4321

ACCGAGATCG
GACGCTCACG

TACACCATCG
GTCGAGGCGG

GCGAAAAAGG
TCGGGCGTGC

ACAACGGTTA
AGGAAGCGGC

AGCCTGGGAT
CCACGGTCCA
GGGTCTATCT
AGCAGGAGAG

GTTGCTTGCG
TCGTGTGGAC

GTTTGTCGTG
GAGAGTTGTG
GGCGTTCTCC
GCCGCTCATG

GTCGCAGAAG
TGCCGCGAAG
TAGCCTGCTG
TATTACTTTC

TATCAACTTG
ACTATTCAAC

CATCTCGGCG
TATGGCCCAA

RABCfow3

CGCCTTATCG
ATGCAAGCCA
TTCACATTCT

ACTGGTCGTA
ACCGTCTTGG

TCTTTCCTTT

GCATTCTTGA

CAAATCGGTC
CATGGCAAAA

CTGCCGTACG
CTTGCCGGTG
AGCAACTTGG
ACACGATTCA

GAGGCTACTG
GATCGCATCC
GAGATCCAGA

TAGCGGAGAA
GCCAAATCCT
TGCTCGGTGT

TCCTCAGTAT
AGCATTACTT

ACGCCCACTT

CCGTCACGAA

TCGTTCTTAC
ATATTGCACA

TGCTCAAGGG
GTTCGATTAC
ACCCCTTCAA
CCCTGGACAC

CTTCGGTTGA
TTGTGCTGGA

AAGCTGCGCT

ACGGTCTACT
GAACTCCTAC
TGCTATGGAC

CGACGTTGGT
TGGATTACGC

AGGCGTGTGA
TGGAAGGCTG
TTCTGGATAG
CACGTTCCAA

CGTGCTGCAC
TCCTGCGCGC

TTGATCCCGT
AAATACTTCT
ATTCCAGTGC
TTCTTGCCGC

CTCGCGCTCG
GCAATGGACG
CTCGGTCTCA

GGACTACCTT

AGTGGTGGTC
GATGCGATTA

CAGGGGAAAT
GTCCCAGCGT

GGGTCCGTCA
ACTCTAGTCT
GAGATGGGAG

GGCAGCTCTG
CTATCATGAC

AAGAGGCTGA
GTGCAGGGTT
GAGGCTGCTT
GCATGGCTCG

TCATCGCGTC
AGTGGTTTCA

TGCAACAGCG
CATACGAGGT
TCGCGGCGAC
GCGCGCTCTC

AGGTGCGCGA
CCAAGGACGA
TCGGAGAAAT

TTGACGAGGA

AGAAGCAGCG
TCGGCGCTICT

ACTATGACCT
CCAATCCCGA

GCTGGAAAGT
GGTGGGAGGG
CCTATGTCTC

ABCfow4

ATTCGGAAAG
CCTCATCGCG

CGCAGAGTCA

TCAGAGATGG

CTACACAACG
AGAAGCCCCA

TATTACTCTA
CATCGACGGT
CATGTACGAC
GCTCATTGAA

TCTTGAGACC
TGCAGGGACG

TCGEECACAA ™

GATATTGATA
GCGGTGTTCA

CTCTCTGGCC

CTTGCCATTC

ATATCGATAA
TCGCAGTCGG

TTCCCACTAT

GCCTGGACTT

GTTGCCGAAG
TTTAGGTTAC

TGACTGGAAT
TAGGCAGCGC
CAAGGTCTTC
CGGGGCGGGC

CATCTACAAG
CGCTGTTTGG

TATCATGGGC
ACCCTTCCTG
TCTATCGTTC
CTCCACGACG

CGCGACCTTC
CTCTCCGCCG
GCGCAAGCTC

CAGATACTGG

AACCCGCCCC
CAGCGTACGC

CGCCGTCTGG
AGAGCAGCGC
GGTGATACGG
ATGGCCATCG

CGCGGTGTCA
ACTGCCCCAA

ATGCAATTCA
AAGAAGATAT
GTGACGTACA
GACGCGCAGA

GAGTGGGAGG
TTCCAGGTTC
GGCGGGCATG

AAGGCGGTGG

CACCACCACC
TGCAGGCGAC

ACGCCGGAGA
TCGAGCACCA
CCCAGCTGAT
GCCTGTTICTG

ATCTTACAGG
TTCAGGTTAC

CACATCTTTT
AGACTTGTGG

GATACATCCA
CTGGCTCACT
GGGACCCTTA
TCTGACGGTA

GAGGATGCAC
AAACTGGATG

CCATGGTACC
GTCGGTGGAC
CTGGTGAAGG
GCAGCCAGCG

CTATTACACC
AAGCTAGACA

TGCGGATGAA
GCAAGCAAGC
CCATCATCAA
TGTCTCAGCA

DABCfowl/DABCrevl

CAAAGCCCGC ACGAACTTCC CGAACTCTGC
GGTCTGCCTA GTCATCTTGC TGGTTCAGCT

AGCTAAGAAA
ATGAGATGCG
CCGGCACCGC
CCGCACTCGT

ABCfow2

GAAGACCAAC
AAAGAACGAA
CCACAACTTC
CCGCCTTACG

ABCfow3

AGAGTCTCGC
GCAGTGTCAC
TTTCGTTTGG

AAGATGCATC

GGTCAACATC
TCGAAACCGC

TCTGGAACAT
TGTCGAGGAG

CTATGGTGCC
AAACACCTGG
GAAGAATCTG

TCAGCTTCCC
ATACCAATAC

ABCrev3
GCTCGTGCGC
GGGAAGACTG

GATGTCACGT
GCCAAGCTCA

TACTTGCAAG
CACCGTCCAA
CATCATGACG

GTTTCCATGC
TTCGCGGCTT

TGTACCATGA
TTATCCTTGT

TCGCTAAGCT
AGAGTGAGGA

CCGGCCGCTG
ACTCGTTCTA
CGATTAAGAA

GTTTGTTCAT
TCTATCGAGA

ABCrevi4

CCGCAGCTAT

CCTGGGTGGC

ABCrevib

AGTCTTACCC
CACGAAATCC

AGCATCCGTG
ATTGACATCT
GACGCGCGAC
AGCGAGGGCG

GACTCGAAGA
ATCGCTGAAT
GATGTTTAG

AAAGTTGCGG
CAGAGAACAA

TGTCGTCACA
ACCCCCTGCG

GGCGAGATTC

CTGATGACGT

CGGCAGTCCG
GAGTGGCCGC

GAGGAGAGAA
CGAAGATCAG
TTTGGGATGC
CCAACCTAAG

TCCAGCAGAC
TCGACACTCC

ABCfowb
GATTGGCGTT
CCTTAGAGAC
TCTGCGACGA
TGTTGGAGAG

GATCCAGACG
GCTGAACCTT

GTTGGCAGGA
TTGCGCACCA
TCATACCTCA
CGCAGCCTGC

CAATTCAAGG
TTCCTCAAGG

CGCGATTTTT

CACGAAGGAG
GATGCTCGTT
CGGACCAGTA

CCTGATTCCT

CGCCGACATT
CACCCACGCC

ATTTGGACAG
CTCAAAGGCA
AACGTCGCCG
GAGCTCTTCA

GCCAAGGAGG
CCCCGCGGCT
GCATATTGTG
GACTTGCAGG

GTCCTGTTTG
CTTCACTTCC

ACTCTAGGGC
TCAAGGTTAT
TCATCTTCGC
AGGCCCCGCT

GCTTGCGACG
AAGTGGTCCT

GTGGTTCTTC
TAGTCTGGTA
CTTCAGCAAA
TCAGTTCTTC

CCTCGTCAAC
TGGCCCCTICT

CAAGACACTT
TCAGGTCGCC
CTCCTTCTICG
TATGGACCGC

Exonérevl

CGCTGGCAAA
CGCTTGTGGC
CACAGACGGC

CTCGAAGGGT
TATCGTTGGT

GTGGATCCAG

P14A1Rint2

TCCTGGCAGA

ACGACCCTCT
TCTCACAATG

CATGAAGGAA
CATCGAGCGA

GATGCTCACC
CCAGACCTTG
CATCTTCTAT

CCTCACCGTC
GAGTGCTCGG

GCATGACAAC

RABCfowl

TTTGGCGGAG
AAAGGCGCGG

ATACCATGGC
TACGCCTGCT
GCGCCAATGT

GCGAACGTCA
GAATTGAAGC

GAGTATTACA

AGGACAAGCA
GAACGGGAAA

TTCTCCTATT
TGGGTATTGG
CTTTCTTCGA

TCGGCTCTGT
GTCTCGACTC

CCGATTTGGA

TCGTCGTTGC

CTGAAGTTGA
GCGACGGCGC

CTGGCGCCGG
AGATCGCCAT
TCGAGTCAAC
TCAGCCTGGC

ABCrevb

CATGCTCGCC

AAACTATATG
GATCGAGTTC

CAAGAGTTCG
CATTCCCCAG
GACCCCTGAC
GCGTGCATTG

GTTGCCGCCG

GCCTCAGTGG
AATAACATCG

CTCATGCTGG
GATCCTCTTC
GAGACGGTTG
GTTAAGGACA

ACAAAACCTT
CTGACAGCAT

ABCrev5
GCTATGCATC
CTTCCGTGGT

GCTCATCGCC
ATGTGCGAGC

TGTCCGGTAT

AGACTGTGAC
TCATGCGCTA

CTTTATTCCG
TGTTCAGTGG
ACGTAAAAGA
GCAAGGTCGT

TTCGTACCAT
GTAGCAACAT

CGGTGATCTG

GTCTGCCGTC
CGACTACATC

CGAGGAGGAG
GCTGGAAGGC

CATGGTACTG
CCAAGCGCTG
TACAACGCCA

TCTCATCATC
TATGCTTCGT

AGATCGCGCC

CAACCCCGCA

TCATTACAGC
CAGACCAGGT

CATCGTTGAG
CACAATTCGC
CACGAACAAG
GGTTCTGGAT

TATATCCTAC
CTCCCTAGAC

Exonl8rev3

Figura 5. Seqiiéncia completa do transcrito do gene ABC de P. chrysosporium. Pontilhado: primers utilizados na obtencdo dos fragmentos utilizados para o
