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Proteinas reguladas por ferro em fungos ligninoliticos

mM — Milimolar

mL -~ Mililitro

kDa -~ Kilodalton

rpm ~ Rotagdes por minutos

SDS-PAGE — do inglés Sodium Dodecyl Sulphate- Polyacrylamide Gel Electrophoresis.
MEA - do inglés Malt-Extract-Agar

ME - do inglés Malt-Extract

u M- Micromolar

mg — Miligramas

CAS — Cromo azurol- S

Tris- Tris (hidroximetil) - Aminometano

PBS - do inglés Phosphate- Buffered Saline
PMSF - do inglés Phenyimethylsulfonyl Fluoride
2-DE — 2- Dimension Electrophoresis

[-D — Primeira dimensdo

EDTA ~ do inglés Ethylenediaminetetracetic Acid
M - Molar

MW — do inglés Molecular Weigh

LiPs — Lignina peroxidase.

OMP- do inglés Quter Membrane Protein

PI- Ponto isoelétrico

HDTMA —~ Hexadeciltrimetil- aménio

C — Graus Celsius

jtg — Micrograma
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Proteinas reguladas por ferro e fungos ligninoliticos

Low molecular mass compounds (LMMC) with high affinity constant for iron I
(siderophore), are synthesized and secreted by bacteria and fungi wunder iron restriction
conditions to scavenge the ion from the environment. Their biosynthesis is ironregulated and
they form stable iron-siderophore complexes which are transported back into the cell via
specific membrane receptor proteins located on the cell envelope. Although there are several
studies on siderophore biochemistry, biosynthesis and capture by fungi, the progress toward the
molecular biology of these processes is very recent and limited when compared to bacterial
siderophore systems. In contrast to bacteria, the study with filamentous fungi is more difficult
because fungal cytoplasmic membranes and bacterial cytoplasmic membranes are 1ot alike.
There are evidences that LMMC, like siderophores, synthesized by fungi are involved as
mediators in the ligninolytic processes. They have been postulated as responsible for the
increase in the pore size of wood cell walls, which would permit the penetration of oxydative
enzymes in the wood matrix. Therefore, the objective of this study was to identify iron-
responsive proteins probably invelved either in the biosynthesis of iron chelants responsible for
the iron uptake or in the iron-complex transport in the ligninolytic fungi Phanerochaete
chrysosporium and Lentinula edodes. Through the analysis of SDS-PAGE and 2-DE of total
protein, of plasma membrane and of outer membrane protein silver-stained profiles obtained
from the mycelia grown for 11 days in each following of the differential conditions: iron-
sufficient (90 uM FeCls) and iron-deficient cultivated in liquid (ME) and in solid (MEA)
media. The universal chrome azurol S (CAS) assay was used for siderophore detection. A
positive reaction was observed in each fungal species only in the iron-deficient agar plate
cultures. Protein analysis in silver-stained SDS-PAGE showed differential expression of
proteins in the total and in the outer membrane protein profiles. Six and thiteenn cellular
proteins induced by iron restriction have been observed in SDS-PAGE for P. chrysosporium
and L. edodes, respectively. In 2-DE, the numbers of induced proteins were 12 and 8,
respectively, in ranges of 15-60 kDa and pl 4.5-8.1. SDS-PAGE for the plasma membrane
proteins did not show differences, whereas the outer-membrane protein profiles showed 6 and 4
proteins induced by iron depletion in P. chrysosporium and L. edodes, respectively. The results
presented here are important data to unravel mechanisms of biosynthesis and/or ransport of the
iron-complexing agents in ligninolytic fungi and to further correlate them to the ligninolytic

processes.
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Compostos de baixa massa molecular com alta afinidade para ferro sider6foros) sdo
sintetizados por bactérias e fungos em situagio de caréncia deste metal. No meio extracelular,
acoplam-se ao ferro formando complexos ferro-sideréforo. A captagdo e o transporte destes
compostos sdo realizados por receptores especificos Jocalizados na membrana celular. Apesar
de se ter registro de estudos j4 h4 vérias décadas sobre a bioquimica, biossintese € captacao de
sider6foros em fungos, os progressos no campo da biologia molecular desses processos sao
muito recentes e limitados em relago aos intimeros trabalhos que tém sido publicados sobre os
mecanismos moleculares da produgdo de sideréforos em bactérias. Além disso, 2 caracterizacao
de proteinas de membrana cuja expressio seja regulada por ferro em fungos filamentosos tem
sido mais dificil, ao contrédrio do que acontece em bactérias. Uma das principais razdes € que as
membranas citoplasmaticas de fungos nio sdo equivalentes as de bactérias.

Atualmente, as evidéncias de que compostos de baixa massa molecular produzidos por
fungos lignino-celuloliticos estejam envolvidos no processo de biodegradagio da madeira vém
sendo mais contundentes, principalmente daqueles com caracteristicas quelantes de metais.
Estes compostos de baixa massa molecular, por exemplo, sideréforos, participariam no
processo inicial da degradaciio de lignina, j4 que o pequeno tamanho dos poros da madeira
limitariam a ac@io das enzimas ligninolitas e celuloliticas, portanto acredita-se que estas nio
seriam capazes de iniciar a decomposigfio da madeira, e haveria a necessidade de moléculas
menores para desencadear o processo.

Dada a crescente atencdo que os quelantes de ferro produzidos por fungos lignino-
celuloliticos vém recebendo, este trabalho busca dar sua contribuig@io na caracterizag@o
genética de duas espécies de fungos degradadores de madeira, Phanerochaete chrysosporium ¢
Lentinula edodes, quanto A produgio de protefnas induzidas em resposta a concentragao de
ferro no meio. Estas espécies foram crescidas em auséncia e em presenca de ferro (90 pM
FeCl;) por 11 dias, tanto em meio extrato de malte liquido como em meio sélido extrato de
malte — agar. Para se verificar a producdo de siderdforos durante o cultivo, foram realizados
testes utilizando o reagente Cromo Azurol S (CAS). ReagGes positivas para CAS foram
observadas em ambas espécies de fungos crescidos em meio sélido em auséncia de ferro,
porém o método nio se mostrou adequado para o meio liquido. A partir dos micélios coletados

ap6s 11 dias de cultivo, foram obtidos os extratos protéicos total, de memnbrana plasmdtica e de
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membrana externa para serem analisados em géis SDS-PAGE e 2-DE. Os resultados em géis
SDS-PAGE de proteinas totais, mostraram 6 e 13 proteinas induzidas ou com a expressio
aumentada na auséncia de ferro em Phanerochaete chrysosporium e em Lentinula edodes,
respectivamente. Além disso, foram observadas 3 protefnas induzidas ou com a exXpressao
aumentada em condicbes de presenca de fons férricos para as duas espécies. Jd os resultados
obtidos a partir de géis SDS-PAGE de protefnas membrana plasmatica extraides de mmicelios
crescidos em auséncia e presenga de ferro, ndo mostraram nenhum polipeptideo com expressio
diferencial. Por outro lado, a anélise dos extratos de protefnas de membrana externa mostraram
a inducdio de bandas protéicas em ambas condigles de cultivo para as duas espécies. Seis
protefnas (M, = 20, 30, 38, 55, 58, 65) mostram intensidade aumentada em auséncia de ferro no
gel SDS-PAGE, enguanto que somente uma proteina com intensidade aumentada foi observada
em presenca de ferro (M, 50), para P. chrysosporium. Para o fungo L. edodes, os nimeros de
proteinas diferenciais em auséncia e em presenca de ferro foram 4 (M, = 38,42, &, 55)Ye 2 (M,
= 34, 39), respectivamente.

Os padrdes de proteinas totais de micélios crescidos na auséncia de ferro, obtidos em
géis 2-DE, mostraram 17 e 10 proteinas induzidas ou com intensidades aumentadas para P.
chrysosporium e L. edodes, respectivamente, numa faixa de resolucdo de 15-60kDa e pl 4,5-
8,1. Os géis com micélios crescidos na presenga de ferro também apresentaram  proteinas
induzidas ou com intensidades aumentadas nas duas espécies.

Os resultados aqui apresentados contribuem para a identificac@o de proeinas que sao
ferro-sensiveis em fungos ligninoliticos, as quais indicam que varios mecanismos celulares

estio envolvidos na resposta ao metal.
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O ferro, é um dos micronutrientes inorginicos mais importantes e necessarios para a
vida pois participa nas mais diversas fungbes bioldgicas, como por exemplo no ransporte de
oxigénio, fixacio de nitrogénio e nas reacdes de fotossintese (Crichton & Ward, 1992). Apesar
de ser abundante na natureza na forma Fe™, esta ¢ altamente insoldvel em pHs fisioldgicos,
resultando em uma concentracio de ions férricos dissolvidos relativamente baixa, insuficiente
para manter o metabolismo celular de muitos microrganismos (Hartwig & Loepper, 1993).
Consequentemente, estes desenvolveram mecanismos eficientes de captagéo de ferro do meio,
sintetizando compostos de baixa massa molecular especificos para quelar o fon Fe*,
denominados sideréforos (Weinberg, 1978; Messenger & Barclay, 1983 Bullen, 1981;
Winkelmann, 1992).

A biossintese de sideréforos e sua regulacio tém sido estudadas em virias espécies de
bactérias e fungos, porém € na bactéria entérica Escherichia coli que se tem uma quantidade
maior de informagdes a esse. respeito. Este microrganismo sintetiza a aerobactina (Williams,
1979), um sideréforo do tipo hidroxamato, e a enterobactina (Greenwood & Luke, 1 9R0), um
sideréforo do tipo catecolato. A biossintese destes sideréforos é dada por um conjunto de genes
codificados em um operon constituido por trés regides denominadas respectivarnente de
reguladora, de biossintese e de transporte, a partir de umn plasmidio no caso da acrobactina ou,
do DNA gendmico, no caso da enterobactina (Bagg & Neilands, 1987 b; Nahlikeral., 1987). A
expressao dos genes para a produgdo dos sideréforos em E. coli € regulada pela proteina FUR
(“ferric uptake regulation”) a qual atua como repressora transcricional da sintese quando se liga
ao Fe** (Bagg & Neilands, 1987 a, b). Quando a concentragio do ferro celular diminui para
niveis criticos, a repressdo € cancelada e a sintese do sistema de captac&o do ferro € liberada.
Paralelamente 4 sintese de sideréforos, sio sintetizadas proteinas de membranas envolvidas na
captagido do complexo ferro-sideréforo formado no meio extracelular (Braun & Hantke 1991).
Acredita-se que este sistema de regula¢do e de transporte seja semelhante em outras espécies e
géneros de microrganismos. Em fungos, pouco se sabe sobre a sintese e a regulacgdo de
sider6foros. No fungo fitopatogénico filamentoso Ustilago maydis, agente causador de
manchas no milho, foram identificados trés genes denominados sidl, sid2 e urbs] ennvolvidos
na biossintese dos sideréforos ferricromo e ferricromo A (Mei et al., 1993; An 1997 a, b;
Leong & Winkelmann, 1998, Heymann ef al, 2000 a). Por outro lado, na levedura

Saccharomyces cerevisiae, embora nio sintetize siderdforos, existem mecanismos de captacdo
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para complexos ferro-sideréforos na membrana cel}llar (De Silva et al., 1997). Recentemente,
vérios genes envolvidos na captagdo de complexos ferro-sideréforos heterdlogos foram
isolados e caracterizados em S. cerevisiae. Por exemplo, os genes SI7] ¢ TAF] codificam,
respectivamente, os transportadores dos hidroxamatos ferroxaminas e triacetil-fusarinina férrica
C (Heymann et al, 1999; Lesuisse er al., 1998). Outros trés genes codificando proteinas
pertencentes i classe principal de transportadores envolvidas na captagdo de siderdforos
também do tipo hidroxamato produzidos por fungos filamentosos foram isolados em levedura,
sdo eles 0 ARNI e 0 ARN3 que promovem a internalizacéio de sider6foros do tipo ferricromo e,
0 ARN2, de fusarininas (Heymann e al., 2000 b; Yun et al., 2000 b). No entanto, foi também
identificado em levedura, um gene, o ENB I, que codifica um receptor para enterobactina, um
sideréforo do tipo catecolato (Heymann ez al., 2000 a).

