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RESUMO

EXPRESSAO HETEROLOGA E CARACTERIZACAO DE LPMOs DE
Trichoderma harzianum TR 274

Aluno: Natan de Oliveira Bezerra Pereira
Orientadora: Eliane Ferreira Noronha

Programa de Pés-graduagdo em Biologia Microbiana

As monooxigenases liticas de polissacarideos (LPMOs) sdo enzimas auxiliares dependentes
de cobre. Seu mecanismo oxidativo permite a agao dessa enzima na superficie da microfibrila
cristalina de celulose, onde as cadeias polissacaridicas estdo mais fortemente associadas. O
fungo Trichoderma harzianum ¢é reconhecido hd décadas por sua capacidade em realizar o
controle biologico de agentes fitopatogénicos, no entanto, o grande potencial de produgdo de
enzimas ativas sobre carboidrato por esse fungo ¢ de conhecimento mais recente. A
caracterizagdo enzimatica de proteinas auxiliares oriundas desse fungo € escassa na literatura,
assim como a aplicacdo de tais enzimas em ensaios de sinergismo para hidrélise de substratos
insoliveis com a braquidria e o bagaco-de-cana. Andlises computacionais revelaram a
presenca de 6 genes codificadores de LPMOs no genoma do isolado 7. harzianum TR 274
mantido na colecdo de fungos do Laboratério de Enzimologia da UnB, sendo que estas
enzimas ainda ndo foram caracterizadas. O presente trabalho visa a expressao heterologa das
LPMOs dos genes triha 131108 (atividade auxiliar 9) e triha 503137 (atividade auxiliar 11)
deste isolado na levedura Komagataella phaffii ¢ do gene triha 503137 em Escherichia coli
para possivel aplicacdo industrial. O gene triha 131108 foi obtido por RT-PCR, clonado em
pGEM®-T Easy e subclonado em PPIC9. Devido a dificuldade de clonagem do gene triha
503137, esse foi sintetizado quimicamente por uma empresa especializada. Ambas
construgdes foram utilizadas na transformagao da levedura K.phaffii por eletroporagdo. Para
expressdo da proteina recombinante, a levedura foi cultivada em meio BMGY e inoculada em
BMMY com metanol para inducao da transcrigdo. O sobrenadante foi coletado com 24, 48 ¢
72 e 96 horas de expressdo. Para expressdo do gene triha 503137 em E.coli, o gene de
interesse foi subclonado em pET-28a a partir do vetor PPIC9-LPMO503. A expressao da
proteina heter6loga ocorreu em meio autoindutor contendo lactose. Foram coletadas as
fracdes soluveis e insoluveis do cultivo celular apds ultrassonicacdao. Tais amostras foram
utilizadas para precipitacdo de proteinas com TCA/acetona e corridas em gel SDS-PAGE. Os
resultados do gel SDS-PAGE da proteina triha 131108 apontaram para a possivel expressao da
proteina heterdloga em tamanho correto. A proteina LPMO 503 foi expressa com sucesso em
E.coli, tendo sido confirmada por western blot. Para determinagdo do perfil de expressao
génica dos 6 genes de LPMOs de T harzianum contidos em banco de dados, foi realizado o
experimento de qPCR com o fluoroforo SYBR Green. Os resultados preliminares indicam
uma maior qualidade na obten¢do de dados de expressdo relativa ao se utilizar o conjunto de
primers dos genes de Actina e a-tubulina como genes de referéncia em comparacao a
utilizacdo de actina e fator de elongacdo alfa. Foi possivel também verificar o aumento da
expressao dos genes triha488374 e triha99387 no cultivo do fungo em bagaco-de-cana e
braquidria.
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1 INTRODUCAO

O mercado global de enzimas tem se desenvolvido rapidamente nos ultimos anos,
atingindo o valor de ~10 Bilhdes de dolares em 2019, com previsdo de crescimento entre 5 e
7% ao ano'. Essas biomoléculas possuem aplica¢des diversas, que vao desde o uso na satide
humana e animal, até utilizagdo na produgdo de biocombustiveis. As enzimas ativas sobre
carboidrato tém sido especialmente estudadas para aplicacao industrial devido sua capacidade
de degradacdo da biomassa vegetal. Esse material ¢ muito gerado como residuo industrial, e
seu aproveitamento para geracdo de novos produtos ¢ um desafio importante para o
fortalecimento da economia circular. A biomassa lignoceluldsica é composta principalmente
por uma rede altamente complexa do homopolissacarideo celulose (40—-60% do peso seco),
varios heteropolissacarideos hemicelulésicos (20-35% do peso seco) e o polimero aroméatico
lignina (15-40% do peso seco)’. De maneira geral, as enzimas ativas sobre carboidrato atuam
realizando a clivagem das ligagdes glicosidicas presentes nesses polissacarideos para
producao de agucares mais simples estruturalmente, os quais podem ser mais facilmente
utilizados em processos fermentativos. Os fungos filamentosos produzem uma grande

variedade de enzimas ativas sobre carboidrato, entre eles o fungo Trichoderma Harzianum.

1.1 A matéria vegetal como fonte energética

Desde os primérdios da humanidade, a matéria lignoceluldsica tem sido utilizada
como fonte geradora de energia para utilidades tais como aquecimento, coc¢do de alimentos e
obtenc¢do de luz’. A queima desse material pode gerar ~15 MJ.kg—1, um terco da energia
gerada pela queima dos combustiveis fosseis?. Com o avango da tecnologia de fermentagio e
de bioprocessos, a matéria vegetal passou a ser utilizada para geracdo de biocombustiveis
como alternativa sustentdvel e ecoldgica para producdo de energia. Em uma andlise mais
detalhada, cada componente da parede vegetal pode gerar diferentes produtos para utilizagao
metabolica dos agentes fermentadores. A hemicelulose (11-37% do peso da parede vegetal) ¢
capaz de produzir 4cido acético, pentoses e hexoses, os quais podem ser metabolizados em
acido formico e acido levulinico. A celulose (32-54%), por sua vez, ao ser metabolizada, pode
gerar mondmeros de glicose. A lignina (17-32%) ao ser hidrolisada, pode produzir compostos

fendlicos de interesse econdmico (Figura 1.)
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Figura 1. Composi¢do de materiais lignoceluldsicos e seus potenciais produtos de hidrolise e

compostos de degradacao posteriores.

1.2 Os desafios na desconstruciao da biomassa vegetal

Em um mundo globalizado, a utilizacdo de combustiveis fosseis ainda ¢ de grande
importancia para o funcionamento das industrias, meios de transporte e producdo de energia
em geral. O carvio, petroleo e gas natural representam 82% da matriz energética global’. Em
geracdo de eletricidade, em 2024, os combustiveis fosseis foram a matéria prima utilizada
para produzir 59% da energia elétrica mundial®. Apesar da eficiéncia desses materiais para
producdo de energia, sua utilizacdo massiva pode gerar efeitos drasticos ao meio ambiente.
Desde 1750, foram acumulados 2.596 Gt de CO: de origem humana (combustiveis ¢ uso da
terra), dos quais aproximadamente 42 % permanecem na atmosfera atualmente. Estimativas
apontam que as emissoes associadas a queima de combustiveis fosseis podem causar até 11,5
milhdes de mortes por calor excessivo até 2100, caso ndo ocorra rapida mitigacdo’™®. Uma
opg¢ao sustentavel aos combustiveis fosseis ¢ a utilizacdo da biomassa vegetal para producao
de energia, principalmente em se tratando da producdo de combustiveis de segunda geragao
(2G). O Brasil gera atualmente cerca de 330 milhdes de toneladas por ano de residuos
agricolas e agroindustriais, incluindo residuos de culturas, agroindustriais e florestais, os quais
poderiam servir como matéria-prima para biocombustiveis de segunda gera¢do’. Tais residuos
ndo podem ser diretamente utilizados para processos de fermentacdo alcodlica, uma vez que
as leveduras fermentadoras ndo conseguem obter agucares simples em cadeias longas de
celulose e hemicelulose, principalmente quando estdo ligadas a lignina '°. Dessa maneira, para

que seja possivel a obtengdo de biocombustiveis de segunda geragao, ¢ de grande importancia
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0 pré-tratamento da matéria orgdnica por métodos fisico ou quimicos', assim como a
utilizacdo de coquetéis enzimaticos capazes de quebrar as longas cadeias polissacaridicas
disponiveis na biomassa vegetal '2. Devido a complexidade desses processos, a producdo de
biocombustiveis de segunda geracdo ainda ndo ¢ economicamente viavel, tendo seu custo de
produgdo entre US$0,7-1/litro, enquanto os biocombustiveis de primeira geracdo apresentam

custo entre US$0,3-0,45/litro">.

1.2 O género Trichoderma como fonte de enzimas ativas sobre carboidrato

A maior parte dos produtos compostos por enzimas no mercado possuem origem
fungica'*. Os fungos do género Trichoderma podem ter suas enzimas utilizadas na
composicdo de aditivos alimentares. Esse género ¢ conhecido por ser encontrado em uma
grande quantidade de ecossistemas e pode ser facilmente cultivado in vitro. H4 mais de 6
décadas sdo utilizados para biocontrole de agentes patogénicos em plantas. Para além de sua
utilizacdo para fins de controle biologico, o género Trichoderma possui potencial para
degradacdo de substratos lignoceluloliticos. A andlise do genoma das 12 espécies mais
comuns do género Trichoderma revelou que esses fungos possuem entre 269 e 361 genes
codificadores de CAZymes, dos quais as Glicosil Hidrolases (GHs) representaram mais de
50% das CAZymes, sendo as quitinases GH18, B-1,3/1,4-glucanases GH16 e B-glicosidases
GH3 presentes em maior nimero'’.