sequenciamento do transcrito com o respectivo nome citado abaixo; Sublinhado: primers utilizados no sequenciamento do transcrito com o respectivo

nome citado abaixo.
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A HH HH ]

I I I v \ VI vivin - IX X XI X XII XIV XV XVI XVII XIV_  XXI XXII XXIIT XXIV XXV XXVI XXVII XXIX XXXI
Xvir XX XXVII XXX

Figura 6. Esquema do gene ABC de P. chrysosporium, com os exons numerados representados por blocos e os introns representados como tragos.

Tabela 6. Ntiimero de bases de cada exon e intron do gene ABC de P. chrysosporium.

Numero Tamanho do Exon (bases) Tamanho do Intron (bases)
1 170 53
11 52 52
11T 66 55
v 366 53
\ 45 52
VI 309 53
VII 7 51
VIII 53 56
IX 196 50
X 67 49
X1 487 54
XI 156 53
X1 117 49
X1V 67 52
XV 411 47
XVI 124 54
XVII 81 50
XVIIT 103 54
XIX 49 53
XX 36 53
XX1 66 56
XXII 84 52
XXIIT 160 48
XXIV 49 51
XXV 353 52
XXVI 81 52
XXVII 64 55
XXVIIL 275 54
XXIX 86 54
XXX 62 50

XXXI 123 -
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O alinhamento no programa MultAlin v. 5.4.1 (Corpet, 1988) entre a seqiiéncia do
gene depositada no banco de dados do projeto genoma do fungo P. chrysosporium, com a
seqiiéncia do transcrito obtida neste estudo permitiu verificar que 23 de um total de 4.359
bases diferiram. A maioria das diferencas verificadas devem ser devidas possivelmente a
polimorfismos dentro do gene ou ainda a diferencas genéticas entre as linhagens do fungo P.
chrysosporium utilizadas nos dois estudos, as quais foram provavelmente (ndo ha citacdo da
linhagem utilizada no projeto genoma) diferentes. Somente duas bases que diferiram levaram
a uma alteracdo do aminodcido codificado, as demais modificagdes foram silenciosas. Na
posicao 1.755 a base da seqiiéncia do transcrito deduzido para a seqiiéncia de DNA do projeto
genoma White Rot é uma adenina (A) e codifica uma Asparagina (N), sendo o cédon AAT; e
na seqiiéncia obtida neste estudo a base localizada nesta posi¢do € uma guanina (G), sendo que
o aminodcido codificado é uma Serina (S), pelo c6don AGT. O segunda diferenca observada
entre as seqiiéncias que levou a uma alteracdo no aminodcido codificado foi verificada na
posicdo 3.769 das seqiiéncias comparadas. Na seqiiéncia obtida no projeto genoma a base é
uma guanina (G) que participa do cédon GGC que codifica uma Glicina (G); e na seqiiéncia
obtida neste estudo a base observada na posi¢do 3.769 é uma adenina (A), sendo codificada
uma Serina (S), pelo cédon AGC.

Ainda, uma alteracdo importante na seqiiéncia do White Rot Genome Project foi
verificada na posicdo 395 do DNA, sendo que na seqiiéncia gendmica a base localizada nesta
posicao € uma Citidina (C), entretanto, esta posi¢cdo coincide com o sitio doador de splicing do
intron 3, sendo que portanto a base deve ser uma Timina (T) como observado neste estudo.

Como citado anteriormente a seqiiéncia completa do fragmento P14A1 alinhou com a
seqiiéncia deduzida da proteina YOR1 de Neurospora crassa e ndo foi verificado alinhamento
do fragmento com a proteina Yorlp de S. cerevisiae. Por outro lado, quando a seqiiéncia de
aminoécidos completa (1.452) da proteina foi obtida, deduzindo-se a partir do transcrito
completo do gene sequenciado, e comparada com seqiiéncias depositadas no GenBank com
auxilio do programa BLASTP v. 2.2.6, verificou-se que a proteina ABC de P. chrysosporium
mostrou homologia com as proteinas Yorlp (1.477 aminodcidos) e Ycfl de S. cevevisiae (51%
e 50% de similaridade, respectivamente) e também com a proteina relacionada a YOR1 de N.
crassa com 53% de similaridade e com diversas proteinas ABC das mais diversas espécies

incluindo fungos, plantas, vertebrados. Como discutido anteriormente a proteina Yorlp foi

155



inicialmente caracterizada por ter um importante papel na resisténcia a oligomicina (Katzmann
et al., 1995), posteriormente foi verificado que a expressdo do gene YORI, entre outros, pode
afetar tanto o efluxo quanto o armazenamento de metais estando assim envolvido no
metabolismo do ferro e de outros metais (Tuttle et al., 2003). J4 a proteina Ycflp € requerida
para a resisténcia ao cddmio. Esta proteina € composta de 1.515 aminodcidos e apresenta uma
extensiva homologia a proteina humana associada a resisténcia a multidrogas (MRP1) e ao
regulador da condutividade transmembrana na fibrose cistica de humanos (hCFTR). Desta
forma, foi sugerido que esta proteina é composta de dominios modulares encontrados em
proteinas humanas as quais funcionam no transporte de drogas e fons (Szczypka et al., 1994).
Ainda, a seqiiéncia deduzida da proteina ABC obtida neste estudo (Figura 7) foi
comparada com dominios conservados depositados nos bancos de dados CDD (Conserved

Domain Database) v. 1.62, com o auxilio do programa RPS-BLAST 2.2.6.