A teoria de que compostos de baixa massa molecular produzidos por fungos estejam
envolvidos na degradagio de madeira vem ganhando espago, principalmente aqueles com
caracteristicas quelantes de metais e, especialmente os de ferro (Jellison et al, 1990, 1991,
Enoki et al., 1990, 1997; Tanaka er al., 1996; Durdn & Machuca, 1996; Goodell ez al., 1997;
Rodriguez er al., 1997). Estudos nesta drea ainda estdo sendo realizados, pois ndo existem
resultados contundentes que expliquem a participacdo direta dos sideréforos na
biodecomposicio da madeira, sabe-se porém que estes compostos de baixa massa molecular
sdo sintetizados por fungos degradadores de madeira (Milagres ef al., 1999; Machuca er al.,
1999) e podem efetivamente participar do processo de degradacio uma vez que estudos com
compostos modelos de hidroxamatos e catecolatos comprovaram a aglo oxidativa de
sideréforos sobre a lignina e clorolignina (Parra e al., 1998 a, b). PropOe-se que agentes nio
enzimdticos de baixa massa molecular, onde se incluem os sideréforos, participem no inicio do
processo de modificacio de lignina, pois se acredita que ¢ tamanho do poro da parede celular
vegetal seja pequeno demais para que as enzimas lignoceluloliticas possam penetrar na parede
durante o processo inicial da biodegradacio (Carpita et al, 1979; Tepfer & Taylor, 1981,
Flournoy er al., 1991). Virios estudos contribuem para a elucidagdo das vias hgninoliticas
através de enzimas, e a proposta de que compostos de baixa massa molecular como os do tipo
sider6foros possam atuar como agentes ligninoliticos € recente (Goodell ez al., 1997; Rodriguez
et al., 1997; Machuca er al., 1999). Nesse sentido, a contribuigio deste trabalho ¢ dar inicio a

um melhor conhecimento as vias biossintéticas, e de transporte de compostos seqiiestradores de
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ferro produzidos por fungos que degradam madeira, obtendo padrdes de proteinas estruturais

induzidas em resposta & presenca ou & auséncia de ferro no meio de crescimento.
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Siderdoforos

Os sideréforos sdo definidos como moléculas quelantes de baixo peso rnolecular
especificas para o fon férrico. Sao geralmente sintetizados por bactérias e fungos quando se
encontram em meios onde h4 baixa concentragéio deste elemento, inclusive em meio de cultura
em laboratério (Winkelmann, 1992, Neilands, 1993). Quimicamente, podem ser classificados
em hidroxamatos, produzidos por fungos e bactérias e, fenolatos, que sio encontrados
principalmente em bactérias. No grupo dos hidroxamatos o ferricrormno € o sider6foro mais
tipico, j4 dos fenolatos a enterobactina € o principal representante (Neilands, 1993).

As pesquisas nessa drea comecaram hd cerca de cinco décadas, mas o interesse por
esses compostos se intensificou com a constatagio de que a maioria dos microorganismos
aerébicos e anaerdbicos facultativos, incluindo bactérias e fungos, sintetizam pelo menos um
tipo de sideréforo (Ecker et al., 1982; Emery, 1980 a, b). No caso de fungos em geral, 0s
sideréforos foram encontrados e caracterizados em muitos fungos filamentosos (Winkelmann,
1974; Ernst & Winkelmann, 1974; Konetschny-Rapp et al., 1988; Huschka et 4, 1986; Jalal et
al., 1984; Berner et al., 1991).

O primeiro sideréforo a ser descrito em fungos, foi o ferricromo, isolado de Ustilago
sphaerogena que pertence ao tipo hidroxamato (Neilands, 1952). O bloco construtivo dos
siderdforos hidroxamatos de fungos é a Né-hidroxiornitina, porém os residuos Né-acilas podem
variar dentro das diferentes classes de sideréforos. Distingue-se 4 classes principais: 08
ferricromos, as fusarininas, os coprogenes e os 4cidos rodoturflicos, as vezes considerados uma
sub-classe dos coprogenes (Winkelmann, 1992).

Os ferricromos apresentam vdrios derivados estruturais tais como, ferricrocina,
ferricrisina, ferricromo C, ferrirubina, ferrirodina, ferricromo A e triacetilfusarina que foram
detectados em muitos fungos Basidiomicetos € Ascomicetos (Anke er al., 1991, Heyrnann er
al.,1999). A comparacio entre Ascomicetos e Basidiomicetos, mostrou a diversidade das
variagdes estruturais do protétipo da molécuia do ferricromo. Estas variag¢oes sio devidas a que
o ciclo formado por -Om-Om-Om-Gly-Gly-Gly da molécula pode ser alterado originando
outros tipos de sideréforos hexapeptidicos ciclicos. As variacdes dos aminodcidos na cadeia e

das ligacOes dos residuos N-acil tém um papel importante no reconhecimento da molécula de
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ferricromo pela membrana, como também no transporte do sider6foro através dela (I.eong &
Winkelmenn, 1998).

Embora os sideréforos tivessem sido descobertos como agentes transportacdtores de
ferro, hd evidéncias de que eles possam ter outras fungBes. Em Newrospora crassa,
identificaram-se dois sideréforos, a ferricrocina que atua como fator de germinacio em
conidias e o coprogene que é excretado para o meio com fins de capturar ferro (Horowitz er al.
1976). J4 nos Basidiomicetos Rhodotorula minuta e Ustilago sphaerogena detectaram-se
sideréforos funcionando como compostos para armazenamento de ferro (Matzanke er al., 1988;
1990).

Considerava-se que os sideréforos produzidos por fungos erarm unicamente do tipo
hidroxamato porém sideréforos do tipo fenolatos foram encontrados em fungos que promovem
degradaciio de madeira (Jellison ef al., 1991 a, b; Godell er al., 1997, Paszczynski ef al., 1999)
quando crescidos em meio contendo sais bdsicos e concentragio reduzida ferro. Com a
caracterizacio dos fenolatos produzidos pelos fungos degradadores de mmadeira entende-se que

estes em geral podem produzir hidroxamatos e fenolatos como sideréforos.
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As espécies Phanerochaete chrysosporium e Lentinula edodes

Phanerochaete chrysosporium e Lentinula edodes sdo fungos filamentosos que
pertencem 3 classe Basidiomycotina. P. chrysosporium € amplamente conhecido como sendo
um fungo de degradagdo branca (white-rot), esta denominagdo € dada devido & capacidade do
fungo em degradar e metabolizar polimeros de lignina, assim como recalcitrar organopoluentes
(Ander & Eriksson, 1977; Blanchete, 1991; Zacchi et al., 2000). A descoberta da enzima
lignina peroxidase em P. chrysosporium (Glend et al., 1983, Tien & Kirk, 1983), incentivou os
estudos dos sistemas ligninoliticos em outros fungos de degradagio branca como Lentinula (=
Lentinula) edodes. Pesquisas envolvendo este tipo de sistemas, permitiu a descoberta da alta
homologia dos amino 4cidos da seqiiéncia N-terminal da enzima manganés-peroxidase (MnP1)
deste fungo com a lignina peroxidase e manganés peroxidase de P. chrysosporium (Forrester et
al., 1990), isto despertou interesse para o estudo dos processos de bioconversio da madeira
utilizando L. edodes nos dltimos anos (Zhao & Kwan, 1999). L. edodes também € conhecido
pelo alto valor comercial no hemisfério oriental por produzir o cogumelo comestivel shiitake
(D’Souza et al., 1996; Chang & Buswell, 1996).

Os Basidiomicetos de degradagdo branca, degradam lignina de forma mais extensiva e
mais rdpida que outros grupos de organismos conhecidos. Em comtraposigio a outros
microrganismos, estes fungos sdo capazes de degradar completamente a 1ignina para diéxido de
carbono e 4gua. Estas espécies de fungos encontram-se amplamente distribuidas nas diversas

regides, e tem principal ocorréncia em climas tropicais e temperados (Cullen, 1997).

Siderdforos e a degradacéo de madeira
Na natureza, a degradacio da madeira é um processo bastante lento e complicado,
possivelmente devido 4 estrutura e ao arranjo do seus componentes: celulose, hemicelulose e
lignina. Acredita-se que compostos de baixa massa molecular do tipo sideréforos sejam
produzidos por fungos que degradam madeira em condigdes naturais visto a baixa
disponibilidade de fons férricos na madeira (Jellison et al., 1990). Esses participariam na
degradac@o de lignina, j4 que o tamanho dos poros da madeira sdo relativamente pequenos, o

que impede a acdo direta das enzimas ligninoliticas e celuloliticas envolvidas no processo de
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degradacdio, portanto se acredita que estas ndo poderiam dar infcio a0 processo degradativo, e
haveria a necessidade de moléculas menores para promoverem a abertura dos poros (Carpita ef
al., 1979; Tepfer e Taylor, 1981; Flournoy et al., 1991; Fekete et al., 1989; Jellison ez al., 1991
a, b).

A lignina & um biopolimero aromético complexo abundante e essencial que confere
rigidez & madeira, portanto extremamente resistente i degradagdo pela maioria dos
microorganismos. Porém uma estreita gama de organismos mostram-se eficientes na sua
degradacio, dentre estes os fungos Basidiomicetos s3o os que estdo melhor caracterizados
(Crawford, 1981: Enoki er al., 1989; Tanaka er al., 1996). Um desses fungos, Pharzerochaete
chrysosporium tem sido usado amplamente nos estudos de biodegradagido de lignina. Em
contraste aos outros fungos e bactérias, os fungos de degradacdo branca como P.
chrysosporium sdo capazes de degradar completamente a lignina a CO, e 4gua numa
intensidade e velocidade muito maior que qualquer outro grupo de organismos (Kitk & Farrell,
1987; Rodriguez & Durdn, 1988, Tuor ef al., 1995).

A degradacdo microbiana de lignina exerce um papel essencial na ciclagem do carbono
e a funcdo dos microorganismos, que sfio em sua maioria os fungos (Basidiomicetos) superiores
que habitam a madeira e o solo, é fundamental para as biotecnologias emergentes tal como a
polpagem biomecénica, o branqueamento enzimdtico de polpas ¢ a degradagio de poluentes
orgénicos (Tien & Kirk, 1983; Glenn et al., 1983; Cullen, 1997; Durdn & Esposito, 1997).