A espécie Trichoderma harzianum também se destaca na producdo de enzimas com
potencial biotecnologico. A analise do genoma da espécie revelou 259 genes de GHs, 101 de
Glicosil Transferases (GTs), 46 da familia Modulo de ligagao a Carboidrato (CBMs) e 42 de
Atividade Auxiliar (AA)'S. Entre as enzimas de atividade auxiliar, estdo classificadas as

Monooxigenases Liticas de Polissacarideos (LPMOs).

1.2 Enzimas ativas sobre carboidrato

As enzimas ativas sobre carboidrato sdo divididas nas classes glicosil hidrolases,

glicosil transferases, liases e esterases.

1.2.1 Glicosil-hidrolases
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As glicosil hidrolases constituem o grupo mais diverso das enzimas ativas sobre
carboidrato. Seu mecanismo de a¢do consiste na hidrolise da ligacdo glicosidica catalisada por
dois residuos de aminoacidos da enzima, um acido geral (doador de prdtons) € um
nucledfilo'. Esse grupo de enzimas tem sido utilizado para aplicagdo industrial ha décadas.
Somente entre as alfa-amilases, até 2020, foram depositadas 186 patentes: 84
(biocombustiveis), 41 (bebidas), 16 (farmacos), 15 (detergentes), 11 (alimentos), 10 (racdo
animal) e 9 (téxteis) '®, o que demonstra a versatilidade desse grupo em niimero de aplica¢des

industriais.

1.2.2 Glicosil-transferases

As glicosil-transferases (GTs) sdo enzimas que catalisam a transferéncia de residuos de
monossacarideos ativados (como UDP-glicose) para aceptores (como proteinas, lipidios ou
outros agucares), formando ligagdes glicosidicas '°. As glicosil-transferases atuam de duas
formas diferentes, inversdo ou retencdo da configuragdo anomérica do carbono do agucar
doador. As glicosiltransferases inversoras provavelmente seguem um mecanismo de
deslocamento Unico, em que o aceptor realiza um ataque nucleofilico no carbono 1 do agucar
doador %. Por outro lado, as glicosiltransferases retentoras nio possuem seu mecanismo de
acdo totalmente elucidado. A hipotese mais aceita ¢ o do mecanismo de duplo deslocamento,
no qual um residuo nucleofilico da enzima ataca o carbono anomérico do agucar doador,
formando um intermedidrio covalente. Em seguida, o aceitador ataca esse intermediario,

liberando a enzima e formando o produto final com a mesma configuragido anomérica '®.

1.2.3 Liases de polissacarideos

As liases de polissacarideos sdo enzimas que clivam ligagdes glicosidicas de certos
polissacarideos sem a adi¢do de 4gua e sem a participagdo de oxidantes. Em vez disso, elas
realizam a quebra por um mecanismo [-eliminativo, resultando na formagdo de duplas

1

ligagdes nos produtos finais, geralmente em urdnicos ou desoxiagtcares *!. Esse grupo de

enzimas ¢ altamente diverso, apresentando 44 familias. Isso sugere que as liases surgiram
mais de uma vez durante a evolugdo a partir de estruturas totalmente diferentes. A aplicagdo
industrial dessas enzimas ¢ de grande interesse econdmico, principalmente em se tratando da
degradacdo do alginato, um tipo de polissacarideo d4cido linear que consiste em

a-L-guluronato e B-D-manuronato. Tanto o alginato quanto seus produtos de degradacao
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(oligossacarideos de alginato) possuem abundantes atividades bioldgicas, como atividade

antioxidante, atividade antitumoral e atividade antimicrobiana .

1.2.4 Esterases de polissacarideos

As esterases de carboidratos catalisam a de-O ou de-N-acilagdo de sacarideos
substituidos. Elas atuam na remog¢do de grupos acetil, feruloil ou p-cumaroil ligados a
polissacarideos vegetais, facilitando a degradacao dessas moléculas por outras enzimas, como
celulases e xilanases. Aplicagdes biotecnoldgicas sdo vidveis para esse grupo de enzimas, uma
vez que facilitam a producao de ésteres de alto valor agregado, como estolideos fendlicos com

fun¢do antimicrobiana, ou o ferulato de etila com fung¢do antioxidante para cosméticos **.

1.3 Enzimas de atividade auxiliar

De acordo com o banco de dados CAZy, as enzimas auxiliares (AAs) sdo enzimas com
atividade redox que atuam em conjunto com outras enzimas ativas sobre carboidrato. Essa
classe apresenta 9 familias de enzimas lignoliticas e 7 de LPMOs. As enzimas AAl
caracterizadas sdo multicobre oxidases que utilizam difendis e substancias relacionadas como
doadores, tendo oxigénio como aceptor. Para além das LPMOs, a familia AA1 ¢ atualmente
dividida em 3 subfamilias, incluindo lacases, ferroxidases e multicobre oxidases semelhantes
a lacases. A familia AA2 contém peroxidases modificadoras de lignina de classe II. As
enzimas AA2 sdo enzimas secretadas contendo um grupamento heme que utilizam perdxido
de hidrogénio ou peroxidos organicos como aceptores de elétrons para catalisar uma série de
reagcoes oxidativas nas quais dois elétrons sdo derivados de moléculas do substrato para
reduzir a enzima, seguida pela liberacdo concomitante de duas moléculas de dgua. As enzimas
AA3 pertencem a familia das oxidorredutases de glicose-metanol-colina (GMC). As enzimas
AA3 sdo flavoproteinas que contém um dominio de ligacao ao dinucleotideo flavina-adenina
(FAD). A familia AA4 contém vanilil-alcool oxidases (VAO) que catalisam a conversao de
uma ampla gama de compostos fendlicos com cadeias laterais na posi¢cdo para do anel
aromatico. A familia AAS5 ¢ formada por oxidases de radicais de cobre e inclui duas
subfamilias. Todas as proteinas AA6 caracterizadas experimentalmente sdo 1,4-benzoquinona
redutases. Estas sdo enzimas intracelulares envolvidas na biodegradagdo de compostos
aromaticos e na protegdo de células fingicas contra compostos quindnicos reativos. As AA7

sdo glicooligossacarideos oxidases que oxidam os residuos glicosil redutores dos
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oligossacarideos ligados por ligagdes alfa ou beta-1,4. As proteinas da familia AAS8 consistem
em um dominio citocromo de classe espectral b. As proteinas AA8 foram inicialmente
descritas como o modulo hémico N-terminal encontrado na organizagdao do dominio bipartido
do flavocitocromo CDH. Elas podem ser encontradas isoladas ou anexadas a um CBM. Por
fim, as AA12 sdo as enzimas menos conhecidas entre as enzimas de atividade auxiliar,
possuindo apenas 1 caracterizagcdo até o momento. A tabela 1 apresenta uma relagdo entre
enzimas de atividade auxiliar que sdo consideradas LPMOs , sua origem e o substrato sobre o

qual possuem atividade.

Familia (AA) Origem Substrato
9 Fingica Celulose
10 Bacteriana Celulose/Quitina
11 Fungica Quitina
13 Fungica Amido
14 Fungica Xilana
15 Insetos, virus Celulose/quitina
16 Fangica Celulose

Tabela 1. Tabela de familias de LPMO, sua origem e substrato sobre o qual as enzimas sdo ativas.

1.4 Caracteristicas gerais de LPMOs

As LPMOs compreendem 7 familias de enzimas, AA9, AA10, AA1l, AA13, AA14,
AA15, AA16. As atividades auxiliares 9 e 10 s@o as mais estudadas, e representam as Glicosil
Hidrolases da familia 61 (GH61) e enzimas auxiliares com Moddulo de Ligagao a Carboidrato
33 (CBM33), respectivamente.

As LPMOs sao classificadas como enzimas de atividade auxiliar dependentes de
cobre. Essas enzimas foram descobertas em 1998 **, porém somente a partir de 2010 foram
identificadas como sendo diferentes da familia glicosil-hidrolase #. Ao contrario das celulases
tradicionais que requerem a presenga de uma cadeia de substrato isolada e solta na fenda ou
tunel do sitio ativo para realizar a clivagem, o forte mecanismo oxidativo do LPMO pode
permitir a oxida¢do na superficie de uma microfibrila cristalina de celulose, onde as cadeias
sdo empacotadas *°. O seu mecanismo de agdo consiste em um ataque do cobre reduzido do
sitio ativo a ligagdes glicosidicas-f-1,4 nas atividades auxiliares 9,10 e 11 e ataque a ligagdes
glicosidicas-a-1,4 na atividade auxiliar 13. O cobre ¢ fixado ao sitio ativo da enzima por meio

de uma regido conhecida por ‘Histidine Brace’. Essa regido consiste em dois residuos de
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histidina que expdem o cobre ao ambiente da reagdo enzimatica. Os dois atomos de nitrogénio
das cadeias laterais da histidina e um terceiro nitrogénio do N-terminal interagem com o
dtomo de Cu a uma distancia proxima de 2 A ¥’. A reacdo oxidativa comeca com a redugio do
cobre por um redutor externo seguido pelo mecanismo ainda debatido envolvendo a reagdo
com O: ou H:0: ?* para gerar espécies de oxigénio altamente reativas que podem adicionar
uma hidroxila no carbono C1 e/ou C4 da ligagdo glicosidica, e so6 entdo cliva-la. As LPMOs
geralmente dependem de uma espécie redutora externa, a qual pode ser o acido ascorbico, ou
outras moléculas menos conhecidas para essa fungdo, tais como fendis derivados da lignina .