1 MANSEVNDRVSEKDTDSVETKQVKDASPKVQAREGPRVVLDAGEQHLRVRRRWWQLWLPKNPPPPPPTSF
71 EDAPITPLATASLLSMLTYTWITPIMTLGYQRTLQATDLWKLDEARQSGPLGAKLDAAWDRRVKEADDWN
141 RRLDAGEIHPPWYLRMKWFFIALFFWNHGPWKAGAGFRORRAALEHHWLTVGGRKQASLVWALNDTLGLS
211 FWIGGCFKVFGDTAQLMGPLLVKAIINFSKERAAAKAAGEHVPSMARGAGMAIGLEFCLTVAASVSQHQFF
281 WRSMTTGLLARAALIASIYKRGVNLTGKARTNFPNSALVNHISTDVSRVDSCAQWEHAVWTAPIQVTVCL
351 VILLVQLGPSALVGFSLFVVLIPLOORIMGMQFKLRKKTINIWIDSRAKTLLEVLGAMRVVKYFSYEVPFL
421 KKIYEMRKNELKGIKVIQVARSGNIALAFSIPVLAATLSFVIYTGTAHNENVAVIFASFSLFQLLRQPLM
491 FLPRALSSTTDAQTALVRLTELFKAPLMDRAPFDVDPSQKLALEVRDATFEWEESLATKEAKEALANSKG
561 KRGKGPAAAKAMDAKDDSPPFQVRSVIMLVPRGSLVAIVGAVGSGKSSLLLGLIGEMRKLGGHVSFGGPV
631 AYCAQTAWIQONATLRENITFGLPFDEDRYWKAVEDASLIPDLQVLADGDLTEIGEKGINLSGGQKQRVNI
701 ARALYHDADIVLFDDPLSAVDAHVGRALFNDAIIGALRNRGKTIVILVTHALHFLSQCDYIYTIDNGYISA
771 QGKYYDLLEHDVTFAKLMKEFGGEDKHEEEVEAEEAAMAQVPASNPDVEEAKLKSEDIERKGAGTGKLEG
841 RLIVAEKRSTGSVSWKVYGAYLQAGRWMLTIPWLLLFMVLMQOASQILNSYTLVWWEGNTWHRPNSFYQTL
911 YACLGIGQALFTFLLGVAMDEMGAYVSKNLHHDAIKNIFYAPMSFFDTTPTGRILSIFGKDIDNIDNQLP
981 VSMRLFILTVANVIGSVLIITVLEHYFLIAAVFIAVGYQYFAAFYRESARELKRLDSMLRSFLYAHFAES
1051 LSGLPTIRSYGEIPRFLHDNEYYTDLEDRAAFLTVINQRWLAIRLDFLGGLMTFVVAMLAVAAVSGINPA
1121 QIGLVLTYTTSLTQSCGVVTRQSAEVENYMASVETVTHYSHGKNIAQEAPHEIPENKPPAEWPRDGAIEF
1191 NNIVMRYRPGLPYVLKGITLSIRGGEKIGVVGRTGAGKSSLMLALFRIVELAGGSITIDGIDISKISLRD
1261 LRTKIAIIPQDPLLFSGTIRSNLDPFNMYDDARLWDALRRSYLIESTTPDETVDVKDTNKTRFTLDTLIE
1331 SEGANLSVGERSLLSLARALVKDSKVVVLDEATASVDLETDSKIQQTIQTQFKDKTLLCIAHRLRTIISY
1401 DRILVLDAGTIAEFDTPLNLFLKADSIFRGMCERSNISLDEIQKAALRAQDV

Figura 7. Seqiiéncia deduzida da proteina ABC de P. chrysosporium.

Um resumo dos resultados obtidos na busca de dominios conservados, no banco de
dados CDD v. 1.62, para a seqiiéncia da proteina ABC estd mostrado na Figura 8 e Tabela 7.
Diversos dominios conservados foram observados para a proteina em andlise, todos
envolvidos em sistemas de transporte ABC, incluindo dois dominios envolvidos no transporte

de complexos ferro-sider6foro (FepC) e de ions metdlicos (AbcC). Estudos devem ser
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realizados para elucidar a funcdo da proteina ABC em P. chrysosporium e desta forma

permitir uma maior discussao do papel dos dominios conservados observados para esta

proteina.

Na figura 8, pode-se observar que os dominios conservados encontram-se em duplicata

na seqiiéncia da proteina ABC de P. chrysosporium. A primeira regido de dominios

1 zon 400 00 ann 1000 1200 1452
— o — —
[ Hd1B ] [ Hd1B ]
SunT ] SunT
CydD ] [ CydD
[ CydC 1 [ CydC I

_ATHL ] [ ATH1 ]
__ArpD ] —__ArpD ]
: b 3

[ HglA

Figura 8. Resultado obtido no alinhamento da seqiiéncia deduzida da proteina ABC de

P. chrysosporium com seqiiéncias de dominios conservados depositadas no

CDD v. 1.62.

compreende os residuos de 1 a 800 e a segunda os residuos de 801 a 1452. Ainda, verifica-se
que a proteina do fungo possui os dominios duplicados identificados na Figura 8 e Tabela 7
como ABC-membrane e ABC-ATPase os quais correspondem, respectivamente, aos
dominios/subunidades transmembrana e aos dominios/subunidades de ligacdo a nucleotideos
(NBD) caracteristicos de proteinas transportadoras ABC. Como citado anteriormente 0s
transportadores ABC em geral possuem uma estrutura comum que € formada, em geral, por
dois dominios transmembrana e dois dominios de ligacdo ao DNA que podem estar em
polipeptideos separados ou podem estar fusionados em uma variedade de configuragdes.

De acordo com a distribuicio dos dominios conservados mostrada na Figura 8,
verifica-se que a estrutura da proteina ABC de P. chrysosporium é formada por 4 dominios

fusionados como exemplificado na Figura 1, tipo C.
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Tabela 7. Resultados obtidos na pesquisa de dominios conservados no banco de dados CDD v. 1.62 (Conserved Domain Database).

Identificagdo do Tamanho | % de AA®
AA® CD’ Componente/Sistema Funcdo do CD"¢ | alinhados
MdIB Permease e ATPase/ Sistema de transporte multidrogas tipo-ABC Mecanismo de defesa 567 97,4
SunT Exportadores de bacterionina/lantibidticos/ Sistema de transporte Mecanismo de defesa 709 71,9
tipo-ABC
CydD ATPase e permease/ Sistema de transporte tipo-ABC envolvido na | Produg@o e conversao de energia, modificagio 559 77,3
biossintese do citocromo bd postraducional, turnover de proteinas, chaperonas
CydC ATPase e permease fusionados/ Sistema de transporte tipo-ABC Produc@o e conversao de energia, modificagio 573 83,9
envolvido na biossintese do citocromo bd péstraducional, turnover de proteinas, chaperonas
la ABC_ATPase Dominio de ligacao aos nucleotidios (NBD)/ Sistema de Transporte de aguicares, fons, peptidios, 217 92,6
300 transportadores ABC complexos orginicos complexos, etc
ATM1 Permease e ATPase/ Sistema de transporte tipo-ABC envolvido na Modificacdo pos-traducional, turnover de 497 29,2
formacdo do cluster Fe-S proteinas, chaperonas
CcmA ATPase/ Sistema de transporte multidrogas tipo-ABC Mecanismo de defesa 293 70,6
ABC_membrane Regido transmembrana de transportador ABC/ Sistema de - 275 100,0
transportadores ABC
ABC_tran Transportador ABC/ Sistema de transportadores ABC - 183 76,5
ArpD ATPase e permease/ Sist. de transporte de protease/lipase tipo-ABC - 580 36,2
AbcC ATPase/ Sistema de transporte tipo-ABC de fons metalicos Transporte e metabolismo de fons inorganicos 339 31,6
FepC ATPase/ Sist. de transporte tipo-ABC de complexos Fe*-sideréforo| Transporte e metabolismo de fons inorganicos 258 79,5
MdIB Permease e ATPase/ Sistema de transporte multidrogas tipo-ABC Mecanismo de defesa 567 97,2
SunT Exportadores de bacterionina e lantibidticos/ Sistema de transporte Mecanismo de defesa 709 71,8
tipo-ABC
CydD ATPase e permease/ Sistema de transporte tipo-ABC envolvido na | Produg@o e conversdo de energia, modificagio 559 95,2
biossintese do citocromo bd péstraducional, turnover de proteinas, chaperonas
CydC ATPase e permease fusionados/ Sistema de transporte tipo-ABC Producido e conversdo de energia, modificagio 573 80,1
envolvido na biossintese do citocromo bd postraducional, turnover de proteinas, chaperonas
801 a| ABC_ATPase Dominio de ligacao aos nucleotidios (NBD)/ Sistema de Transporte de agtcares, ions, peptidios, 217 100,0
1.452 transportadores ABC complexos orginicos complexos, etc
ATM1 Permease e ATPase/ Sistema de transporte tipo-ABC envolvido na Modificacdo postraducional, turnover de 497 83,3
formagdo do cluster Fe-S proteinas, chaperonas
CcmA ATPase/ Sistema de transporte multidrogas tipo-ABC Mecanismo de defesa 293 75,4
ABC_membrane Regido transmembrana de transportador ABC/ Sistema de - 275 93,1
transportadores ABC
ABC _tran Transportador ABC/ Sistema de transportadores ABC - 183 100,0
ArpD ATPase e permease/ Sist. de transporte de protease/lipase tipo-ABC - 580 40,9
AbcC ATPase/ Sistema de transporte tipo-ABC de fons metalicos Transporte e metabolismo de fons inorganicos 339 68,1
FepC ATPase/ Sist. de transporte tipo-ABC de complexos Fe*-sideréforo| Transporte e metabolismo de fons inorginicos 258 86,0
MglA ATPase/ Sistema de transporte do tipo-ABC de agucares Transporte e metabolismo de carboidratos 500 44,2

a = Aminoacidos; b= Conserved Domain; c= ntimero de aminodcidos (residuos) do dominio conservado depositado no CDD
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4. Conclusoes