Porém, a lignindlise coloca um problema mecanistico para a ac@o fingica porque a
lignina, que é um polimero heterogéneo e amorfo, ndo é susceptivel aos mecanismos
hidroliticos normais (Hammel er al., 1993). Pensou-se que os mecanisrnos bisicos estivessem
esclarecidos com a descoberta das ligninas peroxidases (LiPs) que tinham a propriedade de
quebrar ligagGes Carbono-Carbono nos compostos modelo de lignina (Tien & Kirk, 1983,
1984; Glen er al., 1983; Renganathan et al., 1985). Porém, muitos esforgos foram, ¢ ainda sfo
dirigidos para a elucida¢do dos mecanismos pelos quais as ligninases atuam na biode gradagao.
Esses mecanismos despertam ¢ interesse de pesquisadores por serem de grande significado
ecoldgico e porque ao lado da celulose, a lignina € o polimero renovdvel mais abundante sobre
a Terra e a madeira um dos recursos naturais de grande importincia econdmica.

Dada a complexidade e heterogeneidade da molécula de lignina, desde os primeiros

trabalhos que estudaram sua degradac@o por microorganismos se propds que deva existir um
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mecanismo extracelular oxidativo e relativamente inespecifico (Paszczynski er al. 1988;
Daniel, 1994). Na verdade, apesar dos muitos trabalhos para se entender os mecanismos de
reacio das LiPs (ligninas peroxidase), hd poucas evidéncias de que elas possam realmente
quebrar a lignina polimérica por agfio direta (Haemmerli er al, 1986; Odier et al., 1988;
Sarkanen ef al., 1991). Uma das questdes que se levantou contra a ag@o direta de ernzimas foi
quanto ao tamanho dos poros da madeira que nfo permitiria a difusdo das LiPs (Carpita et al.,
1979; Tepfer & Taylor, 1981; Flournoy et al., 1991). Somado a isso, 0 fato de outras enzimas
apresentarem atividade degradativa frente 3 lignina, entre outras as manganés peroxidases
(MnPs), sugere que a biodegradagio da matriz lignoceluldsica da madeira ndo seja urm processo
simples envolvendo atividades enzimaticas dnicas, reforcando a tese de que esse processo deva
ser resultado de uma acdo conjunta entre enzimas e compostos de baixa massa molecular
(Paszczynski et al. 1988; Daniel, 1994, Machuca, 1999), principalmente aqueles com
capacidade de quelar metais (Enoki ef al., 1989; Hirano et al., 1995; Goodell et czl., 1997).
Dentre os vérios compostos desse tipo, foi proposto que os siderdforos exer¢am algum papel na
biodegradagdo de lignina (Paszczynski et al. 1999; Jellison ef al., 1990, 1991 a; Rodriguez et
al., 1997).

Os trabalhos recentes permitemn supor que agentes quelantes de baixo peso molecular,
notadamente os sideréforos, exercam papel importante na biodegradac&o da lignina uma vez
que os estudos com compostos modelos de hidroxamatos e catecolatos comprovaram a agio
oxidativa de sideréforos sobre a lignina e clorolignina (Parra ef al.,, 1998 a, b, Machuca et al,
1999). Isso faz com que estudos mais minuciosos referentes ac isolamento e caracterizagio dos
genes e das proteinas participantes tanto na regulacio como na biossintese dos compostos
envolvidos na producio e transporte de sideréforos neste tipo de fungos sejam bisicos para se
tentar entender o envolvimento dos compostos de baixa massa nos mecanismos de

biodegradacio da lignina.

Biossintese e regulacio de siderdéforos

A biossintese de sideréforos e sua regulacio tém sido intensamente estudadas na
bactéria entérica Escherichia coli que sintetiza os sider6foros aerobactina e enterobactina cujas

biossinteses sdo dadas por um conjunto de genes codificados em um operon, fomado pelas
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regides reguladoras, de biossintese e de transporte (Bagg & Neilands, 1987; Nahlik ez al., 1987;
Williams, 1979; Greenwood & Luke, 1980).

O transporte de ferro mediado por quelantes em bactérias e fungos regulado pela
disponibilidade do fon foi sugerida pela primeira vez em 1956 (Garibaldi & Neilands 1956
apud Bagg & Neilands, 1987 a, b); em seguida, sugeriu-se que deveria existir uma proteina
repressora a qual inibiria a expressdo de “clusters” génicos requeridos para a biossintese de
sideréforos quando as concentragdes intracelulares do elemento fossem altas. As primeiras
indicacdes da viabilidade dessa hipétese ndo chegaram sendo em 1978 quando Ernst er al
(1978) isolaram fortuitamente um mutante fur (“ferric uptake regulation”) de Salmonella
typhimurium que expressava constitutivamente uma proteina de membrana normalmente
regulada por ferro. Algum tempo mais tarde o gene fur foi clonado e constatou-se que codifica
uma protefna de 17 kDa que foi denominada Fur (Saito et al., 1991 b). Esta proieina € rica em
histidina e apresenta uma regifo que estd envolvida na ligac@o do fon ferroso, um correpressor
(Saito et al., 1991 a, b) que quando ligado, converte-a em repressora transcricional formando
um dimero metal-proteico.

Em E. coli a regido de ligacio ao DNA da protefna Fur acoplada ao ferro foi
identificada e corresponde a 19 nucleotideos cuja seqiifncia € 5 -
GATAATGATAATCATTATC-3' (Neilands, 1993). Essa seqiiéncia tem sido encontrada na
regifio promotora de todos os genes que sdo negativamente regulados por ferro, inclusive em
outras espécies e géneros de microrganismos (Serino et al., 1995; Rombel & Lamont, 1992;
Marugg et al., 1988). As seqiiéncias deduzidas das proteinas apresentam uma similaridade
bastante significativa com as enzimas que participam da biossintese da maioria dos siderdforos
conhecidos, indicando uma conservacdo de seqiiéncias e de fungOes entre essas  enzimas
embora as estruturas dos sideréforos variem consideravelmente entre OS OI'ganismos.

Poucos estudos relacionados 2 biossintese e transporte de sider&foros em fungos foram
conduzidos até o momento. Em Ustilago maydis, trés genes denominados sidl, sid2 e urbsl
envolvidos na biossintese dos sider6foros ferricromo e ferricromo A, tém sido estudados e
caracterizados (Leong & Winkelmann, 1998; An et al., 1997 a, b). O sid 1 codifica uma enzima,
a L-ornitina N’-oxigenase, envolvida na hidroxilagio de um commposte precursor dos
sider6foros, o gene sid? possivelmente tenha a fun¢fio de sintese do anel peptidico do

sider6foro, e o gene urbsl (“U. maydis regulator of biosynthesis of siderophores™) que é
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regulado por ferro, codifica um fator de transcri¢io da familia GATA que regula negativamente
a expressio do gene sidl (Heymann er al, 2000 a). Genes homologos a0 gene Urbsl,
codificando fatores de transcricio da familia GATA, foram isolados em diversos fungos
filamentosos. Os genes SRE (“siderophore regulator element”), SREP ¢ SREA foram
caracterizados respectivamente em Neurospora crassa (Zhou et al., 1998), Pernicillium
chrysogenum (Haas et al., 1997) e Aspergillus nidulans'(Haas et al., 1999). No entanto, a
expressdo da proteina SRE codificada pelo gene SRE € constitutiva, 0 que indica que uurm evento
pés-traducional deve modular a atividade destes fatores transcricionais para biossintese de
sideréforos (Zhou et al., 1998).

O mecanismo real da regulacio da biossintese de siderdforos em fungos em geral estd
ainda sob investigac@io. Apesar de se ter registro de estudos sobre a bioquimica de biossintese ¢
captaciio de siderdéforos nestes microorganismos jd hd algum tempo, progressos na biologia
molecular sdo muito recentes e limitados quando comparados com os trabalhos que tem sido

reportados sobre os sistemnas sideréforos em bactérias (Leong & Winkelmann, 1998).

Transporte de ferro através da Membrana Citoplasmatica

Existem vérios meios de aquisi¢io de ferro em fungos, um deles € que, em situacio de
baixa concentracdo de ferro extracelular, o sideréforo é utilizado para o transporte do metal.
Em condigdes de alta concentragfo, o transporte em Saccharomyces cerevisiae, por exemplo, é
feito ou por outros quelantes de Fe’*, que ndo sideréforos, ou por transportadores de Fe?*, apés
a reduclo por enzimas ligadas 4 membrana, e nesta situacdo também hi o transporte de
magnésio e cdlcio. A acidificacdo do meio e a deposicio do ferro na parede celular com
subsequente mobilizacdo de hidroxi-dcidos é um outro mecanismo de captagio de ferro neste
microorganismo (Howard, 1999).

O transporte de Fe** ¢ diferente ao do Fe®*, no primeiro hd necessidade da hidrélise de
ATP e pode ser feito pelo sistema de transporte para Mg”™ (Braun & Killmann, 1999). Para o
transporte de Fe'* & requerido algum tipo de quelante. No caso de baixa disponibilidade de
Fe™*, quelantes altamente especificos como os sideréforos sdo necessarios para captar o ion do
meio externo e o levar para dentro da célula. Paralelamente a sintese de sideréforos pelos

microrganismos, so sintetizadas proteinas de membranas envolvidas na captacio do complexo

ferro-sideréforo formado no meio extracelular. Segundo a revisdo de Braun & Hantke (1991), 0
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transporte deste complexo para dentro da célula segue os seguintes passos: 1) 0 complexo
ferro-sideréforo liga-se A membrana externa da célula via receptores especficos, 2) o ferro-
sideroforo é transferido da membrana externa para uma protefna carregadora no periplasma, 3)
liberacdio do ferro-sideréforo da proteina carregadora para a membrana citoplasmatica, 4)
liberacio do complexo ferro-sideréforo para dentro da célula, onde o ferro € descomplexado
provavelmente por um mecanismo redutivo (Crichton & Ward, 1992).

Embora haja receptores especificos para o transporte de sideréforos sintetizados pelos
microrganismos, ha a possibilidade de que estes tenham receptores para siderdforos produzidos
por outras espécies, € o caso de E. coli cujos sideréforos s3o a aerobactina ¢ a enterobactina,
porém utiliza avidamente o ferricromo, que é produzido por fungos, para captagdo do ferro. O
receptor especifico para este sideréforo nesta bactéria é uma proteina denominada FhuA,
localizada na membrana externa, ¢ o transporte do ferricromo através do periplasma até a
membrana citoplasmadtica é feita pela proteina FhuD. O complexo ferricromo-Fhuld € levado
até o receptor na membrana citoplasmatica FhuB que transporta o siderdforo at€ o citoplasma
onde o receptor FhuC se liga ao ferricromo para a liberagdo do ferro. Trés proteinas, TonB,
ExbB e ExbD que interagem diretamente com os receptores estdo envolvidas na transferéncia
de energia a partir da membrana citoplasmdtica até a membrana externa, porém ndo €
conhecido como ¢ realizada essa transferéncia (Postle, 1990 a, b; Braun & Killmann, 1999 ).