Em termos estruturais, as LPMOs apresentam alguma identidade no centro catalitico
da enzima. O nucleo do dominio catalitico ¢ um sanduiche 3 de sete a nove folhas B. As algas
que conectam essas fitas 3 constituem a superficie de ligagao ao substrato, que acredita-se que
interaja com as superficies de substratos cristalinos. A regido localizada entre B1 e B2 das
LPMOs AA9 (entre Bl e B3 nas LPMOs AA10) ¢ denominada L2, e inclui um niimero
variavel de algas e hélices curtas. Algumas LPMOs possuem uma inser¢cdo entre B3 e p4,
denominada L3, que interage com L2. Nas LPMOs AA9 e AA13, hé alga curta no lado oposto
de L2. Além disso, os membros da AA9 possuem uma al¢a C-terminal longa, denominada
LC. Conforme discutido abaixo, o comprimento variavel e a constituicio de aminodcidos
dessas algcas podem contribuir para a especificidade e regiosseletividade do substrato. A
histidina N-terminal de alguns LPMOs fungicos ¢ metilada no Ne2, e o significado dessa

metilagdo ndo é claro. 33!,

1.5 Regiosseletividade e especificidade ao substrato de LPMOs

As diferentes familias conhecidas de LPMOs possuem diferentes substratos sobre os
quais exercem atividade. As atividades auxiliares 9,11,13,14 sdo majoritariamente de origem
fingica, e possuem atividade sobre celulose, quitina, amido e xilana, respectivamente. As
AA10s sdo principalmente bacterianas e possuem atividade sobre celulose ou quitina. As
AA1S5s sdo de eucariotos (incluindo insetos) ou virus, com atividade em celulose ou quitina *.
A clivagem atualmente relatada de substratos de quitina, amido e xilana ¢ oxidada em Cl,
enquanto a clivagem de substratos celulosicos ¢ oxidada em C1 ou C4, ou ambos. As LPMOs
AA10 apresentam motivos conservados em L2 que variam de acordo com o substrato sobre o
qual a enzima ¢ ativa. Em enzimas ativas sobre celulose, o motivo consiste de aminoacidos
nao polares, (Y[W|NWEF[N]G[A]V[N]L[Y]). Por outro lado, as LPMOs ativas sobre quitina

apresentam aminodcidos polares nessa regido, (Y[W]EPQSVE) *. A determinagdo de
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regiosseletividade pode ser desafiadora, uma vez que as massas dos produtos oxidados por
Cl e C4 sao idénticas, mas ainda pode ser possivel derivar informagdes sobre a
regiosseletividade oxidativa. A oxidagdo em C4 produz um 4-ceto-agicar que estd em
equilibrio com uma forma gemdiol. Por outro lado, a lactona produzida pela oxidag¢ao de C1
estd em equilibrio com uma forma de 4cido aldonico (ou seja, um grupo carboxilico), que

domina em pH neutro ** (Figura.2).
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Figura 2. Mecanismo de oxidagdo de LPMOs por meio dos carbonos C1 ¢ C4. Ao oxidar o carbono 1
(C1), as LPMOs sdo capazes de produzir uma extremidade redutora de lactona. Por outro lado, ao
oxidar o carbono 4 (C4), ¢ produzida uma extremidade ndo redutora de cetoaldose. Figura adaptada de

Zhu et al, 2020.

1.6 Expressao Heterdloga de enzimas de interesse biotecnoldgico

Os principais organismos utilizados para expressao heterologa de LPMOs sdo a
bactéria E. coli para enzimas de procariotos e a levedura K.phaffii para enzimas de eucariotos.
O residuo de aminoacido de histidina localizada no N-terminal dessas proteinas ¢ critico para
manuten¢do da atividade catalitica das LPMOs, o que limita as opg¢des de expressdo. A
levedura Komangataella phaffii ¢ amplamente utilizada para expressdao de proteinas que

necessitam de modificagdes pods-traducionais para desempenhar sua atividade biologica,
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sendo capaz de realizar glicosilagdes ligadas ao nitrogénio, glicosilagdes ligadas ao oxigénio,

3. Apesar da realizagdo dessas modifica¢des, os padrdes de

forsforilagdes e acetilagdes
glicosilagdao sdo diferentes daqueles encontrados na proteina naturalmente. Como exemplo
disso, as LPMOs fungicas apresentam glicosilagao no residuo Hisl, a qual ndo ocorre quando
essas enzimas sao produzidas em K. phaffii, conforme demonstrado pelas estruturas cristalinas
das LPMOs produzidas nessa levedura **. Os principais vetores utilizados para expressdo
nessa levedura sao os vetores comerciais pPIC. Entre os mais utilizados estdo o PPIC9 e o
pPICZa. O vetor PPICY utiliza-se de selegdo auxotrofica por meio do gene HIS4, o qual
codifica uma proteina multifuncional envolvida na biossintese da histidina em leveduras. A
linhagem GS115 possui esse gene deletado, impedindo o crescimento dessa levedura em
meios com auséncia de histidina. Por outro lado, o vetor pPICZa utiliza-se de selecao pelo
antibiotico zeocina. A linhagem mais utilizada para transformag@o nesse caso ¢ a X33, capaz
de produzir mutantes Mut" ao se realizar a integracdo do gene de interesse apds o promotor
AOXI1. Além disso, esses vetores plasmidiais permitem a secre¢do da proteina de interesse
para o meio extracelular por meio do fator de secrecdo alfa. Esse processo ocorre por meio da
particula de reconhecimento de sinal (SRP), a qual se liga ao fator de secrecdo na proteina
nascente exposto na superficie do ribossomo. Em seguida, o complexo ribossomo/proteina
nascente/SRP liga-se ao reticulo endoplasmatico rugoso mediado pelo receptor SR, resultando
no desprendimento do SRP do fator de secre¢do e do ribossomo, e na ligagdo da proteina a
membrana dessa organela celular, onde o fator de secre¢do é clivado ¥. A proteina de
interesse, dessa forma, segue o caminho de secrecdo ao ser transportada ao complexo de
Golgi por vesiculas secretoras, sendo transportada por fim até a membrana plasmatica através

do complexo SNARE * (Figura.3).
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Figura.3.Mecanismo candnico de secrecdo de proteinas em eucariotos. A secrecdo da proteina
nascente contendo o fator de secre¢do (em vermelho) ocorre por meio da ligacdo dessa sequéncia ao
complexo SRP. Esse complexo liga-se ao seu receptor SR (em amarelo), e tem o fator de secre¢ao
clivado no reticulo endoplasmatico. Em seguida a proteina segue ao complexo golgiense por vesiculas
transportadoras, seguindo o caminho para secre¢do até a membrana plasmatica mediada pelo

complexo SNARE. Figura adaptada de Viotti et al., 2016.

Esse vetor plasmidial facilita a purificacdo e identifica¢do da proteina de interesse pois
adiciona uma regiao de 8 residuos de histidina ao C-terminal, permitindo a ligagao da proteina
a colunas cromatograficas, além de identificacdo da proteina por Western blot.

Como alternativa vidvel, essas enzimas podem ser expressas na bactéria E. coli com
sucesso, mesmo aquelas oriundas de fungos ou outros eucariotos®. Os principais vetores
plasmidiais utilizados nesse caso sdo do tipo pET, tais como pET-28a ¢ pET-21a. Ambos
apresentam selecdo por antibioticos, com o vetor pET-28a oferecendo resisténcia a
canamicina ¢ o vetor pET-21a a ampicilina. Para facilitar a purificagdo da proteina, esses
plasmideos apresentam cddons para adi¢cao de cauda de histidina ao C-terminal da proteina de

interesse.

1.7 Evolucao das LPMOs

O aumento do oxigénio molecular atmosférico hé 2,4 bilhdes de anos pela fotossintese

das cianobactérias impds aos seres vivos uma condi¢do de sobrevivéncia totalmente nova *.
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A utilizagdo do oxigénio para realizagdo de reacdes quimicas que pudessem gerar energia foi
de fundamental importancia evolutiva®. E provavel que as LPMOs tenham surgido nesse
contexto, permitindo a clivagem oxidativa de ligagdes glicosidicas em polissacarideos
cristalinos recalcitrantes, como quitina e celulose”. A grande variedade de familias de
LPMOs ja conhecidas leva a debates a respeito da origem e evolucdo de cada um desses
grupos. As sequéncia de proteinas depositadas em banco de dados é maior para a AA9 (41%),
seguido da AA10 (27%), AA11 (14%), AALS (7%), AA16 (4%), AA13 (1%), AA14 (<0,5%),
e ainda outras LPMOs putativas. Com base nessas sequéncias depositadas, a arvore
filogenética de diferentes familias de LPMOs demonstram similaridade estrutural entre
AA16, AA14 e AA11. Isso sugere que o ancestral comum deste ramo evoluiu ndo apenas para
oxidar celulose (AAl6s), mas também xilana (AAl4s) e até quitina (AAlls). Uma
observagao semelhante pode ser feita para o proximo ramo, que contém as AA15s e as AA13s
#. Dessa maneira, isso sugere que as LPMOs ancestrais evoluiram multiplas vezes para oxidar
uma variedade de substratos. Novos estudos demonstraram que a evolugdo das LPMOs foi
quase exclusivamente impulsionada pela estabilidade redox *. Essa estabilidade foi alcangada
pela pressdo evolutiva para melhor ligacdo ao substrato, o que reduz as chances de reagdo de
peroxidase fora da via na auséncia de substrato e melhora a capacidade de evitar danos
resultantes da reagdo de peroxidase. Nesse mesmo estudo, Eijisink e colaboradores
demonstraram por meio da técnica ‘ancestral sequence reconstruction’ como evoluiram as
LPMOs de AA10 (Figura 4). Dessa maneira, foi possivel constatar que as enzimas ativas
restritamente sobre celulose ou quitina possuem o mesmo ancestral comum (Ancl) que
aquelas enzimas ativas sobre celulose e quitina conjuntamente. O Anc2 deu origem a todas as
LPMOs AAI10 estritamente quitinoliticas, Anc 3 € o ultimo ancestral comum das enzimas
quitinoliticas em gama-proteobactérias e bacilos. Por fim, Anc4 ¢ o ultimo ancestral comum

das enzimas quitinoliticas em bactérias bacilos.
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Figura.4. A. Arvore filogenética das LPMOs AA 10 construida por meio da técnica ‘ancestral sequence
reconstruction’. Ancl: Ancestral comum de todas as LPMOs AA10. Anc2: Ultimo ancestral comum
das LPMOs AAI10 quitinoliticas. Anc3: Ultimo ancestral comum das LPMOs AA10 das
gamaprotobactérias e bacilos. Anc4: Ancestral mais recente da mesma diversificagdo taxondmica. B.