Embora, ndo tenha sido encontrada a seqiiéncia completa do gene que regula a
biossintese de sideréforos em P. chrysosporium, gene este homélogo aos genes sreA, sreP, sre €
urbsl, a metodologia que envolveu a constru¢do de um mini-banco, permitiu o isolamento de
dois fragmentos de DNA gendmico, o M3A2 e o P31E3, cujo alinhamento da seqiiéncia obtida
para os mesmos permitiu verificar homologia com genes que codificam proteinas envolvidas no
transporte e na sintese do sideréforo aerobactina de duas espécies diferentes de bactérias. A
aerobactina € um sider6foro do tipo hidroxamato, sendo este tipo o mais comumente encontrado
em fungos. Ainda, esta metodologia permitiu o isolamento do fragmento P14A1 o qual é parte de
um gene que codifica uma proteina transportadora do tipo ABC, cujo envolvimento no transporte
de complexos ferro-sider6foros tém sido amplamente reportado em diferentes espécies de
bactérias.

O isolamento destes fragmentos, com base na homologia do transcrito 2.3, pode estar
indicando a existéncia em P. chrysosporium de um sistema de captacdo de ferro que envolve a
sintese de sider6foros e o transporte destes compostos complexados com ferro por proteinas do
tipo ABC. A obtencdo da seqiiéncia completa do gene e dos transcritos destes fragmentos é o
primeiro passo para se estudar o papel destes genes no metabolismo do fungo em estudo.

Desta forma, buscando um maior entendimento do papel dos genes isolados nesta etapa
do estudo, optou-se por isolar o transcrito completo do gene que codifica uma proteina ABC de
P. chrysosporium. Proteinas transportadoras da familia ABC estao envolvidas no transporte do
complexo ferro-sider6foro em diversas espécies de bactérias. Ainda em levedura, transportadores
ABC foram descritos como estando envolvidos na resposta celular do metabolismo intracelular
do ferro. Entretanto, o papel do ferro na regulacio da expressdo dos genes de levedura que
codificam as proteinas ABC nao foi determinado.

Estudos adicionais devem ser feitos para elucidar o papel do ferro na regulacdo da

expressao desta proteina ABC no metabolismo de P. chrysosporium.
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CONCLUSOES GERAIS

Como mostrado na Tabela 1, nas diferentes etapas deste estudo foram isolados
fragmentos cuja seqiiéncia de aminodcidos deduzida alinharam com seqiiéncias de proteinas
depositadas no GenBank envolvidas na sintese e no transporte de complexos ferro-sider6foros
em bactérias, leveduras e outros organismos o que permite sugerir a existéncia de um mecanismo
semelhante ao observado em bactérias no fungo Phanerochaete chrysosporium e ao observado
em leveduras em Lentinula edodes. Ainda, foram isolados fragmentos que mostraram
homologias com proteinas de rotas metabdlicas envolvidas na manutencdo de diferentes vias
dependentes de ferro. Também fragmentos que codificam lignina peroxidases, indicando que o
ferro deva ter um papel importante na regulacdo da expressao de genes que codificam enzimas e

compostos envolvidos nos processos de degradacdo da madeira em fungos ligninoliticos.

Tabela 1. Resumo dos fragmentos isolados neste estudo cuja seqiiéncia de aminodcidos
deduzida alinhou com seqiiéncias de proteinas envolvidas em vias metabdlicas

dependentes de ferro ou nos processos de degradacdo da madeira.

Sistema
Funcio Espécie de Fungo Fragmentos (Capitulo) /Organismo
Sintese de sider6foros  P. chrysosporium A4.10e (2); Bactérias
1.8,2.3 (3);
P31E3 (5)
Transporte de ferro,  P. chrysosporium C5.4e, C5.9¢, C5.26d, Bactérias
outros metais, etc. 13e, C5.12¢ (2);
1.2,1.11 (3);
6.40, 15.6 (4);
M3A2, P14A1 (5)
L. edodes 3.28 (3) Levedura
Armazenagem de ferro P. chrysosporium C5.18a(2); Bactérias
1.2 (3); 6.40 (4)
Metabolismo do ferro  P. chrysosporium 17.6 (4) Bactérias
A2.16a (2); Levedura
P14A1 (5)
Al4.16f (2); Humanos
17.6 (4)
Degradacgao da P. chrysosporium 1.1, A14.16f (2); Fungos
madeira 16.18, 16.21 (4)
L. edodes 4.53 (3) Fungos

Sublinhado = expressao regulada por ferro confirmada
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Anexo I.

Seqiiéncias dos transcritos de P. chrysosporium isolados a partir de células do micélio
crescido com caréncia de ferro(III) no meio, obtidas utilizando-se o primer -40 M13 foward

23mer:
>1.1
GGAAGCAGTG CGCCTGCCCA
ATTTARACTC CGGCAAATGT
AAGCCCACAT GACATTGCTA
ATGTACTACT ACTGTAACTA

>1.2, 1.3 e 1.7
GGCCACGCGT CGACTAGTAC
CTGAAACGTC TCGGCAGCAT
TCGAAGGGCA TCGACTTCCC
AGCAAGCTCC CGGAGGTCGA
ATTCAGTCGT ACGCTCTCCG
CGCCGCCGC

>1.8

TTGAAAGATG
TACAGAACGC
CGCTGAGCAC
GCGTCTGCTC
TTTTGAGGGA

TCGGAAGGCA
CATCAACTCC
GCCCACGACG
TCATCGTCGC
CGCTGGTCTC

-7 0

ACCCACCCTC
AATCCTTTCG
CGCTACCCGT
TCAGTCTACC

TCCTCAAGCA
CCGTCATCCC
CGGCACAGCT
CGCTCGAGCC

>1.15

GAAGGCACGA
GGCTTGTACA CAAAGATATA
AGAAAAGAAC AAGATAGATA
AGCAAGAATA AARAGCAGGC

GAGTATATAT

Seqiiéncias dos transcritos de P. chrysosporium isolados a partir de células do micélio
crescido com suprimento de ferro(IlI) no meio, obtidas utilizando-se o primer -40 M13 foward

23mer:
P23

CAATTCGCCG
GACATTCGAA
TCTTATTGCA
GCTTACATAC

ATTGAAAGAT
CATACAGAAC
TTCGCTGAGC
GCAAGCGTCT
GCGTTGACGC

CACCCCAAGG
ATCGAGGCCA
CCGGAATCGA
TGCGGGCTCC
AGGGCGCCCA

TTGCGCCACT
CTGCCTCTTC
CCCCTCCCGC
AGCCGACCTC

AGCGTGAGAC
GTACATAAGT
GAACACAACA
GGACAGCGAA

TCCCCCCTGA
CTTTCGGCTC
TTATTAGAGA
GAATTATATC

GTCGGAAGGC
GCCATCAACT
ACGCCCACGA
GCTCTCATCG
TTTGTAGCGA

ACTAGTGGAG
AGGTAGCGTC
GGCTGCGAGC
CAGCTCATTC
TGTCAACGAC

AGCGAGCCGT
GTTCACCCAG
ACGCCACGAC
CTATGACCAT

GTCACCACGA
ACAACARAGA
GAATCCGCAA
GGGAAGGTGA

TATCATCTGA
CAGCACTGGC
ACCGCTGTTT
AAGAGGACCC

ACACCCAAGG
CCATCGAGGC
CGCCGGAATC
TCGCTGCGGC
TACAGCTCAA

CTGAAAGTTC
GAAGGGCATC
AAGCTCCCGG
AGTCCCCAAT
ATTGCAA

GATTCGTACT
ACCACACCAC
ACACTAAACA
GATCCGCTCT

CGATGCGGGC
CTGTGAAAAC
GATGTTGTTG
GGACGGG

TTCGGCGATG
AGGAGGTCAC
GTACCATAGC
GTGCCAACG

ACTAGCGGAG
CAAGGTAGCG
GGAGGCTGCG
GTACCAGCTC
TATATCGACT

GGCAGCATCA
GACTTCCCTT
AGTCGAGCAA
GTTGCCGAGG

CACCACCTCC
CGCCCTTTTT
GCCACCCGTC
GACACGCCGA

GCGCTAGAGG
ACACTGAACC
ATACAGATTG

TGTAACGCGT GCGGGCTGTC TACGCCGCTG TGGAGACGAT CCTCCGCGAG AGCTTTCCTG
GAAAGTGCGC TGCGTTCGAG AAGGAGTGGG GCATGCCTGA AGCGTGGACG GCGAAATCGC
TCCTCATGCA GGTGTTAATA TCGATGGACG ACTACTATCC CAAAGAACCC GGTGCAGGTC
TCTGGGATGG AGCCTGAACT TTGCAAAAAA AAAAAAAAAA AGTACTAGTC GACGCGTGGC
CAATCACTAG TAATTCGCGG CCGCCTGCAG GTCGACCATA TGGGAGAGCT CC
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>2.46