Ao contrdrio de bactérias, a caracterizacio de proteinas de mernbrana cuja expressio
seja regulada por ferro em fungos filamentosos tem sido mais dificil (Ernst & Winkelmann,
1977). Uma das razdes apresentadas € que as membranas citoplasmaticas de fungos ndo séo
equivalentes as de bactérias, entretanto deve-se considerar também a possibilidade de que as
proteinas de membranas de fungos envolvidas no transporte de sider&foros sejam expressas
constitutivamente apds a germinagio (Huschka & Winkelmann, 1989).

Nos gltimos anos tém sido feitos estudos relacionados a captagdo de ferro na levedura
Saccharomyces cerevisiae, com o intuito de entender melhor os mecanismos relacionados a
este processo (Andrews et al., 1999). Neste fungo, a captacio de ferro € mediada por dois tipos
de sisternas de transporte: o sistema de baixa afinidade, que € responsavel pela acumulacio de
ferro em meios de alta concentragdo do metal, e o sistema de alta afinidade, que € induzido
quando concentracio do metal diminui (Askwith & Kaplan, 1997, Andrews et al., 1999). Sabe-

se que S. cerevisige ndo sintetiza sidertforos, porém este fungo apresenta receptores para
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sideréforos sintetizados por outros microrganismos. Recentemente, foram identificaclos genes
relacionados ao transporte de sideréforos do tipo ferricromo e fusarininas em leveduras, os
genes que codificam as protefnas para transporte de ferricromo sio ARNI e ARN, ja para as
fusarininas o principal facilitador para o transporte ¢ 0 ARN2 (Yun et al., 2000b).

Em Saccharomyces cerevisiae o transporte de ferro ¢ estreitamenete relacionado ao
transporte de cobre. Tanto para o transporte do ferro como do cobre no sistema alta afinidade,
duas metal-redutases estdo envolvidas, a Frelp e Fre2p, porém estas proteinas sio reguladas de
forma distinta, o gene FRE! é regulado tanto pela falta de ferro como pela de cobre, ja o gene
FRE?2 é unicamente regulado pela falta de ferro. Ambos genes tém como fator de regulagéo
transcricional o Aftl (Radiski & Kaplan, 1999). No sistema de alta afinidade também s&o
sintetizados complexos permease-oxidases, codificados pelos genes FZTRI e FET3, o primeiro
codifica para uma permease enquanto que o segundo codifica uma enzima que catalisa a
oxidacdo do Fe'™. Genes homdlogos a FTRI e FET3 foram identificados em
Schizosaccharomyces pombe a fiol® (ferriferro oxidase) e fipl * (ferriferro permease) (Radiski
& Kaplan, 1999). O passo inicial da captagfio de ferro em leveduras € a redugéo do Fe (III) para
Fe (I) por FREI, o Fe (Il) serve como subsirato para Fet3 que reoxida para Fe (II) para ser
transportada para o interior da célula via Ftrl (Hassett er al., 1998).

No sistema de baixa afinidade foi identificado o gene FET4 que codifica a proteina
FET4 que realiza o transporte de ferro utilizando o fon ferroso de forma similar que FTRI e
FET3, essa protefna nio apresenta homologia com as proteinas conhecidas para este tipo de
transporte (Dix et al., 1997).

Estudos envolvendo transporte de ferro via sideréforo ou ndo, ainda sio insipientes em
fungos, contudo mos dltimos anos tem-se dado énfase nesta drea com a identificaco de
receptores para sideréforos e outras proteinas de transporte para ferro em Saccharomyces

cerevisiae (Heymann er al., 2000 a, b; Andrews et al., 1999).
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OBJETIVOS GERAIS
» Verificar a producio de sideréforos dentro do periodo de cultivo de 11 dias em duas
espécies de fungos que degradam madeira: P. chrysosporium € L. edodes.

» Estudar o padrio de proteinas reguladas por ferro que podem estar envolvidas nas vias

biossintéticas e de transporte de sideréforos em fungos que degradam madeira.
OBJETIVOS ESPECIFICOS:
e Identificacio da produgdo de sideréforos pelo corante CAS (cromo azurol S} em cultivos
em meio sélido e liquido de P. chrysosporium e L. edodes.
s Avaliacio do padrio de protefnas expressas diferencialmente em condigdes de crescimento
em meio com e sem ferro através do estudo do:
1. Perfil de proteinas totais em gel SDS-PAGE.

2. Perfil de proteinas totais em gel de duas dimensdes.

3. Perfil de protefnas de membrana e de membrana externa em géis SDS-

PAGE.
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ABSTRACT

Phanerochaete chrysosporium and Lentinula edodes are white rot basidiomycetes
bearing different degrees of ligninolytic activity depending on the substrate. Lignin
biodegradation has been considered to occur through enzymatic processes mediated by
extracellular oxidative enzymes produced by white-rot fungi. However, iron-complexing
compounds have been postulated to play an important role in the wood decay process as well.
Siderophores are high affinity iron-chelating compounds produced by most fungi and bacteria
under iron restriction conditions. SDS-PAGE and 2-DE were used to identify iron responsive
proteins in the two white-rot species, by comparing the differential patterns of cellular and
membrane proteins obtained from iron-sufficient and iron-deficient mywcelia. Six and thirteen
cellular proteins induced by iron restriction have been observed in SDS-PAGE for P.
chrysosporium and L. edodes, respectively. In 2-DE, the numbers of induced proeins were 17
and 10, respectively, in a resolution range of 15-60 kDa and pl 4.5-8.1. SDS-PAGE for the
plasma membrane protein did not show differences, whereas the outer-membrane protein
profile showed 6 and 4 proteins induced by iron depletion in P. chrysosporium and L. edodes,
respectively. The results presented here are important data to unravel mechanisms of
biosynthesis and/or transport of the iron-complexing agents in ligninolytic fungi and to further

correlate them to the ligninolytic processes.
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INTRODUCTION

The technological application of wood biodelignification represents a process of
potential importance for the economy especially for cellulose pulp industies. Due to the
environmental pollution generated by chemical processes, nowadays, researchers have pursued
less polluting biological pretreated pulp and biobleaching processes that still produce good
quality cellulose pulp. Within this context, the understanding of the lignin microbiological
degradation promoted by fungi (Basidiomycetes) which inhabit the wood plays an essential
role.

P. chrysosporium and L. edodes are white rot basidiomycetes bearing different degrees
of ligninolytic activity depending on the substrate [1]. Several extracellular oxidative enzymes
(Lignin-peroxidases (Lips), Mn-Peroxidases (MnPs), Laccases, and others) produced by
different species of white rot fungi have been characterized and tested for lignin biode gradation
activity [2, 3]. Nonetheless, the lignin biodegradation places a mechanistic problerm to the
fungal action because in nature this polymer is not susceptible to nomal hydrolytic
mechanisms [4]. The main question that has been arisen against the direct action of enzymes is
related to the small sized wood pore that would prevent the diffusion of LiPs [3, 6]. Therefore,
the process should be a result of combined action between ligninolytic enzymes and low
molecular mass compounds - LMMC [7, 8]. Several papers describing the participationn LMMC
iron chelating and iron reducing compounds produced by fungi in the wood degradation have
been published [9-14]. Among LMMC, it has been proposed that the iron-chelating cormpounds
(like siderophores) play an important role in lignin biodegradation [15-18].

High affinity iron-chelating compounds, normally called siderophores, are produced by

bacteria and fungi under conditions of iron-deficiency [19]. Depending on the strain, the
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medium and the cultivation conditions, generally, fungi synthesize a wariety of hydroxamate
siderophores with different structural backbones such as ferrichromes, coprogens, and fusigens
(fusarinins) [20]. Unlike most fungi, the wood degrading species, those for which some study
has already been accomplished, seerﬁ to produce phenolate-catecholate siderophores [12, 14,
21]. Conversely, as well as E. coli, which produces enterobactin, a catecholate, and aerobactin,
a hydoxamate, there are evidences that ligninolytic fungi produce iron-chelating compounds
with different siderophore structures (Rodriguez J, personal comrnumication) In different
bacteria, several operons have been characterized coding proteins involved in the biosynthesis
and transport of siderophores [22]. The characterization of proteins and their respective genes
which participate on the siderophore production and transport in fungi has become more
intensive during the last ten years [23-29]. In Ustilago maydis, a basidiomycele, the production
of ferrichrome depends on the expression of two genes, sid] and sid2, of which sid] represents
the ornithine-N’-oxygenase and sid2 possibly has a function in the biosynthesis of the peptide
ring [30]. Regulating the whole biosynthesis appears the protein URBS 1 whichisa GATA-type
transcription factor containing two putative zinc finger motifs [31]. Ascomycetous fungi such
as Aspergillus nidulans, Penicillium chrysogenum and Neurospora cras.sa produce respectively
the SREA, SREP and SRE proteins, which are iron-regulated GATA-type transcription factors
that regulate siderophore biosynthesis [25-27].

As a first approach to the study of siderophore biosynthesis and transport in white rot
fungi, this report describes the iron-regulated protein profiles in SIDS-PAGE and 2-DE
produced by two species of wood degrading fungi. Cellular as well as membrane proteins were

induced as a response to different iron concentrations.
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MATERIAL AND METHODS

Fungal species and growth conditions

Wood degradation fungi P. chrysosporium, strain BKM-1767, and L. edodes, strain
UEC-2019, were maintained in cultures on 2% malt-extract-agar (MEA.) plates grown at 28°C
and stored at 5°C. Cultures to obtain fungal mycelia were made by inoculating several 250 mL
Erlenmeyer flasks containing 75 mL of 2% malt-extract-liquid broth (ME). To remove iron
traces, all glass flasks were dipped in 10% HCI for 48 hours, autoclaved at 1 am for 15 minutes
with 10 mM EDTA, and rinsed with deionized sterile water. Differential mycelial growth
conditions were; 1) ME medium (iron-deficient); 2) ME medium conteining 90 pM
FeCls.6H,0 (iron-sufficient). Cultures were incubated at 28°C under agitation at 120 rpm for
11 days. Mycelia were recovered by vacuum filtration, frozen in liquid nitrogen and stored at —

80°C until use.