Estrutura tridimensional das LPMOs preditas para construcdo da arvore filogenética.
1.8 O efeito sinérgico das LPMOs

Pelo fato das LPMOs ndo serem capazes de liberar diretamente agiicares redutores em
quantidades consideraveis, a aplicagdo dessas enzimas depende de outras glicosidases. Em
experimentos utilizando Avicel (celulose microcristalina) como substrato e o coquetel
enzimdtico Celluclast (composto de celulases de Trichoderma reesei), a utilizacdo das LPMOs
AA9 de Thermothielavioides terrestris € Thermoascus aurantiacus foi capaz de aumentar a
conversdo do substrato em produtos em 10% em um experimento de 24h **. Da mesma forma,
a utilizacdo de LPMOs de Myceliophthora thermophila no substrato PASC (celulose amorfa)
foi capaz de aumentar em quase 3 vezes a conversao do substrato quando em sinergismo com
celobiohidrolases **. Em outro estudo, a utilizagdo da LPMO AfAA9 B de Aspergillus
fumigatus em conjunto com o coquetel Celluclast foi capaz de aumentar em quase 5% a
liberacao de agucares redutores quando comparado ao experimento realizado somente com o

coquetel enzimatico .
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1.9 Expressiao de enzimas ativas sobre carboidrato em fungos

Quando submetidos a crescimento em meios de cultura com substratos complexos (tais
como braquidria, bagagco de cana e palha de trigo), os fungos tendem a realizar regulacdo da
expressdo de enzimas ativas sobre carboidrato de forma diferente quando comparados a
crescimentos utilizando fontes de carbono de facil metabolizagdo, como a glicose ***°. Fatores
de transcri¢ao que regulam esse processo ja sdo bem estudados e dividem-se entre fatores

ativadores da transcrigdo (como XInR, CIrB, Ace2) **!

e repressores da transcri¢do (como
CRE1 e CreA) **. Esses reguladores podem atuar de maneira integrada para controlar a
resposta metabolica dos fungos na presenga ou auséncia de agucares. O fator de transcricao
XInR atua na sintese das principais enzimas xilanoliticas por meio do motivo de ligacao ao
DNA Zn2Cys6 . O fator CreA inibe o gene xInr (codificador de XInR) ao se ligar a sua regido
promotora na presenga de glicose . Em dados da literatura, o fungo Trichoderma reesei
apresentou niveis de transcritos que codificam enzimas degradadoras de parede celular
vegetal altos apds 24 h de exposicdo a palha de trigo (aproximadamente 13% do mRNA
total). Por outro lado, no fungo Aspergillus Niger os transcritos registrados foram maiores
ainda (aproximadamente 19% do mRNA total). No entanto, quando esses mesmos fungos
foram submetidos ao crescimento em glicose, o fungo T ressei mostrou apenas 1.14% do
mRNA total de transcritos de genes relacionados a enzimas ativas sobre carboidrato, € o
fungo A.niger apenas 3% **. As enzimas de atividade auxiliar, como as LPMOs, representam
forte regulacdo positiva em substratos complexos, demonstrando sua importancia nesse
processo. O fungo termofilico Thielavia terrestris crescido em celulose microcristalina
(Avicel), apresentou 5 LPMOs entre os 20 transcritos mais expressos de enzimas ativas sobre

carboidrato *.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

e Expressdo heterdloga de enzimas acessorias do tipo LPMO de atividade auxiliar 9 e

11.

2.2 Objetivos especificos

I-  Verificar a expressdo de enzimas auxiliares em Trichoderma harzianum ao longo do
tempo e em diferentes substratos por PCR em tempo real.
1I- Andlise in silico das proteinas LPMOs de Trichoderma harzianum.

11I- Expressao heterologa da LPMO 503 no vetor pET28a na linhagem BL21(DE3).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Analises computacionais de LPMOs

Para realizacdo do alinhamento das sequéncias de proteinas LPMOs de atividade
auxiliar 9 (AA9), procedeu-se a busca das sequéncias no banco de dados UniProt. Foram
utilizadas para alinhamento apenas as regides dos dominios ativos das AAs, excluindo-se
peptideos sinais, CBMs e regides de desordem. O alinhamento foi realizado utilizando o
software MUSCLE (MUItiple Sequence Comparison by Log-Expectation). Para construcio
da arvore filogenética, foi utilizado o software MEGA11 (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis Version 11) pela metodologia Maximum Likelihood Tree. O teste de filogenia
aplicado foi o método Bootstrap. Para a construcao da estrutura tridimensional das LPMO 503
e LPMO 131, utilizou-se o software modeller. Para o refinamento do modelo foi utilizado o
software webgalaxy. Como modelo para embasar a constru¢ao da estrutura tridimensional da
LPMO 503, utilizou-se a LPMO 7P3U (UniProt Code). Como o modelo para construgdao da
estrutura da LPMO 993 utilizou-se a LPMO 502X (UniProt Code) e para o CBM da enzima a
LPMO 7YHI (UniProt Code) O mapa contendo as estruturas secunddrias foi realizado no

software PROCHECK.

3.2 Crescimento do fungo

O fungo Trichoderma Harzianum da linhagem TR274 foi crescido em Meio minimo
(0,7% KH2PO4, 0,2% K2HPO4, 0,05% MgS04.7H20, 0,16% (NH4)2S04, 1% substrato)
durante 8 dias. Utilizou-se como fonte de carbono os substratos glicose, braquiaria ou
bagaco-de-cana. A cada 2 dias de cultivo, coletou-se o micélio crescido por meio de filtragao.
Ao final do cultivo, obteve-se 12 amostras de micélios (glicose, braquidria e bagaco-de-cana

para 2,4,6,8 dias).

3.3 Extraciao de mRNA

Os micélios obtidos foram macerados com nitrogénio liquido e foram submetidos
imediatamente ao processo de extracdo de RNA total com TRIzol® conforme protocolo
fornecido pelo fabricante. A qualidade da amostra obtida foi avaliada por eletroforese em gel

de agarose. A concentracdo da amostra foi quantificada por NanoDrop® 2000.
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3.4 Transcricio reversa

Para realizar a transcricdo reversa utilizou-se a enzima SuperScript™ III Reverse
Transcriptase conforme protocolo do fabricante. Foi utilizado 5 ug de RNA total na reagao.
Para a eliminacdo de resquicios de RNA na amostra de cDNA, adicionou-se 1 uL de RNAse

H ao final do experimento.

3.5 Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR)

O cDNA obtido na etapa anterior foi amplificado usando cada um dos 5 pares
desenhados para cada gene. A enzima GoTaq® foi utilizada nesse experimento. Por serem
genes ricos em conteudo GC (~60%), optou-se por utilizar o agente desnaturante Dimetil
Sulfoxido (DMSO). O protocolo de PCR consistiu de uma etapa de desnaturagdo inicial de 95
°C por 2m30s, seguida de 35 ciclos: (95°C 20s, diferentes temperaturas de anelamento a
depender do gene 20s, 72°C 2m30s), finalizando com uma etapa final de 72°C por 5 min. Os

amplicons obtidos foram analisados por eletroforese em gel de agarose.

Gene | Primer F Primer R Temperatur
a de

anelamento

(<)

44837 | (5’-ATTAGAATTCAGGACAGATCCA | (5’-ATTAGCGGCCGCCTAGCCTTGCC | 50°C
4 AAA-3%) ACA-3%)

63047 | (5°-ATTACTCGAGCAGATGAAAAG | (5’-ATTAGAATTCCTTGTCACCAAGG | 52°C
CC-3%) TGA-3")

77405 | (5-ATTACTCGAGACCAACCCTGTC | (5’-ATTAGAATTCTTAAGCACGAATG | 50°C
CC-3%) C-3)

13110 | (5’-ATTAGCGGCCGCACTTCTTTTA | (5-ATTAGAATTCCTACTCCTTCTCTT | 52°C
8 CAAC-3") C-3)

50319 | (5’-ATTAGAATTCCCCGAGGCTCTG | (5’-ATTAGCGGCCGCTTACACGTTCA | 52°C
7 CGA-3) AAGG-3’)
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Tabela 2. Sequéncia e temperatura de anelamento dos primers utilizados para amplificagdo dos genes

de LPMO de Trichoderma harzianum.

3.6 Clonagem no vetor pGEM®-T Easy

Os amplicons obtidos na reagdo de PCR dos genes 131 e 503 foram clonados no vetor
pGEM®-T Easy conforme as instrugdes do fabricante. A propor¢do inserto:plasmideo
utilizada foi a 3:1. A reagdo de ligacdo foi deixada a 4°C overnight. No dia seguinte, o
plasmideo obtido foi transformado em células XL-10-GOLD por choque térmico, as quais
foram plaqueadas em meio LB-Agar com ampicilina e deixadas para crescer a 37°C
overnight. As colonias XL-10-Gold-pGEM®-T Easy-131 e  XL-10-Gold-pGEM®-T
Easy-503 que cresceram na placa foram transferidas para meio LB-Ampicilina liquido e
crescidas a 37°C a 200 rev.min-1 por 24 horas em 10 mL acrescido de 100 pg.mL1 de
ampicilina. A cultura foi posteriormente centrifugada e as células foram submetidas a
extracdo plasmidial com kit Invitrogen™ PureLink™ Quick Plasmid Miniprep Kit. Para
confirmacgdo da presenga do inserto no plasmideo, foi realizada digestdo dupla com enzimas

Notl/EcoRlI.