GGCCACGCGT CGACTAGTAC TTTTTTTTTT TTTTTTTGAT GGGGAAACGT GTTTCGCGTG
TTACATGTAA CTCTGTAGCT ATCGACAGTT TATGAATACA GGGTGTGGCA ATGTTGGCTT
CTACGGGAGA TGCGGTACGA AGTGTGATGG GATGCGTGAC TGTATGCAAG TTGTGTGTGC
GACAARAAGGG AAACGGCTGG CAATGTGCAG ACAATGCAAA AAGGAAAGAG GGTACTAGTC
GACGCGTGGC CAATACTCAG TGAATTCGCG GCCGCCTGAC GGTCA

Seqiiéncias dos transcritos de L. edodes isolados a partir de c€lulas do micélio crescido

com caréncia de ferro(IIT) no meio, obtidas utilizando-se o primer -40 M13 foward 23mer:

>3.28

GACAACAATG
ACAGCACAAA
ACGAGCGAAA
GGCGATCCGT

>3.48

CCACACCACA
TCAAGATGAT
AAGTCGGCTT
GCTGAAGTCG

Seqiiéncias dos transcritos de L. edodes isolados a partir de c€lulas do micelio crescido

AGTATGCGAT GCGGGTACGA GAGATCCTAA CAACAGCGGA GGATAGCAAC
CACCCCTCTT TTCACCTCGG CGCCCCTCAT AACGAGAGCA TGACTGGCGC
ACCCAGAGCT CCTCCAGAAC GGCGTACGAA CAGTTCGGTG ACGGTTCCGT
TCGACTGCAG GCCACACGCG TGCAA

TGATCTAGGG

GTTGCACTCT

CCACTACCAC CACCACCACT ACTACTATCA CATCCACCTC TTGAATAATT
GAGCCTCGTT GCCGCACGTG TTCCATCTAT TGCCCTCTGG ACAACGCTCC
GTGGGGCTTC GTATACAGCC AGTACCGGAC ACCCAGCGAG TTCCACACCC

CGATACCARAG

GCACATTGGC

com suprimento de ferro(Il) no meio, obtidas utilizando-se o primer -40 M13 foward 23mer-