Cellular protein extraction, SDS-PAGE and 2-DE analysis

Cellular proteins were extracted from each growth condition by grounding mycelia to a
fine powder in liquid nitrogen with a pestle and a mortar. The protein extraction procedure was
according De Mot & Vanderleyden [32]. Originally, the method was described for Azospirillum
species; recentlly, it had been used for Thiobacillus ferrooxidans [33] and for plant tissues [34].
This method was adapted here for fungal mycelia. In the finish growth, the powdered mycelia

from each experimental condition were transferred to 2 mL Eppendorf tubes and weighted. To
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the powdered mycelia it was added a weight-equivalent volume of the extraction buffer
containing 0.7 M sucrose, 0.5 M Tris, 30 mM HCl, 50 mM EDTA, 0.1 MKCl, and 40 mM
dithiothreitol. The samples were incubated on ice for 15 min. Before eliminating cellular debris
by centrifugation at 14,000 rpm for 10 min at room temperature in 2 microfuge, the suspension
was homogenized in a glass tissue grind tube. After centrifugation, supernatants were
transferred to a new 2.0 mL Eppendorf tube and homogenized with an equal volume phenol,
pH 8.0 (Sigma Chem. Co., St. Louis, USA) which was agitated in a Vortex-Gene 2 for 10 min
at room temperature. After centrifugation at 14,000 rpm for 10 min, the extraction procedure
was repeated three times by adding the extraction buffer (equal v/v) to the phenolic phase. The
precipitation of the cellular proteins had been made by the addition to the phenolic phase of
five volumes of 0.1 M ammonium acetate dissolved in methanol, the mixture was then
incubated at —20°C for 2 h. After centrifugation at 14,000 rpm for 10 min the pellet was washed
twice with 0.1 M ammonium acetate and twice with ice-cold 80% acetone. For SDS-PAGE the
pellet was air-dried and dissolved in 30-50 pL lysis buffer (9.8 M urea, 2% (v/v) Nonidet P-40,
100 mM dithiothreitol). For 2-DE experiments the lysis buffer was 9.8 M urea, 2% (v/v)
Nonidet P-40, 100 mM dithiothreitol and 2% (v/v) carrier ampholytes (Amersham~Pharmacia
Biotech., Upsala, Sweden), pH 5-7 and pH 3-10 (5:1). In all cases protein concentration was
determined by the Bradford method. Samples were stored at —70°C until loaded in a gel.
Approximately 40 pg of cellular proteins were loaded in 15% SIDS-PAGE according to
Laemmli [35]. The 10 kDa Protein Ladder (Gibco-BRL, Bethesda, USA) was used as
molecular weight standard to estimate differential expressed mycelial protein molecular
weights. The protein profiles were visualized by silver staining. The 2-DE experiments were

conducted according to De Mot & Vanderleyden [32]. Approximately 360 pg of cellular
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proteins were loaded in the isoelectric focusing gel. The upper reservoir was loaded with 20
mM NaOH and lower reservoir with 10 mM HsPO,. Pre-running conditions were 15 min at 200
V, 30 min at 300 V and 60 min at 400 V. The first dimension gels were run at400 V' for 18 h.
Second-dimensional analysis were performed according to Laemmli [35] on 12%
polycrylamide gels. The 10 kDa Protein Ladder was loaded together with the I-D separated
proteins strips in the second-dimensional gels to estimate the relative molecular weights of
differential expressed mycelial proteins. After electrophoresis, the second dimension gels were
silver stained. The pls of the protein spots were estimated based on the pH gradient formed in
one unloaded first dimension gel, which ran simultaneously, and calculated by measuring the

pH of every 1 cm sliced gel strips.

Plasma membrane protein extraction

The protocol described by Bowman er al. [36] for extraction of Neurospora crassa
plasma membrane proteins was used to isolate the mycelial membrane proteins of the two
white rot species. After grounded to a fine powder in liquid nitrogen, mycelia were suspended
in solution A (0.59 M sucrose, 5 mM EDTA, 50 mM NaH,PO,, 70 ul B-mercaptocthanol, 133
mg/ml Helix pomatia B-glucoronidase type H-1 enzyme (Sigma Chem. Co,, St. Louis, USA)
and incubated for 1 h at 30°C. The suspension was homogenized in a glass tissue grind tube
before centrifugation at 4,000 x g for 10 min at 4°C. The pellet was washed with 0.68 M
sucrose and re-centrifuged. The pellet was suspended in solution B (0.33 M sucrose, 1 mM
EGTA, 0.3% bovine serum albumin, pH adjusted to 7.1 with KOH), homogenized as described

above, and centrifuged at 1,000 x g for 10 min. The resulting pellet was suspended in solution
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B and submitted to a third round of homogenization and centrifugation. The supernatant was
centrifuged in a Beckman JA 20 rotor for 30 min at 11,700 x g and the supernatant was re-
centrifuged for 40 min at 39,400x g. Finally, the pellet was suspended in 6 mM Tris-HCI pH
6.8, 2% SDS, 5% B-mercaptoethanol. The membrane protein profiles were observed in silver

stained 10% SDS-PAGE as mentioned above.

Quter membrane protein extraction

Mycelia obtained from iron-sufficient and iron-deficient cultures were grounded in
liquid nitrogen and washed twice and resuspended in 1.5 mL PBS containing 1 mM PMSF. The
procedure described by Mezence and Borion [37] was used for outer membrane protein
extraction with some modifications. The cell suspensions were homogenized in tissue glass
grinder for 10 min at 4°C. Undisrupted cells and large fragments were removed by
centrifugation at 9,000 x g for 10 min at 4°C. The centrifugation procedure was repeated five
times, finally the supernatant was centrifuged at 53,000 x g for 60 min at 4°Cina Beckman L8
80M ultra-centrifuge using the SW50 rotor. The pellet (outer memnbrane proteins) was
suspended in Laemmli solubilization buffer [35] and heated at 100°C for 5 min. Prior to load
the SDS-PAGE, the samples were centrifuged at 10,000 x g for 5 min. The proteins were

visualized by silver staining.

41



Proteinas reguladas por ferro em fungos ligninoliticos

RESULTS AND DISCUSSION

SDS-PAGE cellular protein differential profiles

A large number of proteins with MW ranging from 10-220 kDa can be observed in all
SDS-PAGE of P. chrysosporium and L. edodes cellular protein extracts (Fig. 1). For a better
visualization, panels A and B show the two differential SDS-PAGE separation profiles in the
range 30-220 kDa and panels C and D, in the range 10-40 kDa for each fungal species. When
grown under conditions of iron limitation, both species synthesized several cellular proteins
which are repressed in mycelia grown in iron-sufficient culture medium. Six differential
proteins were distinguished for P. chrysosporium in preparations from iron-deficient mycelia,
whereas for L. edodes this number was 13. On repeated protein preparations and SDS-PAGE
runs, the apparent MW for the proteins that markedly had an increased expression in P.
chrysosporium iron-deficient mycelia corresponded to I-P = 18 kDa; II-P = 21 kDa; HI-P =27
kDa; IV-P = 37 kDa; V-P = 48 kDa and VI-P > 120 kDa (Fig. 1, A and C). For L. edodes iron-
deficient mycelia, the apparent MW for the proteins that markedly have an increased
expression were: I-L = 13 kDa; I[I-L = 18 kDa; II[-L. = 24 kDa; IV-L = 29 kDa; V-L. = 30 kDg;
VI-L = 37 kDa; VII-L = 39 kDa; VIII-L = 61 kDa; IX-L = 68 kDa; X-L. = 90kDa; XI-L = 100
kDa; XII-L = 105 kDa and XIII-L > 120 kDa (Fig. 1, B and D). A comparison between P.
chrysosporium and L. edodes protein patterns is difficult since they are different species, but it
is clear that the 18 kDa, the 37 kDa and the >120 kDa polypeptides were induced by iron
restriction in both fungi, indicating that a common molecular mechanism is probably activated
in both fungi under this condition. A 61 kDa polypeptide (VIII-L) is observed in the iron-

deficient gel for L. edodes (Fig. 1, B). Although, a corresponding polypeptide is not visualized
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on the P. chrysosporium gel shown in Fig. 1-A, it was observed in other running condition gel
(data not shown). The smut fungus L-Ornithine N5-oxygenase protein is a protein that initiates
siderophore biosynthesis in Ustilago maydis [30]. The MW for this protein, deduced from the
aminoacid sequence of the putative enzime, is 62 kDa, therefore the 61 kDa iron-limited
induced polypeptide observed for P. chrysosporium and L. edodes could be the L-Ornithine
N5-oxygenase protein homolog. Additionally, the great majority of peroxidases, including
LiPs, have MW ranging from 35 to 40 kDa. It is well known that several LiPs are differently
regulated under limitation for either carbon or nitrogen nutrients [38, 40], nonetheless iron
limitation may also regulate some LiPs since a GLGS5 LiP-homolog transcript induced under
iron restricted conditions was identified in an ongoing parallel research project (Assmann EM,
personal communication). Therefore, it can be supposed that, apart of proteins involved in
siderophore biosynthesis and transport, those fungi may produce other iron-deficiency
responsive polypeptide. It is interesting to point out that iron-deficient L. edodes presented four
proteins between 65 and 105 kDa, in a range where P. chrysosporium did not show any induced
proteins (Fig. 1, C and D). Those proteins in L. edodes might be related to specie-specific iron-
limited regulated mechanisms. Conversely, three proteins with increased expression can be
observed in iron-sufficient profiles, which are repressed in conditions of low iron for both P.
chrysosporiun (VII-P = 46 kDa; VIII-P = 53 kDa; IX-P = 62kDa) and L. edodes (XTV-L. = 10
kDa; XV-L = 25 kDa; XVI-L = 70 kDa). Those polypeptides are probably produced in the
presence of iron due to a mechanism of iron positive regulation. They might not be involved in
siderophore production, but they can be responsible for non-siderophore mediated iron capture
processes. They can also be proteins involved in defense mechanisms induced for cell
protection against the free radicals usually produced in iron-mediated oxidative processes. This

possibility is supported by the recent publication by Dubrac & Touati [41] where they describe
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the positive regulation of the FUR protein (M, varying in a range of 14-17 kDa) in the
expression of an iron-superoxide dismutase in E. coli. It is also known that the FUR protein is a
global regulator that responds to iron concentrations and was characterized initially as
transcriptional repressor of the siderophore biosynthesis. Proteins hormologous to FUR have
been found in several fungi as well. The MW of those proteins deduced from the putative
aminoacid sequence vary from 55 to 104 kDa [30, 25, 27]. Therefore, we could suppose that
among the proteins with increased expression in the presence of iron it can be included a FUR-

like protein.

2-DE cellular protein differential profiles

A careful analysis of the proteins separated in 2-DE led to the identification of spots
with different apparent molecular weights (M;) whose silver stained intenisity varied when iron-
deficient and iron-sufficient mycelium extract were compared. Different protein extractions and
2-DE runs were compared. For P. chrysosporium, in the MW range of 15-50kDa and pl 4.5-
8.0, twelve spots could be identified only in extracts from iron-deficient mycelia (Table 1, P1-
P12; Fig. 2A). At least 5 polypeptides were present in extracts from both culture conditions but
presented more intensely stained spots in iron-deficient mycelia (Table 1, P13-P17; Fig. 2A).
The P13 spot of 16 kDa has a markedly enhanced intensity clearly indicating a desrepressed
expression under iron deficiency. Other six highly intense spots were verified only in iron-
deficient conditions (P2, P3, PS5, P6, P10, P11) Nonetheless, eleven polypeptides have also
been observed only in extracts from iron-sufficient mycelia indicating that some proteins are
iron inducible, and three, although visualized in both culture conditions, presented higher

intensity spots in mycelia grown in the presence of Fe®*. For iron-sufficient conditions fourteen
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differential spots could be visualized (Fig. 2B; Table 1, P17-P31), most of them were markedly
positive iron-regulated polypeptides.