3.7 Subclonagem no vetor pPic9

Foi realizada a purifica¢do da digestdo dupla correspondente ao fragmento de interesse
conforme o protocolo do Kit de eluicdo ReliaPrep™ DNA Clean-up and Concentration
System. As amostras quantificadas foram ligadas ao vetor utilizando a propor¢do 5:1 com a
enzima T4 ligase Promega (4°c overnight). Células XL-10-GOLD foram transformadas com o
plasmideo contendo o inserto de interesse por choque térmico. As células transformadas
foram selecionadas por plaqueamento em meio LB-Ampicilina e crescidas em meio
LB-Ampicilina liquido a 37°C a 200 rev.min-1 por 24 horas em 10 mL acrescido de 100
ug.mL1 de ampicilina. Para confirmagao da presenca do inserto, procedeu-se a uma digestao

dupla com as enzimas Ncol/Xhol.
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3.8 PCR de colonia em células da linhagem XL-10-GOLD

Para confirmagao de células bacterianas corretamente transformadas por choque
térmico, foi realizada PCR de colonia nas colonias crescidas em meio LB com ampicilina.
Dessa maneira, cada coldnia a ser testada foi diluida em 10 uL de 4gua Milli-Q. O volume de
1 uL ¢ entdo coletado dessa diluigdo e utilizado para reacdo de PCR convencional. A etapa
inicial de desnaturacao a 95°C ocorre pelo tempo de 7 minutos, permitindo a lise celular e
liberacdo do DNA plasmidial contendo o gene de interesse. A PCR foi realizada utilizando-se
os primers especificos para amplificacio do gene completo, assim como os primers

flanqueadores da regido AOX.

3.9 Sintese de plasmideos

Os plasmideos contendo os genes riha503197 e triha99387 foram sintetizados
quimicamente por uma empresa especializada devido a dificuldade de clonagem desses genes

pela metodologia tradicional.

3.10 Transformacio em Komagataella phaffii

As células XL-10-GOLD-pPic9-LPMO131 e XL-10-GOLD-pPic9-LPMO503 foram
novamente crescidas em meio LB-Ampicilina liquido e foi realizada uma Miniprep com o kit
Invitrogen™ PureLink™ Quick Plasmid Miniprep Kit conforme o protocolo do fabricante. 5
ng do plasmideo obtido foram digeridos com a enzima Sacl a 37°C overnight. A construgao
foi precipitada utilizando-se acetato de sodio e etanol puro gelado. A amostra foi
ressuspendida em 10 pL de 4agua bidestilada. Em seguida, 80 pL de células GS-115
competentes foram transformadas por eletroporacdo de acordo com o protocolo
disponibilizado pelo fabricante da linhagem (Pichia expression. Kit, Invitrogen) e plaqueadas
em meio MD sem Histidina para sele¢do de transformantes. Para confirmagao dos clones,
realizou-se PCR de colonia em diferentes condigdes, utilizando-se NaOH para rompimento da
parede celular da levedura. Dessa forma, a colonia coletada foi diluida em 10 uL de solucao
0,02M de NaOH, incubada por 10 min. a 95°C. Foi adicionado a PCR convencional 5 ul
desse tratamento. O par de primers utilizados flanqueiam a regido AOXI1 na qual o gene de

interesse esta inserido.



33

3.11 Expressao protéica em K. phaffii

Para expressao da enzima heterdloga, as colonias de
K.phafii-GS115-pPIC9-LPMOI131 e K.phafii-GS115-pPIC9-LPMO503 foram crescida em
BMGY (em p/v: 1% extrato de levedura, 2% peptona, 1,34% YNB-sem aminoécidos, 4 x
10-5 % biotina, e 1% (v/v) glicerol, tamponado com Fosfato de sédio 100 mM pH 6,0) por 48
horas. O meio de cultivo com as células foi centrifugado a 10’000 g por 10 minutos e o pellet
foi ressuspendido em 50 mL de meio BMMY (em p/v: 1% extrato de levedura, 2% peptona,
1,34% YNB-sem aminoacidos, 4 x 10-5 % biotina, tamponado com Fosfato de s6dio 100 mM
pH 6,0) para expressdao da proteina heterdloga. A adicdo de metanol para induzir a expressao
somente foi iniciada apds o meio de cultivo atingir a OD de 10. Apos atingir essa densidade
celular, foi adicionado 0,5% de metanol por dia, durante 4 dias. Também foi testada a
expressao da proteina heteréloga LPMO 131 em meio minimo (1.34% YNB-sem
aminoacidos, 4 x 10-5% biotina e 0.5% metanol por dia). Para coleta dos sobrenadantes, os
in6culos foram centrifugados para retirar as células e foi adicionado PMSF (1 mM) e azida

sodica (0,01% p/v).

3.12 Analise do perfil de expressio de clones de K. phaffii por SDS-PAGE

Para determinagdo do perfil de expressdo de proteinas, foi realizado um gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) na concentracdo de 15%. As amostras foram precipitadas com
TCA/acetona utilizando-se 5 mL de sobrenadante do cultivo em BMMY e meio minimo. A
condi¢do desnaturante foi obtida ao adicionar 20 ulL de tampao de amostra e aquecer a

amostra a 95°C por 10 minutos.

3.13 Tripsinizacio e Espectrometria MALDI-TOF para identificacido proteica

Ap6s a preparacao e corrida do gel SDS-PAGE, as bandas de tamanho esperado foram
cortadas com estilete higienizado com metanol para identificacdo por espectrometria. Para
tanto, logo apos a coleta, as bandas do gel foram lavadas com 150 pl de solug¢do de
acetonitrila 50%/bicarbonato de amonio 25 mM pH 8,0 e agitadas em vortex por 20 minutos.
O sobrenadante foi descartado e esse processo repetido até que o gel ficasse transparente. Aos

tubos com essas amostras, foram adicionados 100 pl de acetonitrila 100% e as amostras
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incubadas por 5 minutos com agitacdo. Em seguida, foram adicionados 40 pl de uma solucao
de 10 mM de DTT em 25 mM de bicarbonato de aménio (NH4HCO3). As amostras foram
agitadas em vortex e mantidas a 56 °C por 1 hora. O sobrenadante foi retirado e adicionados
40 pl de iodoacetamida 55 mM. As amostras foram deixadas por 45 minutos em temperatura
ambiente ao abrigo da luz. O sobrenadante foi novamente descartado, e foram adicionados
100 pl de bicarbonato de amoénio 25 mM com 10 minutos agitando em vortex. O sobrenadante
foi novamente descartado, e foram adicionados 100 pl de solu¢ao de bicarbonato de amonio
25 mM em 50% de acetonitrila, agitando em vortex por 5 minutos. Essa mesma lavagem foi
repetida. As amostras foram secadas em Speed vaccum. Em seguida, foram adicionados 15 pl
de solugdo de tripsina 10 ng/ul, deixando reidratar no gelo por 15 minutos. O proximo passo
foi a adi¢ao de 80 ul de bicarbonato de amonio 25 mM. As amostras foram deixadas por 16 h
a 37 °C. A solugao foi retirada dos tubos e colocada em tubos novos. Foram adicionados 50 pl
de acetonitrila 100% com 5% de TFA aos pedagos de géis, os quais foram agitados em vortex
por 10 minutos. A solugdo foi coletada e passada para o tubo contendo a solucao da digestao.
Esse processo foi repetido. Ao final, todo o liquido contendo a proteina digerida foi secado
em Speed vaccum. Para a introdugdo da amostra no espectrometro, o pellet resultante foi
ressuspendido em 20 pl de agua milliQ. Em um tubo novo, foi pipetado 3 pl de matriz (50%
de acetonitrila/0,3% TFA) e 1 ul de amostra. Na placa, foram pipetados 1 pl dessa mistura

para ionizagdo. Os picos da espectrometria obtidos foram analisados pelo software MASCOT.

3.14 Clonagem do gene triha503197 em pET-28a(+)

O gene triha503197 foi clonado no vetor pET-28a(+) a partir do vetor
PPIC9-LPMO503. Para tanto, 500 ng do vetor contendo o gene de interesse em PPIC9 foram
digeridos com as enzimas Notl e EcoRI a 37°C, por 12 horas. Foi realizada a purificacdo do
fragmento de interesse liberado pela digestdo dupla conforme o protocolo do Kit de eluigdo
ReliaPrep™ DNA Clean-up and Concentration System. O vetor e o inserto digeridos foram
ligados utilizando a propor¢ao 3:1 com a enzima T4 ligase Promega a 4°c overnight. No dia
seguinte, o plasmideo obtido foi transformado em células da linhagem XL-10-GOLD para
produgdo de estoque de células transformadas por choque térmico. A confirmag¢ao da inser¢ao
do gene de interesse no vetor plasmidial foi realizada por digestao dupla com as enzimas Notl
e EcoRI a 37°C, por 12 horas. Apds miniprep para obtencdo do vetor recombinante, a

linhagem BL21(DE3) foi transformada por choque térmico, plaqueada em meio LB-Agar
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com canamicina e deixada para crescer a 37°C overnight. Para teste de expressdo da proteina,

foram induzidos 5 diferentes clones crescidos em placa.