>4.1

TACTCCCCGT
TCTGGCCAGA
TCTCCGTGAC
CGGTGATGTC
AAGATATCGT

>4 .4

GGAATTCGAC
GGCGACTGTG
ATAGAAGACT
GCACCCTCCG
TTGGTGATGT
GTACCGTGAT

>4.8

GGCCACGCGT
TGTTTTCAGA
TGGCAGTTAT
GGTCGTGGCC
CGACACTGTC

>4.10
AACGAAGCTT
GAGGGGCGGA
TCGCAGTGAT
>4.14

TGTGGCGGTC
GACCGAGACT
CACTCCCGAA
TGACCGGAGC
TGTCGCATG

CGGCCACGCG
GGAGAGCGTA
TGACGGATGG
GGTGGACTTA
GAGCCTTCRA
CGTGCAAGT

CGACTAGTAC
GACCGAAACG
AGTAGGCTCA
TGAGGGGCGG
GTCGCAGTGA

TGAAGTCGTG
CGAGACGGTC
TGTCTGACCG

ACAGTGTTTT
GTCGTGGCAG
ACCGTGGTCG
AGACGACACT

TCGACTAGTA
GAAGAGGGGC
GGCAGAGGCG
AGGAGGACCG
AGACTCGGCA

TGGCCACGCG
GTAGTAGCAG
TTTAAGTCGT
ACGAGACGGT
TTGTCTGACC

GTTGTCTCCG
GTTGCGGTGA
GGGGCAGAAG

CAGAGACCGA
TTATAGTAGG
TGGCCTGAGG
GTCTCGCGAG

CTGGCCACGC
TGTGAGGACG
GACGTTCGTG
GCGTCTCGAC
TAATCATGGG

TCGACTAGTA
TAACAGTCTG
GGTTGTCTCC
CGTTGCGGTG
GGGGCGAGAA

TGACCGCTCC
TGGTCTGACC
ATATCGTTGT

181

AACGGTAGTA
CTCATTTGAA
GGCGGACGAG
TGATTGTCTA

GTCGACTAGT
ACTCGCGCGG
TCGGGACTAG
TTCGACAAAT
CAAGTGAGAG

CCCCGTTGTG
GCCAGAGACC
GTGACCACTC
ATGGTCTGAC
GATATCGTTG

CGAAACCGTG
GGGAGCAGAC
CGCAGTGACT

|
i

GCAGTAACAG
GTCGTGGTTG
ACGGTCGTTG
ACGGGCGGAG

ACCCCGTTGT
ACCTCCGCCG
GAACTCGCGT
CCTGGGATCG
AGAAGCGCAC

GCGGTGCGAG
GAGACTGTCG
CCGGAACCGT
CGGGAGCAGA
TCGCAGTGAC

GTCGTGGCCT
GACACTGTCG
GTATTGCCAG

By
LY R Yy



>4.14

GGCCACGCGT
GCGGTCACAG
GAGACTGCTG
CCCGARAACCG
CCGGGAGCAG

>4.18

GGAATTCAGT
ACTGGCCACG
TGGGAGAGCG
CTTGACAGAT
CGGGCGGACT
TGAGCCCTCA

>4.19

CTAGTACTGG
CTCGATCCTA
ACAACTACGA
TGACTCCGTA
CTCTACTTCT

>4.30

GGCCACGCGT
GGTAGTAGCA
CATTTGAAGT
CGGACGAGAC
TGATTGTCTG

>4 .33

GGCCACGCGT
CGCGTCGACT
GCAGTAACGG
GTCGTGGTTG
ACGGTCGTTG

>4 .34

CTAGTACCCC
AGTCTGGCCA
TGTCTCCGTG
TGCGGTGATG
GGCAGAAGAT

>4.38

TGCTAGCGGC
TATACCCGAA
CACATGTGAA
ATGCATAGCT
AGCTGTTTCC

CGACTAGTAC
TGTTTTCAGA
TGGCAGTTAT
TGGTCGTGGC
ACGACACTGT

TGGCCACGCG
CGTCGACTAG
TAGAAGAGGG
GGGGCAGAGG
TAAGGAGGAC
AAGACTCGCA

CCACGCGTCG
TGAGTTTTTA
CGCCCGATAC
GGGCCCGCCG
TCAACAGG

CGACTAGTAC
GTAACAGTCT
CGTGGTTGTC
GGTCGTTGCG
ACCGGGGGCA

CGACTAGTAC
AGTACCCCGT
TCTGGCCAGA
TCTCCGTGAC
CGG

GTTGTGGCGG
GAGACCGAGA
ACCACTCCCG
GTCTGACCGG
ATCGTTGC

GAGTTATTGG
TTAATTCAGG
TTCGCGGCCG
TGAGTATTCT
TGTGTGAATT

TCCGTTGTGG
GACCGAAACG
AGTAGGCTCA
CTGAGGGGCG
CGTCGCAGTG

TCGACTAGTA
TACTGGCCAC
GCTGTGAGGA
CGGACGTTCG
CGGCGTCTCG

ACTAGTACTG
ACTTCATGAT
GACACAACGA
TATGCTTGTA

ACCCCGTTGT
GGCCAGAGAC
TCCGTGACCA
GTGATGGTCT
GAAGATATCG

TACTCCGTTC
TGTGGCGGTC
GACCTAGACT
CACTCCCGAA

TCACAGTGTT
CTGTCGTGGC
AAACCGTGGT
GAGCAGACGA

AGCAGTTTTT
ADAAAADAAAR
CCTGCAGGTC
ATAGTGTCAC
GTTATCCGCT

TGGCCACGCG
GTAGTAGCAG
TTTGAAGTCG
GACGAGACGG
ATTGTCTGAC

CACCTTTCTG
GCGTCGACTA
CGACTCGCGC
TGTCGGGACT
ACTTCGACAA

GCCACGCGTC
TAAGCGCATT
CCTCGACGAC
ATCGTACCGT

GGCGGTCACA
CGAGACTGTC
CTCCCGAAAC
GACCGGGAGC
TTGTCGACGT

TGGTGGCCAC
ACAGTGTTTT
GTCGTGGCAG
ACCGTGGTCG

TTCAGAGACC
AGTTATAGTA
CGTGGCCTGA
CACTGTCGTC

GTTTGTGCAT
AAAAAAAGTA
GACCATATGG
CTARATAGCT
CACAATTC

182

TCGACTAGTA
TAACAGTCTG
TGGTTGTCTC
TCGTTGCGGT
CGGGGCAGAA

GTGGCCACGC
GTACCCCGTT
GGACCTCCGC
AGGAACTCGC
ATCCTGGATC

GACTAGTACA
CATTGCTGAT
TCGACAAGCT
GCTAACGAAG

GTGTTTTCAG
GTGGCAGTTA
CGTGGTCGTG
AGACGACACT
GACTGTATT

GCGTCGACTA
CAGAGACCGA
TTATAGTAGG
TGGCCTGAGG

GAAACGGTAG
GGCTCATTTG
GGGGCGGACG
GCAGTGATTG

CACATGAAAG
CTAGTCGACG
GAGAGCTCCC
TGGGTGCTAA

CCCCGTTGTG
GCCAGAGACC
CGTGACCACT
GATGGTCTGA
GATAT

GTCGACTAGT
GTGGCGACTG
CGATAGAAGA
GTGCACCCTC
GTTGGTGATG

ACCGTATGCG
ATATCTATAG
CATCTTCCAC
CTTAGTCGAC

AGACCGAAAC
GTAGTAGGCT
GCCTGAGGGG
GTCGTCGCAG

GTACTGGCCA
AACGGTAGTA
CTCATTTGAA
GGCGGACGAG

TAGCAGTAAC
AAGTCGTGGT
AGACGGTCGT
TCTGACCGGG

GCTGGACGTA
CGTGGCCARAT
AACGCGTTGG
TCATGGTCAT




>4.40

CTAGTACCCC
CGCGGACCTC
ACTAGGAACT
CGACAARATCC
GTGAGAGAGA

>4 .41

CTAGTACTGG
AMAGCTCCATC
TCGAAGTCGC
ACTAATTACA
AGAGCTATCC

>4.43

CTAGTACTGG
CCGTTGTGGC
CCTCCGCTCC
GTATGGAAGC
ACACGAGCGT

>4 .45

CTAGTACTGG
AGGGGCTGTG
GAGGCGGACG
GGACCGGCGT
TCGGCATAAT

>4.53

CTAGTACTGG
GGTCACAGTG
GACTGTCGTG
CCGAAACCGT
CGGGAGCAGA
TCGCAGTGAT

>4.54

CTAGTACCCC
TGGAGCCCTG
TCAGGTCAGA
CACAAATCAG
AGGAAGCGTG
GGAARRAACAG

>4 .59

CTAGTACTGG
GTGGCCACGC
CACGCGTCGA
GTCGACTAGT
GTAACAGTCT
GTCCTTGTCT

GTTGTGGCGA
CGCCGATAGA
CGCGTGCACC
TGGGATCGTT
AGCGCACGTA

CCACGCGTCG
TAATGTGAAC
TAACCTCCCT
AGTGCAGTAC
TCGGAATCGT

CCACGCGTCG
GCAGGATAGC
ACACTGACAG
GTCAGGGATG
CACACGCTGC

CCACGCGTCG
AGGACGACTC
TTCGTGTCGG
CTCGACTTCG
CGTGGGCAAG

CCACGCGTCG
TTTTCAGAGA
GGCAGTTATA
GGTCGTGGCC
CGACACTGTC
CGTATTGCCA

GTTGTGGCGC
ATATTGATGA
GATGTCGTGC
GCAACAAGAA
GGAGGCGATA
GCTCTTCATC

CCACGCGTCG
GTCGAGTAGT
CTAGTACTAC
ACCCCGTTGT
GGCCAGAGAC
CCGTGACCAC

CTGTGGGAGA
AGACTTGACA
CTCCGGGCGG
GGTGATGTGA
CCGTGATCGT

ACTAGTACCC
CATGGAGCCC
GTTTAGGTCA
GTCACAAATC
CAGGAAGCGT

ACTAGTACCC
AACTCCAGCC
GCTGCGCGGA
GTAGGGTGCG
ATAGCTACGA

ACTAGTACCC
GCGCGGACCT
GACTAGGAAC
ACAAATCCTG
TGAGAGAGAA

ACTAGTACTG
CCGAAACGGT
GTAGGCTCAT
TGAGGGGCGG
GTCGCAGTGA
GGAGCCGAGA

GATTCCTGGT
TAGAGACAGT
AAAGTAAGTG
TAATAGTCAA
TGGTTACCAG
CGCTGGACGA

ACTAGTACGG
ACTGGCCACG
TCCGTTCTGG
GGCGGTCACA
CGAGACTGTC
TCCCGAAACC

GCGTAGAAGA
GATGGGGCAG
ACTTAAGGAG
GCCTTCAAAG
GCAGAGTGGT

CGTTGTGGCG
TGATATTGAT
GAGATGTCGT
AGGCAACAAG
GGAGGCGATA

CGTTGTGGTG
CCCACGCTCA
GAAGTCGCGT
AGAGGAAACC
TCTGCTAGCA

CGTTGTGGCG
CCGCCGATAG
TCGCGTGCAC
GGATCGTTGG
GCGCACGCAT

GCCACGCGTC
AGTAGCAGTA
TTGAAGTCGT
ACGAGACGGT
TTGTCTGACC
CACAGAAATT

ATGTTCCTTA
CAAGATCGTC
CTAGCGTTAC
AGCTGCTGGA
CGATGTCCGT
AGAACCCACG

CCACGCGTCG
CGTCGACTAG
TGGCCACGCG
GTGTTTTCAG
GTGGCAGTTA
GTGGTCGTGG

183

GGGGCTGTGA
AGGCGGACGT
GAGGACCGGC
ACTCGGCATA
GCGAATAGAG

CGATTCCTGG
GATAGGGACA
GCAAAGTGAA
AATAATAGTC
TGGTTACCAG

GCCACGCGTC
GCGGGCCGAA
TCAGGGCGGT
AGGCCTTGAA
GAGCAACCAC

ACTGTGGGAG
AAGACTTGAC
CCTCCGGGTG
TGATGTGAGC
GCGTAT

GACTAGTACC
ACAGTCTGGC
GGTTGTCTCC
CGTTGCGGTG
GGGGGCAGAA
ATTGTCGCTG

AGCTCATCTA
GAAGTCGCTA
TGATTACAAG
GAGCTATCCT
ACAAALGACG
ACAGTTGTCG

ACTAGTACTA
TACTACTCCG
TCGACTAGTA
AGACCGAAAC
TAGTAGGCTA
CCTGAGGGGG

GGACGACTCG
TCGTGTCGGG
GTCTCGACTT
ATCATGGCAA
T

TATGTTCCTT
GTCAAGATCG
TGCTAGCGTT
AAGCTGCTGG
CGATGTCGT

GACTAGCTCC
ATGCAAAGTT
AATATCCGTG
GCTCATGTCC
AGAGTAAGCA

AGCGTAGAAG
AGATGGGGCA
GACTTAAGGA
CTTCACAGAC

CCGTTGTGGC
CAGAGACCGA
GTGACCACTC
ATGGCTCGAC
GATATCGTTG
TGGTAGTCTC

ATGTGAACCA
ACCTCCCTGT
TGCAGTACGT
CGGAATCGTC
AGGAAAGACC
ACGTCGAAAC

CTCCGTTCTG
TTCTGGTGGC
CTGGCCACGC
GGTAGTAGCA
CTTTGAAGTC
CGGACGAGAC



Anexo I1.