Table 2 describes the apparent molecular weight and the estimnated pls of differential
polypeptides for L. edodes. Eight spot are only observed on the iron-deficient mycelia extract
gel (Fig. 2C; Table 2, L1-L8) whereas two had clearly an increased expression (Fig. 2C; Table
2, L9-L10). Additionally, two polypeptide spots appear only on the iron-suficient mycelia
extract gel (Fig. 2D; Table 2, L11, L12) and other two had an increased expression (Fig. 2D;
Table 2, L13, L14). In SDS-PAGE, L. edodes iron-deficient mycelium exhibited a higher
number of induced proteins than P. chrysosporium. Conversely, fewer differential spots were
observed in 2-DE when the iron-deficient profiles were compared. A possible explanation is
that the majority of differential proteins present in the SDS-PAGE profile, specially those with

M, ranging from 20 to 40, have pls out of resolution range used.

Plasma and outer membrane protein profiles

Plasma membrane proteins of P. chrysosporium and L. edodes mycelia that had been
grown in iron-sufficient or iron-deficient media were compared. There were no significant
difference in SDS-PAGE profile (data not shown). A similar result was reported before for
Neurospora crassa by Van der Helm & Winkelmann [42]. It seems that, like Neurospora, the
wood degrading species constitutively express proteins involved in the membrane iron
transport. Conversely, the P. chrysosporium and L. edodes outer membrane protein (OMP)
profiles for mycelia grown in iron-deficient medium presented significant differences when
compared to iron-sufficient OMP mycelium extract (Fig. 3). Six proteins (M; =20, 30, 38, 55,

58, 65) showed higher silver staining intensity in the iron-deficient P. chrysosporium profile,
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whereas one polypeptide (M, 50) was expressed only in iron-sufficient mycelia. For Z. edodes,
the numbers of iron-limited and iron-sufficient proteins were 4 (M; = 38, 42, 43, 55) and 2 (M;
= 34, 39), respectively. Those proteins induced under iron-deficient conditions and repressed
under iron-sufficient condition may represent surface receptors which participate in iron-

siderophore complexes translocation through the outer membrane.
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CONCLUDING REMARKS

To our knowledge there is no published information about iron uptake (free or
siderophore-chelated) mechanisms in wood degrading fungi. In general, many fungi secrete
hydroxamate-like siderophores under iron-deficiency. Normaly, fungal siderophore
biosynthesis involves an ornithine N°-hydroxilation and acylation followed by the action of a
non-ribosomal peptide synthetase [30]. Most detailed studies related to iron transport are on
Saccharomyces cerevisiae which does not synthesize siderophores, but exhibits two
mechanisms of iron capture that respond to the iron concentration [20, 43]. A mechanism of
low affinity is activated when a high concentration of the metal exists. This mmechanism
involves the action of an iron-reductase that reduces Fe®™ to Fe®® in the external membrane and,
the reduced iron is internalized, in this case a low affinity transporter (FET4, ~ 60 kDa) is
induced. The mechanism of high affinity expresses when the concentration of iron is low, and it
is mediated by two iron reductases (FRE1 and 2, with molecular weights between 71 and 80
kDa). The Fe** ions are oxidized by a multicooper oxidase (FET3, with molecular weight of
approximately 70 kDa), whose expression is regulated by AFT1 (75.8 kDa), a transcription
factor regulated by iron. The transport is effectuated by a permease FTR1 (44 kDa). However,
the yeast is capable to assimilate iron-siderophore complexes which are produced by other
microorganisms. It means that iron-siderophore complex receptors exists in different organisms
and can be induced by iron-chelating compounds produced by other species. Recently, as a
result of the S. cerevisiae genome sequencing there were identified genes coding for proteins
belonging to the main superfamily of membrane facilitators that are capable to transport iron-
siderophore complexes of either hydroxamate or catecholate structures. The estimated sizes of

these facilitator proteins vary between 60 and 70 kDa [28, 29, 44, 45]. The iron-deficient or
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iron-sufficient regulated proteins identified in SDS-PAGE and 2-DE profiles of P.
chrysosporium and L. edodes are important results to further understanding the complex

mechanisms of iron uptake in these wood degrading species.
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Table 1: Estimated Molecular Weights and pls of differential spots in 2-DE gels for

Phanerochaete chrysosporium.

Protein M, (kDa) pl ID® IS Protein M, (kDa) pl Y 1s°
P1¥ 165 48 +9 © pi8 17 5.53 -+
P2 167 60 + -  PI9 20.5 5.85 -+
P3 19 58 + - P20 22 5.88 -+
P4 263 58 + - P2l 30 5.7 -4
P5 35 60 + - P22 30 5.85 -+
P6 355 46 + - P23 31 5.53 -+
P7 355 586 + - P24 35 5.2 -+
P8 357 58 + - P25 39 4.95 -+
P9 359 584 + - P26 40 4.0 -+
P10 38 60 + - P27 41 5.6 -+
P11 41 465 + - P28 41 6.2 -+
P12 48 465 + - P29 17 4.5 + 4+
P13 16 565 ++0 + P30 38 4.9 + 4+
P14 20 60 ++ + P31 58 6.0 +  ++
P15 20.5 586 ++ +
P16 28 586 ++ +
P17 42 585 ++ +

(a) P before protein numbers are for P. chrysosporium; (b) ID = iron-deficiency; (c) IS

= iron-sufficiency; (d) the signs (+) are for presence; (e) the signs (-) are for absence;

{f) the signs (++) are for increased intensity.
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Table 2: Estimated Molecular Weights and pls of differential spots in 2-DE gls for

Lentinula edodes.

Protein M; (kDa) pl DY IS
L1® 18 35 4O ®
L2 18 6.0 + }
L3 19 58 + -
L4 19 5.9 + .
L5 29 587 o+ -
L6 38 5.9 + -
L7 38.5 6.0 + ,
L8 40 59 + -
L9 18 587 ++° &+
L10 20 57 4+ +
L1l 19.5 6.1 - +
L12 28 565 - +
L13 30 5.7 + o+
Li4 26 70+

(a) L before protein numbers are for L. edodes; (b)
ID = iron-deficiency; (c¢) IS = iron-sufficiency;
(d) the signs (+) are for presence; (e) the signs
(-) are for absence; (f) the signs (++) are for

increased intensity.
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FIGURE

Figure I

Figure 2:

LEGENDS

SDS-PAGE profiles of iron-responsive total proteins in the white-rot wood
degrading fungi Phanerochaete chrysosporium and Lentinula edodes. Panels A and
B show the resolution range from 40-200 kDa for P. chrysosporium and L. edodes,
respectively. Panels C and D show the resolution range from 10-40 kIDa for P.
chrysosporium and L. edodes, respectively. Lane 1 on all panels are iron- sufficient
mycelium extracts; lane 2, are iron- deficient mycelium extracts. Induced proteins in
each differential growth condition are denoted with a trace and identified with a
number beside them. Molecular weight standard (10 kDa Ladder, Gibco-BRL,

Bethesda, USA) used to estimate the apparent MW of induced proteins is shown for

the corresponding gel.

2.DE analysis of iron-responsive total proteins in the white-rot wood degrading
fungi Phanerochaete chrysosporium and Lentinula edodes. Iron-deficient mycelium
extracts are shown on panels A and C for P. chrysos?orium and L. edodes,
respectively. Iron-sufficient mycelium extracts are shown on panels B and D for P.
chrysosporium and L. edodes, respectively. All proteins that had their synthesis
affected by differential growth conditions were numbered and denoted by a circle.
Squares tepresent either the absence or the diminished expression of the induced
proteins on the opposite growth condition. The pH of the isoelectric focusing gel
ranging from 4.6 to 8.0 is shown on the top of each gel. Molecular weight standard
{10 kDa Ladder, Gibco-BRL, Bethesda, USA) used to estimate the apparent MW of

induced proteins is shown on the left of the gels.
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Figure 3: The effect of iron-deficient (lane 1) and iron-sufficient (lane 2) growth conditions on
out-membrane protein synthesis. Panel A: Phanerochaete chrysosporium. Panel B:
Lentinula edodes. Traces indicate the induced proteins and the numbers correspond
to the estimated MW. Molecular weight standard (10 kDa Ladder, Gibco-BRL,

Bethesda, USA) is shown on the left of the gels.
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RESUMO

Considera-se que a biodegradacio da lignina seja um processo enzimadtico promovido por
enzimas oxidativas. No entanto, mediadores de baixa massa molecular participam
provavelmente para propiciar o aumento dos poros na parede celular facilitando a penetragio
das enzimas na matrix da madeira. Portanto, agentes complexantes de baixa massa molecular
produzidos por fungos, incluindo siderdforos, sdo considerados como mediadores da
biodegradacio da madeira. Um método bastante conhecido e muito empregado para a detecgio
de sideréforos em vérios microorganismos € o ensaio com o reagente cromo azurol S (CAS).
Neste trabalho empregamos este método para deteccdo da produgdo de siderdforos em meio
comn restricdo de ferro e, Tepressdo, em meio com adigéo de ferro, pelos fungos degradadores de
madeira Phanerochaete chrysosporium e Lentinula edodes, ambas espécies de degradacgio
branca. A reacdo CAS-positiva foi somente observada nas culturas em meio sGlido com
restriciio de ferro. Por outro lado, observou-se a inducio de proteinas por caréncia de ferro

tanto nas culturas em meio sélido como nas do meio liquido.
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INTRODUCAO

Os fungos que degradam madeira sdo basicamente divididos em tré&s categorias principais
definidas de acordo com a caracterfstica dada & madeira durante o processo de degradac@o. Os
de degradacfio branda (“soft-rot”), que agrupam espécies pertencentes as classes Ascomycotina
e Deuteromycotina, recebem essa denominagao por produzirem um amolecimento nas camadas
superficiais da parede da célula vegetal (Kirk & Farrel, 1987; Blanchete, 1991). Os fungos de
degradagdo parda (“brown-rot”) sio da classe Basidiomycotina e degradam principalmente os
polissacarideos da parede celular com limitada degradacdo da lignina (Crowling, 1961).
Finalmente, os fungos de degradagdo branca (“white-rot”) que pertencem as classes
Basidiomycotina ¢ Ascomycotina os quais apresentam uma grande capacidade de degradar
todos os componentes da madeira, inclusive a lignina (Ander & Eriksson, 1977) através da
producdo de enzimas efou compostos ndo enzimdticos que oxidam compostos fendlicos
(Leonowicz et al., 1999).

A degradacdio biolégica da madeira envolve enzimas especificas que si0 excretadas pelos
microorganismos e que reagem com os componentes da parede celular das fibras vegetais. A
lignina é um biopolimero aromético complexo, um componente abundante e essencial no tecido
da madeira ao qual se deve sua rigidez. E extremamente resistente & degradagio pela maioria
dos microorganismos, no entanto uma estreita gama de organismos, 0S fungos de degradagio
branca, mostram-se eficientes na sua decomposi¢io (Hammel, 1997; L.eonowicz et al., 1999).
A produciio de compostos quelantes de ferro por algumas espécies dessa classe de fungos e a
capacidade destes de oxidar compostos fendlicos, lignina e clorolignina tém sido descritas por
vérios grupos (Tanaka et al., 1999; Parra et al., 1998 a. b).