3.15 Expressio do gene trihaS03197 em BL21(DE3)

A expressdo proteica foi realizada cultivando o clone BL21(DE3)-pET28 A-LPMO503
em 100 mL de meio Terrific Broth autoindutor (TB auto) (12 g/L de triptona, 0,15 g/L de
MgS04, 6,5 g/l de KH2PO4, 24 g/L. de extrato de levedura, 3,3 g/L de (NH4)2S04, 7,1 g/L
de Na2HPO4, 2,0 g/L de a-lactose, 0,5 g/L de glicose) em shaker ajustado a 28 °C, 200
rev/min, por 16 horas. Apds o tempo de crescimento, as células foram coletadas por
centrifugacdo a 10000xg por 20 min a 4 °C, ressuspensas em 10 mL de tampao Fosfato de
Sodio 50mM, pH 6,4, sonicadas [amplitude de 40% por 5 minutos (ciclos de 30 segundos
liga/desliga) (SONICS® Vibra-Cell™ VC 750, EUA)], acrescidas de 10mM de PMSF. O
sobrenadante contendo a proteina soluvel foi coletado por centrifugagdo. A fracdo insoluvel

também foi coletada para testes posteriores.

3.16 Purificacio da proteina LPMOS503 por His-Tag

A purificagdo da proteina heterdloga foi realizada por cromatografia de afinidade
utilizando coluna de HisTrap HP 5 mL (Cytiva). O procedimento foi conduzido no
equipamento AKTA Pure (GE Healthcare), utilizando os tampdes: LEW (50 mM NaH2PO4,
300 mM NaCl, pH 7,4) para o equilibrio da coluna e LEW com Imidazol (50 mM NaH2PO4,
300 mM NaCl, 250 mM Imidazol, pH 7,4) para a eluigdo. A coluna foi equilibrada com 50
mL de tampao LEW, volume equivalente a 10 vezes o volume da coluna. As amostras foram
aplicadas no sistema a um fluxo de 2 mL por min. Apos a aplicagdo, a coluna foi lavada com
10 vezes o volume da coluna, utilizando 8% de tampao LEW com 250 mM de imidazol. A
etapa de eluicdo foi realizada com tampao LEW contendo 250 mM de imidazol, em um
gradiente linear de 8% a 100%. As fragcdes de proteina obtidas durante a eluicdo foram

coletadas e analisadas por SDS-PAGE.
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3.17 Western Blot da proteina LPMO503

Para a realizacdo de Western Blot foi utilizada a membrana Amersham Protran 0,45
um NC (Cytiva). A transferéncia foi realizada a 25 V e 1,3 A por 7 min no equipamento
Power Blotter XL (Invitrogen). Apos a transferéncia, a membrana foi incubada por 45 min em
solugdo de bloqueio (5% (m/v) de leite em p6 desnatado Molico em TBS 1X), sob agitacao
leve, a temperatura ambiente. O TBS 1X foi preparado pela dilui¢do do TBS 10X (60,6 g/L
de Tris-base e 87,7 g/L de cloreto de s6dio). Apds o bloqueio, a membrana foi incubada com
o anticorpo primario (anticorpo monoclonal Anti-HIS Tag produzido em camundongo —
Sigma Aldrich), diluido na propor¢do de 1:3000 em solucdo (1% (m/v) de leite em po 52
desnatado Molico em TBS 1X), por 45 min em agitador orbital a 37 °C, a 60 rpm. Apds essa
incubacdo, a membrana foi lavada trés vezes por 5 min com TBS 1X contendo 0,05% (v/v) de
Tween 80. Em seguida, foi adicionado o anticorpo secundario (anticorpo Pierce Goat
AntiMouse IgG (H+L), conjugado com fosfatase alcalina — ThermoFisher Scientific), diluido
na proporcao de 1:5000 em solucdo (1% (m/v) de leite em p6 desnatado Molico em TBS 1X),
e incubado por 45 min sob as mesmas condigdes. A membrana foi revelada com o reagente
Western Blue Stabilized Substrate for Alkaline Phosphatase (Promega), conforme as

instrucoes do fabricante.

3.18 Analise da expressio de LPMOs por qPCR

O RNA total obtido do fungo crescido em bagago-de-cana, braquidria e glicose por
2,4,6 e 8 dias foi utilizado para transcri¢ao reversa com a enzima SuperScript™ III Reverse
Transcriptase conforme protocolo do fabricante. O cDNA entdo foi utilizado para realizacdo
de qPCR utilizando o reagente iTaq Universal SYBR Green Supermix™ conforme protocolo
do fabricante. A quantidade de cDNA utilizada por reagdo foi de 100 ng. Os primers
utilizados para cada um dos genes de interesse, assim como a sequéncia de primers para os
genes de referéncia, estdo contidos na tabela 2. As temperaturas utilizadas durante o ciclo
foram 95°C para desnaturacdo, 57°C para anclamento de primers e 72°C para extensdo, por
35 ciclos. Posteriormente, programou-se a maquina para realizacdo de curva de melting. O
Software utilizado para obter os parametros de qualidade dos genes de referéncia foi o

qBase+. A expressdo relativa foi avaliada com a metodologia delta-delta Ct (2-AACT)



37

Gene Primer F Primer R ™

448374 (5’-TGAGGCTTGATGGGATCTTTAC | (5°’- 62°C
--3%) ACTTTGAGCGAAAGGGAAGAG?3’)

63047 (5°- (5’-CATCCGCCTATGTACGACTTAA | 62°C
ATGAAGCTCACCGAGACAATC-3’) | T-3%)

77405 (5’-CCAAGGAATTGGAGTCTGGTA | (5’-CCAAGGAATTGGAGTCTGGTA | 62°C
A3’) A-37)

131108 (5’-AACCCAATCCATCCCATCAC-3’) | (5°-GCGACCTGTAGCAAGATCAA-3 | 62°C

’)

503197 (5°- (5’-CCACCCTTTCCATTGGATCTAT- | 62°C
GACCTTCATTGTGCTGATTGTG3) 3%

Actina (5’-CGACAATGGTTCCGGTATGTGC | (5’-ACGTAGGAGTCCTTCTGACCC | 63°C
A-37) AT-3")

a-Tubilina | (5’-TATCTGCTACCAGGCTCCCGAG | (5’-TGGTGTTGGACAGCATGCAGA | 65°C

A-3’

CA-3")

Tabela 3. Sequéncia e Tm dos primers utilizados para amplificacdo dos genes de LPMO de

Trichoderma harzianum por qPCR.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Modelos tridimensionais das LPMOs 503 e 993

4.1.1 Modelagem da LPMO 993

A analise computacional da estrutura tridimensional da LPMO 993 detalha a triade de
aminodcidos que coordenam a ligag@o do cobre ao sitio ativo. O residuo Hisl se liga ao 4&tomo
de cobre pelo nitrogénio do grupamento amina no N-terminal da proteina a uma distancia de
2,2 A, e o nitrogénio do grupamento imidazol do mesmo residuo de amino4cido est4 a uma
distancia de 1,9 A do atomo de cobre. A His86 faz parte do ‘histine brace’ e se liga ao cobre
pelo nitrogénio do anel imidazol a uma distancia de 2,4 A. O residuo Tyrl174, por sua vez, se
liga ao 4tomo de cobre também pelo nitrogénio do anel imidazélico a uma distancia de 2,9 A

(Figura.5,A e B).

Figura.5. Modelo tridimensional da LPMO 993. Em A esta representada a estrutura tridimensional da
enzima com o cobre posicionado em seu sitio ativo. Em B estd indicado com detalhes o ‘histidine

brace’ e a tirosina que realizam a coordenagdo do atomo de cobre no sitio ativo.

O estudo das estruturas secundarias da LPMO 993 apresentou 14 folhas
beta-pregueadas e 5 alfa-hélices. E possivel observar a formagio de duas pontes dissulfetos,
uma formada entre uma folha beta e uma alfa hélice entre a Cys56 e Cys177 e outra formada
entre a Cys97 e a Cysl01l. Essa mesma proteina ainda apresenta um modulo de ligacdo a

carboidrato (CBM1). (Figura.6). Esse moédulo é predominante em fungos, e ja ¢ bem
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conhecido por atuar direcionando os dominios cataliticos para o substrato insoluvel,

aumentando a concentragio local de celulases °.

& D phide bond

Histidine
brace

Figura.6. Esquema de predicdo de estruturas secundarias da LPMO 993. As setas amarelas indicam
folhas-beta pregueadas, os cilindros vermelhos representam estruturas de alfa-hélice, e os tragos lilas
apresentam a formacao de pontes dissulfeto. As areas tracejadas indicam a localizagdo do ‘histidine

brace’ e do mddulo de ligagdo a carboidrato 1 (CBM1).

4.1.2 Modelagem da LPMO 503

A modelagem da LPMO 503 revelou a presenca de um sitio ativo mais distanciado do
nucleo composto pelas folhas beta-pregueadas que a LPMO 993. O residuo Hisl se liga ao
atomo de cobre pelo grupamento amina do N-terminal e também pelo nitrogénio do
grupamento imidazol do mesmo residuo de aminoacido. A His74 e a Tyrl136 coordenam o

atomo de cobre no sitio ativo por meio do nitrogénio do grupamento imidazol (Figura.7).
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Figura.7. Modelo tridimensional da LPMO 503. Em A esté representada a estrutura tridimensional da
enzima com o cobre posicionado em seu sitio ativo. Em B estd indicado com detalhes o ‘histidine

brace’ e a tirosina que realizam a coordenacao do atomo de cobre no sitio ativo.