Seqiiéncias, obtidas utilizando-se o primer 40 M13 foward 23mer, dos fragmentos
amplificados de cDNA sintetizado pelo método SMART™ 5° RACE utilizando como molde
RNA de micélio de P. chrysosporium crescido com suprimento de ferro juntamente com os
primers UPM e GSP1 (Tabela 2):

>6.35, b.43, 6.531, 6.98, 6.62 & 6.73

AAGAGACAAA TGCGTCGTAT TCCGCCATTG AGAACGTCAC TGGCTCGATC TGCGGATCAT
CAGCCGTGAC ACCCGATGCG GGGAGCTATT GACTGACCTC GAACTTGTAC TGCCCAGAGT
CAAATCTGTG CTCCATCTAG CAGGGTTGTC AGGAAACATT CAGGGCATAT TGATTGCCTG
CGCACCTGGA GATATTCTTC TTCCGAGATT ACTTGGAATT TAACCTTGAC ATGGTTCTGT
TAACACAAGG CGTTGCACAG ATGAGACCAG ACGAAGCGCA CTTGATCGAA TGGCTGCAGC
AACCACGGCT GTTCTGGACT GAATCCTTGT CCACGA

36535

CGGATTGTAG TTGGGTATCT TGGCAGGAGT CGTCGCAAAG GCATTGTCAT ACCACTCCTT
GCGGATCAAC ACCTGGTCGA CGCCGCTGGA GTGGACCGAG TAAGCAACCA GTGCGAGCTC
GCCCGGCGGG ACCTTCGCAG CAACGCAGGC GGCATGTGCC TCCGCACCGT GAGGGTCGGC
ATCAGCAGTA AGGATGACGA AGTGAATCGT AGGCTTGGGG CCGGAGAATA CTACGACTTG
GTCGAAGAAG GCGCCGCGGG TCTCTTCTCC ACCTGGCGAA GGAGTATTGA CGTCAAAGTT
GATCTTGAAT GCTATCATGC TGTCTCTGCG GTTGTTGGCA ATCCAGAGGG TTCTGAATCC

>6.39

GGCGGTATTC CGCAGGTACG TGCCTGCAGG AGGACATATC CCACCACTTG TGCTAAATTT
TTGCAGGCAG GAGACTCGGC CATTTTACTC GAGTACGGCG AGCTTCTCCT GGATTTCCAC
GTGCGCGCCC GAGTACATGC CTTCGAACGC GCCCTATCTG AGCGCAATGT TCCGGGAGTG
TGGTCCATGG CGCCATGCAT CCGCTCTACA ATGGTATAAA TCCCCTCCCG CCTCCGATGG
AGCTGAGCTC ATCCGCTTGT CAGATACACT TTGACCCAAC GGTGATATCA CAGTCCAACC
TGCTTTCTGT GCTCAGAGAT GTGGAGGCTT CGCTGCCCGA TAGCATGGCT GATACCT

>6.40

TGCTCGATTC GAGGATGGTG TACGCCTGGG AAAATTGTTA CACAAAGGTC AACTGAAACG
ATCGAGCGAG ACGTACGTGT TGCTCGAGCC TCAGCGTAGG CGGAACATGC CCGCGGCAAA
CGTGCGGCCA TCTAGAGACA CCTGCAGATC GAGCGAATGC CTCTCCGACT GGTATTCCGC
GACGATGAAG TACTCCGAGG ACTTTGCGAA GCCGACGACA TGATCGAACA GCTTCGTCTT
CTTGTTGTAG AAGTCGGTGC CGCTGATGAG CTCGAGCGGT TGTCGATCGA GAAACGCCGC
TGCGACCCTT CCTTGATCTT GAACGACTCG CAAATAATCT GGGGTAGAGT CGAT

>6.41

TCGCGGAAAC GACCAGCCAG TCCGCAGGCA CTTCGCGAAC CTCGGCCTTC TTGAGTTCTA
TCAGATACTG CGGATCACGG TCAGAAATCG TGCTAACTGA GGAGGCAAAG TCGAGGATAC
CTCTTCGCCT GCAACGGTAG CATACTGCAA GGCAGGTCGT CGTAGTCGTT TTCTCACTAT
GAATGTGAGC CGGATTAACT ATACGAGAGA GTGTGAAACG AACCATCACG CAGCTCGTCG
ACAAGTTCGC TCTCGATAAC TTGGACTGTC TAGAGATATG GTGAGTGCGC ATAGTGGGAT
GAGGTAGGCA GGGCTACGCA CCACAGTCAG CTCGTCTACC TCTGGCGCGC TGTTCTCCAC

>6.44

AGAAGAAGAG GATGAGAGGC TTGCGGAAGT CACGGTGGAT CTGGCGACGC AGGACATGGA
AGTAGTTCGC AGGCGTCGTC GGGTAAACGA CCTGCATGTT GCAATCCTGG TGCTGGCGCT

184




CGAGACCGGT
CTTGTGCGTT

>6.50

CCTTGAATTG
TGCGGATCAT
CTGCCCAGAG
TTGATTGCCT
CATGGTTCTG
ATGGCTGCAG
CACGG

GCGCTGCARAC
GTTGGCGAAG

AAGAGACAARA
CAGCCGTGAC
TCAAATCTGT
GCGCACCTGG
TTAACACAAG
CAACCACGGC

CACTTCCTCT
TCACCGAACT

TGCGTCGTAT
TCCCGATGCG
GCTCCATCTA
AGATATTCTT
GCGTTGCACA
TGTTCTGGAC

CGCCAGACGC
GCGCCTCCCA

TCCGCCATTG
GGGGAGCTAT
GTAGGGTTGT
CTTCCGAGAT
GATGAGACCA
TGAATCCTTG

GATGAACTGG
GATGGTCAGG

AGAACGTCAC
TGACTGACCT
CAGGAAACAT
TACTTGGAAT
GACGAAACGC
TCCACGACCC

TCGATGATGA
TTGTCGGG

TGGCTCGATC
CGAACTTGTA
TCAGGGCATA
TTAACCTTGA
ACTTGATCGA
CCATGTATGC

Seqiiéncias, obtidas utilizando-se o primer -40 M13 foward 23mer, dos fragmentos
amplificados de cDNA sintetizado pelo método SMART™ 5’ RACE utilizando como molde
RNA de micelio de P. chrysosporium crescido com suprimento de ferro juntamente com os