O ferro é um dos elementos mais abundantes na crosta terrestre e € essencial para o
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metabolismo dos seres vivos, porém sua disponibilidade € baixa em meios aerdbicos naturais,
como por exemplo na madeira, por se encontrar na forma Fe™ que é altamente insoltivel (Bagg
& Neilands, 1987a, b). Em fungos degradadores de madeira, participa como componente do
grupo heme de enzimas oxidativas extracelulares envolvidas no processo de degradagdo
(Jellison er al., 1991). Para seqliestrar e tornar O Fe'’ soldvel, muitos microrganismos
apresentam um eficiente sistema de captagio do metal através da produgic de COmMPpostos
quelantes de baixa massa molecular (< 1000 Da) com alta afinidade para 0 fon férrico
denominados sideréforos (Hider, 1984; Neilands, 1984, 1995). Quimicamente, 08 siderdforos
podem ser classificados em hidroxamatos, produzidos por fungos e bactérias e, fenolatos (ou
catecolatos) que sdo encontrados principalmente em bactérias (Neilands, 1993), mas também
sdo encontrados em fungos que degradam madeira (Enoki er al., 1989; Goodell ez al., 1997,
Paszczynski et al., 1999). De uma maneira geral, para a captagéo do ferro, este ¢ quelado por
um complexo invaridvel e termodinamicamente estdvel possuindo seis atomos de oxigénio que
fazem parte da estrutura quimica dos diversos tipos de sideréforos passande a formar uma
associag@o denominada complexo ferro-sideréforo (Neilands, 1995). Propde-se que compostos
de baixa massa molecular, principalmente aqueles com caracteristicas quelanies de metais
especialmente os de ferro (siderdforos) produzidos por fungos estejam envolvidos na
degradaciio de madeira (Tanaka et al., 1996, 1999; Goodell et al., 1997, Paszczynski et al.,
1999). Estes compostos poderiam atuar diretamente no inicio do processo de modificagao da
lignina, para que as enzimas lignino-celuloliticas possam penetrar mna parede da madeira
(Murmanis et al. 1988; Evans e al., 1994; Flournoy et al., 1991, 1993). Estudos nesta drea
ainda estdo sendo realizados, pois ainda niio existem resultados contundentes que expliquem a
participagdo direta dos sideréforos na biodecomposi¢do da madeira, porém sabe-se que estes

compostos de baixa massa molecular sio sintetizados por virios fungos degradadores de
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madeira (Fekete et al., 1989; Rodriguez et al., 1997; Milagres et al., 1999; Machuca et al.,
1999; Paszczynski et al., 1999) e que sdo capazes de oxidar lignina e clorolignina (Parra ef al.,
1998 a, b).

O método mais comum utilizado para a detecgio de producdo de siderdforos € o método
descrito por Schwyn & Neilands (1987). O método se baseia no deslocamento do ferro
complexado a0 reagente cromo azurol S (CAS) pelo sideréforo produzido por microrganismos,
que normalmente apresentam uma maior constante de afinidade por ferro (III). A remocgdo do
ferro pelo sideréforo é acompanhada por uma mudanga de cor do reagente CAS, que € azul
quando quelado ao ferro e muda para alaranjado quando livre. O método foi originalmente
descrito para ser aplicado no liguido de cultura apds o crescimento doS rnicroorganismos ou,
alternativamente o reagente CAS poderia ser incorporado ao meio de cultura para o
crescimento em placas (Schwyn & Neilands, 1987). Porém, nesse iltimo caso o detergente
brometo de hexadeciltrimetil-aménio (HDTMA), que é usado na preparacio do meio CAS,
pode ser toxico para alguns microorganismos (Schwyn & Neilands, 1987). O método foi
modificado por Milagres et al, (1999) e mostrou-se mais adequado para a detecgdo de
sider6foros produzidos por fungos degradadores de madeira em placas usando o reagente CAS.

Neste trabalho, foram estudadas duas espécies de fungos de degradagdo branca
Phanerochaete chrysosporium e Lentinula edodes, com o intuito de detectar a produgéo e a
repressdo de sideréforos com concomitante expressio de forma diferencial de proteinas de
acordo com a disponibilidade de ferro no meio de cultivo, utilizando o ensaio CAS para

micélios crescidos nos meios sélido e liquido, na presenca e na auséncia de ferro.
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MATERIAL E METODOS

Microrganismos

Duas espécies de fungos degradadores de madeira foram utilizados neste trabalho:
Phanerochaete chrysosporium BKM-1767 e Lentinula edodes UEC-2019. Estas linhagens
foram obtidas da colecdo do laboratério do Departamento de Biotecnologia da Faculdade de

Engenharia Quimica de Lorena. As culturas foram mantidas em 2% de extrato de malte (MEA)

a28°C e estocado a 5°C .

Curvas de crescimento ¢ reacdo CAS em meio liguido

Os fungos foram crescidos em duas situagdes diferenciais: a) com disponibilidade ce ferro
no meio para repressdo da produgio de sideréforos e, b) com concentragdo de ferro reduzido
para inducdio dos sideréforos. Para estabelecer uma condigio diferencial de crescimento foi
necessério eliminar tragos de ferro (IIT) de toda vidraria utilizada e padronizar as condigcdes de
cultura tendo como tnica varidvel a quantidade de fons férricos adicionados & solucdo de
cultura para repressdo de sideréforos. Assim, todo material de vidro utilizado nas culturas foi
tratado deixando-se pelo menos 48 horas imerso em uma solugdo de HCI1 1,2 M, em seguida
lavado em é&gua bidestilada em abundéncia, logo apés foi autoclavado com uma solugdo de
EDTA 0,1% e, finalmente, foi lavado novamente com dgua bidestilada em abundincia.

Os fungos foram crescidos em meio 2% de extrato de malte liqguido, ou no mesmo meio

contendo 90 pM de FeCls. As culturas foram incubadas a 27°C sob agitacfo em um agitador

63



Proteinas reguladas por ferro em fungos ligninoliticos

orbital (Digital Refrigerated Incubator Shaker, Model C25-KC, NewBrunswick) a 120 rpm.
Para se proceder a inoculagio destas culturas foi preparada uma suspenséo, a partir de um pré-
inéculo, para cada uma das espécies de fungo, tendo-se colocado em 25 ml do meio de extrato
de malte uma quantidade de micélio equivalente a um quarto do contido na placa. A gitou-se a
suspensdo para se obter o méximo de homogeneidade. Em seguida, inoculou-se 1 mnl desta
suspensio em Erlenmeyers contendo 25 ml de meio, num total de 12 Erlenmeyers por espécie.
Para a obtenco das curvas de crescimento os micélios foram coletados por filtragdo € 0s pesos
secos foram medidos (em triplicatas) a cada 3 dias durante o perfodo de 12 dias. O meio de
cultivo, ap6s a filtragio dos micélios, foi coletado para a reagdo com © corante CAS. Uma
aliquota de 0,5 mL deste meio foi adicionada a 0,5 mL do reagente CAS. Apés 1 hora de
reacdo, a absorbancia foi medida a 630 nm. O reagente CAS foi preparado atiizando agua

destilada e desionizada segundo Schwyn & Neilands (1987).

Crescimento em placas

Para o crescimento de micélios em placas, utilizou-se o método CAS de detecgdo de
sideréforo modificado por Milagres et al., (1999). Foram distribuidos em placas de Petri o meio
dgar extrato de malte a 2% (MEA) ou o mesmo meio contendo 90 pM FeCls. Apés a
solidificacdio cortou-se a metade substituindo-se pelo meio dgar-CAS preparado adicionando-se
10 mL de uma solugio contendo 1 mM FeCl;.6H,0 e 10 mM HCl a 60,5 mg do reagente CAS
dissolvido em 50 mL de dgua destilada e desionizada. A esta mistura foram adicionados, sob
agitacfio, 72,9 mg de HDTMA dissolvidos em 40 ml dgua destilada e desionizada. A solucdo

azul escura obtida foi autoclavada a 121°C por 15 min. Ao mesmo tempo foi auioclavada uma
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mistura de 750 mL de 4gua, 15 g de agar, 30,24 g de Pipes, e 2 g da solugao de NaOH 50%
(w/w) para obter o pH 6.8. Apés autoclavadas as duas solugdes foram misturadas ¢ a mistura,
distribuida nas metades das placas de Petri.

No centro do meio MEA ou MEA contendo 90 uM FeCls, foram inoculados os fungos P.
chrysosporium, e L. edodes a partir das culturas estoques ¢ as placas foram incubadas a 28°C. A
reacio CAS-positiva ou CAS-negativa foi verificada pela observagao da mudan¢a ou ndo da

cor azul do reagente.

Extragdo de proteinas totais

Proteinas totais foram extraidas dos micélios de P. chrysosporiume L. edodes crescidos em
meios tanto liqguido como sdlido na auséncia e presenca de ferro no final do cultivo. Apbs a
coleta dos micélios, estes foram macerados em nitrogénio liquido, € colocados em tubos
Eppendorf de 2 ml. para iniciar o isolamento das protefnas segundo De Mot & Vanderleyden
(1989) e adaptado para fungos. Em cada tubo Eppendorf contendo os miceélios macerados foi
adicionado um volume de tampdo de extracio (0,7 M sacarose, 0,5 M Tris, 30 mM HC, 50
mM EDTA, 0,1 M KCl, e 40 mM dithiothreitol) equivalente ao peso dos micélios. Esta mistura
foi homogeneizada por 10 min em tubo de vidro para homogeneizacgio de tecido e incubados
em agitador Vortex-Gene2 por 15 min e em seguida centrifugados a 9.000xg por 10 min a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi coletado em tubos Eppendorf 2 mlL e adicionado
igual volume de fenol pH 8,0 (Sigma Chem. Co.) e incubados em agitagio por 15 min
novamente. Bm seguida a solugfo foi centrifugada a 12.000 rpm por 10 min, o sobrenadante foi

transferido para outro tubo e adicionado igual volume de tampao de extragdo, este
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procedimento se repetiu por duas vezes. Finalmente, ao sobrenadante adicionou-se acetato de
amdnio 1 M dissolvido em metanol em quantidade equivalente a cinco vezes o volume. Para a
precipitacio das protefnas a mistura foi colocada a ~20°C onde permaneceu durante a noite.
Para a obtengiio das protefnas, os tubos foram centrifugados a 9.000xg. Por tltimo, 08 “pellets”
obtidos foram lavados e centrifugados em acetona 80 % por duas vezes. As proteinas foram
ressuspendidas em tampdo de lise contento 9,8 M uréia, 2% (v/v) Nonidet P-40, 100mM
dithiothreitol. As amostras foram estocadas a — 70 °C.

As protefnas foram quantificadas pelo método Bradford (Bradford, 1976).
Aproximadamente 40 [1g de amostras de protefnas totais foram submetidas para separagao em

gel SDS-PAGE a 15% de acordo com Laemmli (1970). Os géis foram corados com prata.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho procurou-se adaptar o método diferencial de cultura de fungos que degradam
madeira descrito por Fekete ef al. (1989) para condicdes de expressdo e repressdo de
sideréforos nos fungos P. chrysosporium e L. edodes para verificarmos a concomitante
producdio de proteinas especificas para cada condig@o de crescimento. Assim sendo utilizamos
o FeCl; em uma concentragio de 90 UM determinada pelos autores como a concentracio
minima necesséria para que a inibi¢do de sideréforo atinja o “plateau” maximo.