O esquema que mostra as estruturas secundarias da LPMO 503 apresentou 9 folhas
beta-pregueadas e 4 alfa-hélices. Os residuos Hisl, His74 e Tyr136 compdem o ‘histidine
brace’ para coordenagdo do 4tomo de cobre no sitio ativo. O aminoacido Cys39 localizado
em uma alfa-hélice, liga-se ao residuo Cysl119 localizado em uma alfa-hélice por ponte
dissulfeto (Figura.8). O residuo 184 até o C-terminal dessa proteina apresenta uma regido de
desordem. Evidéncias experimentais demonstraram que tais regides de desordem podem
induzir a dimerizagdo das LPMOs mediada por pontes dissulfeto, modulando positivamente a
ligacdo a celulose. Isso possui um grande impacto na penetragdo de fungos fitopatogénicos
em plantas >’. O papel fundamental dessas enzimas oxidativas secretadas na patogenicidade é

corroborado por estudos de dele¢do génica e sua ampla ocorréncia em patéogenos fungicos.
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62

L'

105

== == Disulfide bridges
Residues of the histidine brace

Figura.8. Esquema de predi¢do de estruturas secundarias da LPMO 503. As setas magenta indicam
folhas-beta pregueadas, os cilindros vermelhos representam estruturas de alfa-hélice, as linhas
tracejadas mostram pontes dissulfeto, e as estrela verdes apontam os residuos constituintes do

‘histidine brace’.

4.2 Construcao da arvore filogenética de LPMOs de atividade auxiliar 9 (AA9)

A construcdo da arvore filogenética das LPMOs AA9 revelou o agrupamento de 4
grandes grupos de enzimas de acordo com sua regiosseletividade. No topo da arvore, foram
agrupadas as enzimas de regiosseletividade C1,C4. Nesse grupo estdo contidas a LPMO 993 e
LPMO 448 de T Harzianum (Figura.9). Apesar dessas proteinas possuirem a mesma
regiosseletividade e serem oriundas do mesmo microrganismo, elas se encontram
relativamente distantes, em clados distintos. Isso pode indicar o surgimento dessas enzimas
em ancestrais diferentes, ou seja, cada uma dessas enzimas teve um ultimo ancestral comum
distinto, que recebeu mutagdes para construir as atuais configuragdes polipeptidicas dessas
proteinas. Apesar disso, ¢ possivel observar que as enzimas que mais se aparentam a LPMO
993 sdo oriundas do género Trichoderma, apresentando muitas regides conservadas entre si.
Ao contrario das enzimas LPMOs AA11 (degradadoras de quitina) que estdo relacionadas ao
combate de fungos micoparasitas, as LPMOs AA9 estio relacionadas a fungdo saprofitica
desse fungo, o qual utiliza a matéria organica vegetal morta para obtencao de energia. Nesse

sentido, a LPMO 448 também se agrupa junto a outras LPMOs do género Trichoderma, no



entanto, apresenta grande

Leptosphaeria maculans.
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similaridade a algumas enzimas do fungo fitopatogénico

C1,C4

100 p AFDS0NSR.T C1,C4 (Hoorentalis)
ACHE25T3.1C1,C4 (T.sp)
ADBEIZT1C1,C4 (T.satumisparum)
ACD38973.1C1,C4 (H.rufa)
CAATI339.1C1.C4 (Treessi)

ADJETT03.1C1,C4 (Horufs)

100

35

XP 0247T88422,1 LPMO 853 (T harzianum)
EAAZE018.1 C1,C4 (M.oressa)
AEDSES42,1 C1.C4 (T thermophius)
CAPT3254.1 C1,C4 (P.ansering)
CAQ16278.1 C1,C4 (C.graminicola)
CAPGET44.1 C1,C4 (P.anserina)
EAAZ8347.1 C1,C4 (M.crassa)
AEOSEEZ1.1 C1,C4 (T thermophilus)
CEBEF83171.1 C1,C4 (E-nidulans)

100 AEDSE412.1 C1,C4 (T.xhermogphilus)
{ AEDEETES.A C1.C4 (T temastris)

CAK38342.1 C1,C4 (Aniger)
BAES4385.1 C1,C4 (Aoryzae)
ccos0138.1 C1,C4 (B fuckelians)
coD4ssas.1 C1,C4 (B fuckekans)
CCO50144.1 C1,C4 (B fuckefians)

CAPD1E09 C1,C4 (P.rubens)
BAES3230,1 1,04 (A.oryzae)
CAP92380.1 C1,C4 (P.rubens)
BaEseTed, 1 C1,C4 (Aoryzae)
AEWSE451,1 C1,C4 (T arantiscus)

ACR36T48.1 C1,C4 (2 mays)

100

CAKARA95.1 1,04 (A.niger)
CEYD1204.1C1,04 (L maculans
cexadzae,1 C1,04 (Lmsculans)
caxei31aq C1.C4 (Lmaculans)

} 443 (T harzignum)

KAK4DS8607.1 LPMO
'ﬁE[MP&?TSSJ C1.C4 (Treased)
©1.C4 (T.rufa)

100 ACDAEET1.1
_|— CaPTI320.1 Cd (P.ansering)
15 CCATS037.1C4 (S.indica)
AEJ35168.1 C1,C4 (G rabeur)
CCAT351.1 C4 (S.indice)
CCOS0451.1 C1,C4 (B fuckeliana)

[ CaPeEITa1 C1.C4 (Pancenng]

a8

Figura.9. Arvore filogenética que agrupa as LPMOs de atividade auxiliar 9 de regiosseletividade

C1,C4. Em vermelho sao representadas as LPMOs 993 e 448 de Trichoderma harzianum.
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Por outro lado, a LPMO 131 se agrupou com LPMOs de regiosseletividade C4
(Figura.10). Os fungos que mais apresentaram enzimas semelhantes a de 7. Harzianum foram
Asperigillus oryzae e Thermothelomyces thermophilus. O fungo A.oryzae foi domesticado ha
mais de 2 mil anos, e ¢ utilizado comumente nos processos fermentativos para produgdo de
feijdo, produgio de bebidas alcodlicas como o saqué e a sacarificagdo do arroz *®. Da mesma
forma, o fungo T.thermophilus possui potencial para produgdo de biocombustiveis por meio

da hidrolise da biomassa vegetal *.

A presenca de enzimas acessorias com grande
similaridade entre esses fungos e as enzimas de 7. Harzianum pode indicar o potencial de
aplica¢do das enzimas auxiliares do género Trichoderma em processos biotecnologicos, como

na produ¢do de biocombustiveis.
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500 | — CAPE1385.1 Cd (P anasnina)
c4 e Erasezse Puistiva

— BAEGS561.1 C4 (A.oryzas)
g L AFJS4163.1 C4 (Fumigatus)

CAKSTIZA G4 (Arigen)
—1W|: AAMTEES3.1 C4 (Cochlobolu haterostrophus)
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EAAS335H.1

o
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CEXSEEE0.1 C4 {Lmaculans)
CAPE10ME.1 G4 (P.ansesina)

ci BRI
a| AEDES043.1 Cd (T terrastris)
43

CAPBSESE 1 (4 (P.ansering)
CBXE3546.1  C4 (L.maculans)
L cones caB ot
o CCATIN4A 1 C4 (S.indiea)
162} —:cmn?ﬁu C4 [S.indica)
CCATEET1.1 C4 (S.indica)
ﬂym1 C4 (P crysesporium)
o AEOTI031.1  Ca (T 1emestris)
- _|_— AEDB1305.1 C4 [TAsmnophivis)
103 L CAPGT483.1 C4 (P.anserng)
20 CAPTONSE.1  C4 (P.anserina)
_WJ:CEIHSESEJ Cd |Lmaculams)
0 CCATAZ48 1 €4 (5 indica)
H :mmJ C4 |L.maculans)
100 = EAAZEES.1
Q CADTO3AT.1 C4 (N.crassa)
L AEOB1304.1 €4 (T.termophilis)

AEQTI0A0. Cy (P ansedina)
CAPET481.1 ¢4 (P anserina)
EAASHSIT A C4 (P.oryzae)
AEOBE157.1 G4 (T.errastis)
AEQSSE3E1 £ (T tarmaphilus)
EAASTIBE. C4 (P.oryzas)

M = AECHTESZ.1  C4 (T1emestis)
CAPESEEE 1  C4 [P.anserina)

L]
w~‘—— AEQEIZTT G4 (T aeemophius)
65

Lk

EAASDZI0.1 C4 (N.crassa)
w0 | CAFOS85T.1 (4 (N.crassa)

'I EAAIIM08.1 C4 (N.crassa)
CAPTO248.1 C4 (P ansesina)

E |
BAESHE43.1 oy (Aaryzne)
_|_ XP 024780036, 1LPMO 131 (T harzianum)
m
L

AEQS5TTE, 1C4(T. thermophilus)
b1 AEDET306.1C4 (T, thermophius)

CCD52645.1CA{B. huckelina)

Figura.10. Arvore filogenética que agrupa as LPMOs de atividade auxiliar 9 de regiosseletividade C4.