primers UPM e GSP2 (Tabela 3):
>15.4 e 15.33

GGAATTCGAT
AGCTCTTGGA
AGCGCATGCT
TATTGCATGC
TTCTCACTGG
TTGCTCTCGC

TACGCCGCTG
GGACGCGTTC
TCGGCTGATC
GCTGCCAGAC
GTTCCAGCAG
AAATACTCGA

>15.6 e 15.12

GGAATTCGAT
GAGATCAATG
TCAAGCATCT
TCGTCTTTGC
GGTTGCCCAT

»1.5:35

GGAATTCGAT
CTGAAAGGAC
AGAAGCCGCA
GACGTGTGAT
AGCCGCGCGA

10437

GGAATTCGAT
AGCTTTTGGA
AGCGCATGCT
TATTGCATGC
TTCTCACTGG
TGCTCTCGCA

TACGCCGCTG
TAACCTTCTC
CCGCCTTGAG
CTTCCCGCTT
TGACGGAGCA

TACGCCGCTG
TGGGCTTCCC
AAGATGACAG
GAGGACGCGG
CGAGGATGAA

TACGCCGCTG
GGACGCGTTC
TTGGCTGATC
GCTGCCAGAC
GTTCCAGCAG
AA

TGGAGACGAC
GGCAGTCTTA
GCACCACTGA
GCAGCAGCCT
GAGCTATATG
GAAGCACCAA

TGGAGACGAC
GGGCTGCATG
TGACCGAAGA
CGCTGCACCC
CTTCTGGAAC

TGGAGACGAA
AACAAGCTCA
CAAATAAGARA
ACAAGGATCA
GCTACTACTT

TGGAGACGAC
GGCAGTCTTG
GCACCACTGA
GCAGCAGCCT
GAGCTATATG

GACACCTCAT
TTCAGCGGAT
CTAGTCTTTA
TTTGGAAACT
CCCTCGTATG
G

CGGTCGGCGA
TACCGGTTCT
TGCTGGTCCT
CTTTGCGCCT
TCCATGACGT

GACCCGGACT
GGACTAGCTG
ATGGTGAGCA
ACTCTCTTAA
TATTATGTGG

GACACCTCAT
TTCAGCGGAT
TTAGTCTTTA
TCTGGAAACT
CCTCGTATGA

GAAGGTGGTC
CGCGGCATCG
GGGTGCACAG
GACGACAGCT
AGCGTCCGCT

GGTCATCGGC
TGAACGCACG
GCTCTTCCGG
CCGTGATGCC
TCTGAGTCAG

CGAAGAGTGT
TTCGCTTCAT
AAGCTAGTGG
GCGCCTACCG
CAAAA

GAAGGTGGTC
CGCGGCATCG
GGGTGCACAG
GACGACAGCT
GCGTCCGCTG

AATGACTGGC
GTGAGGATAT
ATGAACCCAA
CGAGAAGTTA
AGCCTACTGG

AAGCTTGGGT
ACCCAGCTTG
ATCCATCAAT
TTCGCCGTAC
CGTCCCGG

TACCGCAGAG
TCTGCAAGAC
ACCGAGGCAA
TGTCTCATTA

AATGACTGGC
GTGAGGGTAT
ATAAACCCAA
CGAGAAGTTA
GCCTACTGGT

Seqiiéncias, obtidas utilizando-se o primer -40 M13 foward 23mer, dos fragmentos
amplificados na reagdo de PCR nested com os primers NUP e NGSP2 e o produto da primeira
PCR a qual foi realizada usando os primers UPM e GSP2 e cDNA sintetizado pelo método

185



SMART™ 5° RACE para a condi¢do de crescimento de caréncia de ferro(III) no meio de

cultivo (Tabela 4):
>16.17 e 16,26

GATTGTAACG
CGGGTCGCAG
TGCGGCGGCC
GGAGAGGCGG
AGTCGTCCAT

>16.18

AGTGCGGCGC
CTCCTGCTAT
CTTCGACGAC
CCAGAAGCCG
TCGTGTCGCG
TCCTGCTACC

»16.21

GCCGTGGTCA
TGCTGTGCTT
TGCGGCGCTG
CCTGCTATGG
TCGACGACAT

»1.6.24

GATTAAGCAG
TCACTTACTC
CCTACCGCCC
TGCAGGCTCC
CTGCACTCGA

CGTGCGGGCT
GCATCGGCCT
TTGCCGGCAA
TGGAGCAGCT
TGGGCTTGAG

TGAGGCCCAC
GGAGGCCCAG
ATCGAGCCCA
TTCGTCCAGA
CTCAGCAACT
CAGCCCGCAC

AGGAGAAGCG
GGTTCGATGT
AGGCCCACGA
AGGCCCAGGG
CGAGCCCARAC

TGGTAACAAC
TGCCAGTCCT
CTGGTCACCC
CCCTGCGATC
TCCACTTCCT

GCGAGCTCGA
CTTCGTCCCA
AGTCTGCGTC
CGAGCCCGTC
GTGTGTGTGA

GAGTCTATCC
GGAAGTTCGG
ACTTCCACCC
AGCACGGTTG
GCCCGGGTGC

CGCCACCTGC
CCTCGACGAC
GTCTATCCGT
AAGTTCGGCG
TTCCACCCTA

GCAGAGTACG
TCTGCCARATC
ACTCGCTCAC
ACACCCTCGA
GCCCTCGGAC

GGGCGAGAAG
GGAAAACGGC
CGAGGGCAGG
GAGGTGTGAT
GCGAGTGGGT

GTCTCGTGTT
CGGTGGTGGT
TAACATTGGC
CACCCCTGGT
CCCACAGATG

TCCAACGGCG
ATCCAGCAGA
CTCGTGTTCC
GTGGTGGTGC
ACATTGGCCT

CGGGGGTCTT
CTTCCGCCAG
ACACACCTCA
CGGGCTCGAG
GCAGACTTTG

AGGACGGGGT
ACGACCGACG
AAGTGGATCG
CGCAGGGGAG
GACCA

CCACGATGCT
GCTGACGGCT
CTCGACGAGA
GACTTCATCG
AACTTCTTCA

CCACCGTTGG
ACCTGTTCCA
ACGATGCTAT
TGACGGCTCC
CGACGAGATT

TCGCCCCCGC
CACTCCCAGG
AGCCCAATGG
CTGCTCCACC
CCGGCAA

CGTACATGGA
GAGGCTCTGC
AGTCGCAGAC
CCTCGACGGT

ATTGCCATCT
CCATCATGAT
TTATCAACCT
CCTTCGCCGG
CTGGTCGTGC

CGACGCGTCC
AGGAGGCCAG
TGCCATCTCT
ATCATGATCT

TGCCCCTCCT
AGGGTCAGCC
ACGACTACCG
GCCTCTCGCT

Seqiiéncias, obtidas utilizando-se o primer -40 M13 foward 23mer, dos fragmentos
amplificados na reagéo de PCR nested com os primers NUP e NGSP2 e o produto da primeira
PCR a qual foi realizada usando os primers UPM e GSP2 e o cDNA sintetizado pelo método
SMART™™ 5* RACE para a condi¢do de crescimento de suprimento de ferro(IIl) no meio de

cultivo (Tabela 5):

>17.6

AAGCAGTGGT
CCCAGACCAA
CGACTATAAT
GCAGATCTTT

>17.7

AAGCAGTGGT
TTACTCTGCC
CCGCCCCTGG
AGGCTCCCCC
CGACTCGATC

AACAACGCAG
CAACGCCTCA
ATCCAGAAGG
GTCAAGACAC

AACAACGCAG
AGTCCTTCTG
TCACCCACTC
TGCGATCACA
CACTT

AGTACGCGGG
TCTTCGCGGG
AGTCTACTCT
TTACCGG

AGTACGCGGG
CCAATCCTTC
GCTCACACAC
CCCTCGACGG

GGCGAAGATC
CAAGCAGCTC
TCACCTTGTC

GGTCTTTCGC
CGCCAGCACT
ACCTTCAAGC
GCTCGAGCTG

186

CAAGACAAGG
GAGGATGGCC
CTTGGTCTAC

CCCCGCTGCC
CCCAGGAGGG
CCAATGGACG
CTCCACCGCC

AAGGCATTCC
GCACTCTCTC
GTGGAGGCAT

CCTCCTTCAC
TCAGCCCCTA
ACTACCGTGC
TCTCGCTCTG




>17.8 e 17.38

TGTAACGCGT
GTCGCAGGCA
GGCGGCCTTG
GAGGCGGTGG
TCGTCCATTG

>17.39

AAGCAGTGGT
CGTCCTGGAT
GAGCCTGCTC
GTGCATCACC
CGCGTTACAA

>17.40
TGTAACGCGT
CCATTCTTGG

>17.62

AAGCAGTGGT
CTTTCGCCCC
CAGCACTCCC
TCAAGCCCAA

GCGGGCTGCG
TCGGCCTCTT
CCGGCAAAGT
AGCAGCTCGA
GG

AACAACGCAG
CTGCACGCAC
CACATGCTGG
AARACCACCC
A

GCGGGCTGGC
GAATGGGCCT

AACAACGCAG
CGCTGCCCCT
AGGAGGGTCA
TGGACGACTA

AGCTCGAGGG
CGTCCCAGGA
CTGCGTCCGA
GCCCGTCGAG

AGTACGCGGG
GCCTGCGAGC
GCCGAACCGC
TGCGGCTAGC

GGACAAGGCA
GATCCCGCGT

AGTACGCGGG
CCTTCGCTTA
GCCCCTACCG
CCGTGCAGGC

CGAGAAGAGG
ARACGGCACG
GGGCAGGAAG
GTGTGATCGC

CTCTCCGACG
GGTTCAGGTA
CTGGTGCCTT
TCAAGCAGGG

CGGCTGGAAT
ACTCTGCGTT

AAGCAGTGGT
CTCTGCCAGT
CCCCTGGTCA
TCCCCCTGCG

187

ACGGGGTCGT
ACCGACGGAG
TGGATCGAGT
AGGGGGAGCC

ACGCTGGGCA
CGCCCGCGCC
CGACTCCCCA
ATGCCCCTCA

TGTCGGCTGA
GTTACCACTG

AACAACGCAG
CCTTCTGCCA
CCCACTCGCT
ATCACACCC

ACATGGACGG
GCTCTGCTGC
CGCAGAGCGA
TGCACGGTAG

GGCGGCCTCG
TCAGCACTAC
GTCTGGACAC
GCAGCCCGCA

GACGATGAAG
CTTA

AGTACGCGGG
ATCCTTCCGC
CACACACACC