Além disso, alguns pardmetros foram considerados para proceder a padronizagio da cultura
dos micélios, tais como: tratamento da vidraria e do meio para eliminacdo de tragos de ferro;
rendimento do crescimento, pois necessitarfamos de uma quantidade grande de micélios para
extragio de protefnas; e, tempo de cultivo (ndo muito longo). As curvas de crescimento obtidas
em meio liquido de extrato de malte (Fig. 1) para as duas espécies demonstraram que em 11
dias de cultivo o crescimento dos micélios atingia o “plateau”. Porém, dentro deste periodo, no
meio liquido n3o se verificou a produgio de siderdforos, medida com o reagente CAS (Fig. 1).
Por outro lado, quando o cultivo foi realizado em meio extrato de malte - agar, seguindo
método descrito por Schwyn & Neilands (1987) e modificado por Milagres e al, (1999) para
deteccdo de sideréforos em placas, verificou-se a mudanga de cor do reagente CAS nas placas
com restricdo de ferro tanto para o P. chrysosporium como para o L. edodes dentro dos 11 dias
de cultivo (Fig. 2). Nas culturas em placas, para os dois fungos, em 4 dias observou-se
completo crescimento dos micélios sobre a metade do meio extrato de malte-dgar com ou sem
ferro, indicando que as condigdes diferenciais néo influenciaram no crescimento em nenhuma
das espécies. A partir do quarto dia de cultivo foi também verificado o inicio da mudanca

gradativa de cor do CAS de azul para vermelho plrpura em P. chrysosporium nas placas sem
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ferro (Fig. 2A). No 11° dia de cultivo, a metade azul da placa contendo o reagente CAS ja havia
mudado totalmente de cor. A mudanca de cor das placas com extrato de malte-igar sem ferro
que continham L. edodes iniciou-se também a partir do 4° dia (Fig. 2C), porém o azul foi
lentamente modificado para um rosa claro, bastante diferente do observade nas placas de P.
chrysosporium. A diferenca de cor entre as duas espécies deve-se provavelmente a quelantes
estruturalmente diferentes que podem estar sendo produzidos em cada espécie. A mudanga de
cor para os dois fungos foi totalmente reprimida pela presenga de 90 UM FeCly no meio extrato
de malte-dgar (Fig. 2B e D).

Portanto, o meio liquido de cultivo nfo se mostrou adequado para se medir a produgdo de
sideréforos apés 11 dias de crescimento. O estudos anteriores de detecgio de siderdforos
produzidos por fungos de degradagio parda e branca mostraram reagio positiva para CAS em
meio liquido somente apés de 4 semanas de cultura (Fekete er al., 1989; Jellison ez al., 1991).
Rodriguez et al. (1997) verificaram a producfio maxima de sider6foros para os fungos de
degradacdo branca Lentinula edodes, Trametes versicolor ¢ Phanerochaete chrysosporium
crescidos em meio malte-agar-CAS e em madeira apés um periodo de 90 dias. Assim, durante
os primeiros 11 dias de cultivo, provavelmente, a quantidade de sideréforo produzida frente as
condicdes de restricio de ferro ndo foi suficiente para a reagdo positiva com CAS em meio
liquido. O método descrito por Milagres et al. (1999) mostrou-se mais sensivel para a detecgdo
de reagfio positiva com CAS em fungos que degradam madeira dentro do curto periodo de 11
dias. Sua eficiéncia provavelmente se deve ao fato de seu principio envolver o crescimento de
micélios em meio sélido, sendo preparado com metade da placa contendo meio extrato de
malte/agar e a outra metade com agar/CAS. Isso faz com que a medida que acultura atinge as

proximidades do meio da placa ji se observe a mudanga de cor no meio contendo o reagente
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CAS. O crescimento em meio sélido permite a reacdo localizada com o CAS semn que o
quelante produzido se dilua no meio, hd apenas a difuséo do quelante no meio sélido.

A andlise de protefnas celulares dos micélios crescidos em meio lfquido para os dois fungos
nos meios diferenciais com e sem ferro, foi efetuada por Hernandez-Macedo e al. (2001). Em
condicdes de restricio de ferro, P. chrysosporium apresentou seis proteinas que foram
induzidas ou tiveram o nivel de expressio aumentado (M, 18, 21, 27, 37,48, 61 e > 120),
enquanto que para o L. edodes, 13 proteinas com expressio diferencial foram observadas (M,
13, 18, 24, 29, 30, 37, 39, 61, 68, 90, 100, 105 e > 120). Os géis SDS-PAGE obtidos com
proteinas celulares de micélios crescidos em placas mostraram padrdes de protefnas induzidas
semelhantes aos obtidos com micélios crescidos em meio lquido. Para P. chrysosporium,
foram observadas protefnas diferenciais de 21 kDa, 27 kDa, 37 kDa, 48 kDae 61 kDa (Fig.
3A). Para L. edodes, foram observadas as proteinas 13 kDa, 18 kDa, 22 kDa, 24 kDa, 29 kDa,
30 kDa, 37 kDa, 61 kDa, 68 kDa e 90 kDa crescidos em meio MEA sem ferro (Fig. 3B € C). O
menor nimero de protefnas observado para os micélios do meio sélido pode ser devido a uma
diferenca na resolucdio dos géis. Por outro lado, observou-se um polipeptideo de 20 kDa ndo
vizualizado no extrato de micélio crescido em meio liquido.

Os resultados apresentados neste trabalho comprovam a formagdo de siderGforos na
auséncia de ferro em meio sélido com a concomitante expressio de protefnas induzidas para
esta condicdo de crescimento em micélios de P. chrysosporium € L. edodes, no periodo de 11
dias. Portanto, as proteinas que foram induzidas por caréncia de ferro no meio de cultivo
podem estar relacionadas com biossintese de sideréforos e transporte dos complexos ferro-
sideréforos nesses fungos. A proteina de 61 kDa por exemplo, que ¢ induzida nas duas espécies
(Fig. 3A e B), pode corresponder 2 proteina L-Ornitina N5-oxigenase que em fungos €

responsdvel pela catdlise do primeiro passo de biossintese de siderOforos e apresenta peso
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molecular de 62 kDa (Leong & Wilkemann, 1998). Nos experimentos com micélios crescidos
em meio liquido, foram observadas proteinas induzidas em meio contendo ferro 0 que indica
que existe uma regulagfo positiva pelo metal, no entanto essas proteinas nio foram observadas
nos extratos dos micélios cultivados em meio sélido. H4 a possibilidade de que algumas
protefnas sejam positivamente reguladas pelo metal para a captagdo de ferro sem envolver 0s
sideréforos. Em Saccharomyces cerevisiae, por exemplo existe um mecanismo de baixa
afinidade para captacdo de ferro, onde o Fe** é reduzido a Fe2+ por ferro-redutases de
membrana plasmatica (FRE1 e FRE2) e em seguida é transportado para o interior da c€lula peia
protefna FET4, cujo peso molecular estimado é de 63 kDa (Dix er al, 1997). Outra
possibilidade é que estas proteinas reguladas positivamente por ferro sejam sintetizadas como
mecanismo de defesa da célula aos radicais livres produzidos nos processos oxidativos
mediados por ferro. Esta possibilidade foi demostrada em E. coli, onde a proteina FUR (ferric
uptake regulation), que também atua como repressora da sintese de sideréforos, exerce
regulagdo positiva sobre a expressdo da enzima ferro superéxido dismutase que atua sobre o
superéxido dnion produzido nos processos oxidativos (Dubrac & Touati, 2000). Proteinas
homélogas 3 FUR foram encontradas em outros microrganismos inclusive em fungos
filamentosos. As proteinas identificadas neste estudo devem participar em mecanismos
similares de captacio de ferro ¢ de defesa celular nos fungos degradadores de madeira P.

chrysosporium e L. edodes.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1. Curvas contendo os resultados: de crescimento medido em peso seco de micélio (¢);
de produgdo de sideréforos, medida em porcentagem (%) de reagio do liquido de
cultivo com o reagente cromo azurol S CAS (M. (A) Curvas para 0 fungo P.
chrysosporium cultivado em 1meio extrato de maite liquido com adigido de FeCl; 90
UM e (B) e sem adi¢io FeCl; ao meio. (C) Curvas para o fungo L. edodes cultivado em
meio extrato de malte liquido com adig8o de FeCly 90 uM e (D) e sem adicdo FeCl; ao

meio.

Figura 2: Produgio de sideréforos em placas usando o método de Milagres et al, (1999). Placas
de Phanerochaete chrysosporium (A e B) e Lentinula edodes (C e Djem meio extrato
de malte/agar e agar/CAS em cada metade da placa. (A) e (C) Placas com deficiéncia
de ferro. As metades extrato de malte/agar da série de placas mostradas em (B) e (D)
foi adicionado FeCl; numa concentragdo de 90uM. Os nidmeros acima das placas
indicam o dias de cultivo. A producfo gradativa de sider6foros pode ser observada
através da mudanca de cor do meio agar/CAS de azul para rosa intenso no caso de P.

chrysosporium (A) e para um rosa claro, no caso de L. edodes.

Figure 3: Efeito de deficiéncia (1) e suficiéncia (2) de ferro no padrio SDS-PAGE de proteinas
totais de micélio crescido em meio sélidc MEA. Painel A: Phanerochaete
chrysosporium. Painéis B e C: Lentinula edodes. As SETAS indicam proteinas
induzidas. Os nimeros ao lado dos géis sdo valores em kDa indicando as bandas do

padrio de peso molecular M (10 kDa Ladder, Gibco-BRL., Bethesda, USA).
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Anilise de proteinas em géis SDS-PAGE e 2-DE

e A anilise de protefnas totais em géis SDS-PAGE e 2-D possibilitou a identificagio de

protefnas expressas diferencialmente nas condigbes de auséncia e presenca de ferro no
meio, reconhecendo-as como protefnas reguladas por ferro. Os resultados indicaram
proteinas de tamanhos e pls semelhantes que foram induzidas ern ambas espécies em
caréncia de ferro.

Os extratos de protefnas de membrana analisados em géis SDS-PAGE néo apresentaram
proteinas expressas diferencialmente, indicando que provavelmente as proteinas envolvidas
no transporte de ferro (complexado ou ndo) podem se expressar constitutivamente ou o
método utilizado ndo apresentou um nivel de resolucio adequado para detectar as
diferencas.

Através dos géis SDS-PAGE dos extratos de proteinas de membrana externa foi possivel
identificar 4 proteinas expressas diferencialmente no meijo sem ferro € 1 em meio com ferro
de P. chrysosporium. Em L. edodes foram observadas 5 proteinas no meio sem ferro ¢ 1 no
meio com ferro, evidenciando seu possivel papel nos mecanismos de captagio de ferro pela

célula.

Analise de producio de sideréforos pelo reagente CAS

Através na analise com reagente CAS nos meios de cultura constatou-se que os fungos
degradadores de madeira P. chrysosporium e L. edodes produzem sideréforos em meio
sOlido nas condigdes de caréncia de ferro dentro do perfodo de cultivo utilizado para
obtencio dos micélios.

Em meio liquido nfio foi possivel observar reacio positiva com o reagente CAS. Supde-se
que o método CAS de detecc@o de siderdforos no meio liguido nfo foi adequado
provavelmente devido a baixa concentragdo do quelante produzido no periodo de cultivo

utilizado para obtencio dos micélios.
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