Em vermelho esté representada a LPMO 131 de Trichoderma harzianum.
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4.3 Alinhamento das sequéncias de LPMOs AA9

Para determinacao de regides conservadas das LPMOs de 7. Harzianum, procedeu-se
o alinhamento dessas sequéncias juntamente a outras LPMOs semelhantes ja caracterizadas.
O alinhamento das LPMO 488 e 993 foi util para determinar os 3 residuos do ‘histidine brace’
dessa proteina, além do sitio de ligacdao a oxigénio (Figura.ll). As caixas vermelhas 1 e 2
indicam o residuo de histidina conservado para ligacdo ao cobre. Ao lado da caixa 2, esta
indicado por uma seta azul o residuo de prolina conservado em todas as LPMOs, este residuo
¢ uma caracteristica das LPMOs oxidantes mistas C1/C4, enquanto os oxidantes estritos C1—
ou C4 tém um residuo Tyr ou Ala/Asp nesta posi¢do, respectivamente >’. A caixa 3 detalha o
sitio de ligagcdo ao oxigénio molecular, o qual reduz o 4tomo de cobre ligado no sitio ativo. A
caixa 4 mostra o residuo de tirosina que completa a triade de aminoacidos coordenadores do
atomo de cobre no sitio ativo. Por fim, a caixa vermelha contendo um asterisco (*) para
indicar a asparagina conservada que recebe glicosilagdo, e ¢ util para determinagdo da
regiosseletividade C1/C4. O grande nimero de enzimas ja caracterizadas, permite deduzir que
os oxidantes C1/C4 frequentemente possuem um N-glicano na superficie plana ativa,
enquanto tal glicosilagdo estd ausente ou localizada em outro lugar na proteina para oxidantes

C1 ou C4 estritos °*¢!,
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LPM0 993
ABA4B2AINA
ABA384ILD1
LPMO 488
Q7Z9M7

LPMD 993
AGA4LB2A9NA
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Figura.11. Alinhamento LPMOs 993 e 488 com enzimas caracterizadas. As caixas vermelhas 1,2 e 4

indicam os residuos do ‘histidine brace’. A caixa vermelha 3 mostra o sitio de ligagdo ao oxigénio

molecular. A caixa com asterisco evidencia o residuo de asparagina conservado que pode determinar a

regiosseletividade da enzima. A seta azul indica o residuo de prolina conservado em LPMOs de

regiosseletividade C1/C4.
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A LPMO 131 possui menor similaridade do que as outras LPMOs AA9 de
T harzianum. Por esse motivo, a sequéncia dessa proteina foi alinhada a outras enzimas
caracterizadas diferentes daquelas utilizadas no alinhamento anterior, as quais apresentam
maior homologia com a proteina analisada. As caixas vermelhas 1 e 2 apresentam os residuos
de histidina que compdem o ‘histidine brace’, a caixa 3 apresenta um sitio de ligacdo da
proteina ao oxigénio molecular, e a caixa 4 evidencia o residuo de tirosina que completa a

coordenagao do 4tomo de cobre ao sitio ativo (Figura.12)

LPMO 131 1 FTT-LFIDRKNQGDGTCVRT -~ ===~ ==-=-=-- PHOGETATHNPIHPI TSEDMVC -GRD
AED&SE43 THGI - LLYNGTETPEWKYVROVAWEGA YEPEKYPNTEFFKTPPOTDINNPNITC -GRN
BAL43438C1 FPOFIEPSGTVTGIWVY WRE - - - === ccmmaaa TONHYSNGPVTONTSPEFRCYELD
AED&TEEZ FPQ-TDINGQLSGEWVTIRE------------- TTNHYSHGPVTOVTSDQIRCYELN
AEDS9E36CH FP5-1----ANTADWOYWHL- = = = = = = = = = « « - TTNFQSNGPVTDVNSD) IRCYERN
" " H = W Eew as W
2
LFMO 131 - -GNEAVSFICPANKGSLL TFEWR)WPDAQAPGS cH.EP-EA'-.-"r'IH-'{‘-.I'- - -DDMFTES
AEDGDE43 AFDSASKTETADILAGSEVGEFRVSWDENGKYEVF == =GPGOIYLSRAPN - DDLEDYR
BALA3438C1 LONTAG)TOTATYSAGDTVGFHAN------- CAT - - -GYLDWVMMSPASP - AANSPEA
AEDGTEE2 - -PGTPAPQIATVAGGTVTETVD- - - - - - -PSIQHP - - - GPLOFYMAKAPSGOTAATFQ
AEDS%836C3 =« PGTGAPGI YNV TAGT TINYMAK = = = = = = = S51 = = « GPMAFYTAKVPAGQSAATHD
o E & i i H 3
LPMD 121 AAGDGWFHIWEDG - - - YNPYTQHWCVDRELVENNGLLSVNLPRGLPSGYYIVRPEIVA
AEDADE43 GOGD-WFKIATGAAY -SNTEWLLWN- - - KHD- - - - FNFTIPKTTPPGKYLMRIEQFEM
BAL43438C1 GTE)TWFEIYEEKPQ-FENGOLVFDTT-QQE- - - -VTFTIPKSLPSG)YLLRIEQLA
AEDGTo62 GTENVWFKIYEDGPSGLGTSNI TWPSSGKTE - - - - VESVKIPSCIAPGDYLLRVEHIA
AEDS9836C3 GHGAVWSEIH)EMPH-FGTS - LTWDSNGRTS = - - -MPVTIPRCLODGEYLLRAEHLA
g W '.l:‘l':i'4I H & s w5zl W Wiz W
LPMo 121 AVHRDDP GCAQIFLNSDVGPLNVPQEHLTSIPGYVDLSTPGLEYDIY] - - - - NDL
AEDGE43 PSTVEYS NCAHVNI IGPGGET - = - - PTGFARFPGTYTVDDPGIKVPLNQ IVNSGEL
BAL43438C1 ASSYGGALD GCAQLNVENGGNGT - - - - PGPLVSIPGVYTGYEPGILINIY - - - -~ -NL
AEDGT662 ASTVGGADRWLACAQLTV-TGGTGTLMN- - TRELVAFPGAYSATDPGILFQLY - ---- WPT
AED59836C4 AGSPGGAD SCAQLSY-TGGESGETWMN - - PRMSFPGAYKATDPGILINIY-<=== YRV

Figura.12. Alinhamento LPMO 131 com enzimas caracterizadas. As caixas vermelhas 1,2 e 4 indicam

os residuos do ‘histidine brace’. A caixa vermelha 3 mostra o sitio de ligacdo ao oxigénio molecular.



48

4.4 Alinhamento das sequéncias de LPMOs AA11

O alinhamento das sequéncias de LPMOs AA11 foi capaz de evidenciar a conservagao
dos residuos de aminoacidos constituintes do ‘histidine brace’, marcadas pelas caixas
vermelhas 1 e 2, assim como o terceiro residuo de tirosina que completa a coordenaciao do
atomo de cobre ao sitio ativo da enzima, indicada pela caixa vermelha 3. As setas azuis estao
em pares, ¢ indicam os residuos de cisteina que se ligam por interacdes covalentes para
formar as pontes disulfeto nessas proteinas. A seta verde com um asterisco indica a alanina

conservada em LPMOs estritamente C1 ou C4, mas nao C1/C4 (Figura.13).

BGXZD3 1 HNEMSWPYPLRSRFDPQVPEEDIDYSMTSPLNSDGSNFPCKGYQT - -NTPWRATAD - YTA
LPMO5083 HNELSWPYAF RSKFNPNVPEALRDYSMTNPLLJAGGNYPCHKGYQWDFNRPEGKSVVTWJA
LPMOG38 HNOMKSPLPFRSKFNTALTANDMDFSHMTSPLDKHGIDFPCKGYHNLLGTPLGASAATIHAP
LPMO774 HETMTNPVYPY - - - - - = - - - - - GLSSLNNSPLDPNGADFPCKQRTGVYDLQ - GASNY - Y.AQ
Q2UABS HIMMAQPYPY = = = e e GKDTLNNSPLAADGSDFPCKLRSNTYQWTEENTA - - -AT
Dok, T T
f2 |2 f-1
BEXZD3 GQTYNMTITGSAHEGESCOLSLSYD- - - -NGKTFKVIQSMEGGCPL - - - -
LPMO5B3 GGTYNLTLSGSA GGSCOVSLSYD- - - -QGRTWKAFHSWIGQCPL- -« cccacaaaaa
LPMDG38 GGSYSFTITGEA IGGSCOASLSYD= == «KGYTFKVIKSYIGGCPP == s e s m e mam = =y
LPMO774 GSTOKLSFAGTA GGESCOVSVYTTDAQP DKNSVIWKY IKSTEGGCPAKDQAGNMGDSASA
Q2UABS GQSMPLSFIGSA GGSCQVSLTTOREP THDSHKWIVIKSIEGGC PA-NVDGNLSGGPTS
& IEE oW ok ok Aok &I & =5 3_l:i '?*2
BGXZD3 - =VSKYNFKIPGDVANGQALFANTWYNLIGNRE NCADVVISGETG === == = = = TPS
LPMOS83 - -KPTWSFTLPNDTFAGDAIF SWTWFNKIGNRE NCAHVTIQGRSK------ AARSPS
LPMODG38 KGDSSYQFTVPTDAPAGEALFAWTWFNRVGNRE NCAANTIGAGKK-------- RDAS
LPMO774 TOPYTYDFTIPKELESGNYTLAWTWFNKVGNRE NCAPLSVTGSGG----------5K
Q2UAB5 TGASKFTYTIPEGIEPGKYTLAWTWFNRIGNRE NCAPLTVTGSSSKRDEVPKEKTVE
wr o owwa® ", oo ReWde DR | oddrvedk [ krwdrded [
BEXZD3 SFESAYPDLFVANY - -GNGCSTVEGRETVFANPGDOVI -YGETVT - - - - - - - - - - - -
LPMOS63 DPFNSRPSOFVANY - -NNGCGTLEGKDVLFPNPGPDTD-FNSAGT - - = - - e e
LPMO6&38 TPFSSRPDIFVANY - - ANGVCTYEGKDVQLPNPGPDV D -YKSLGTVPP - - GPPPGQDEIA
LPMO774 DFLNTLPDMFEGNIFGPGGCGTASDTDLLFPNPGNDVDQFNGATSAFL - -GPTSCSSATY

Figura.13. Alinhamento LPMOs 503,630 ¢ 774 com enzimas caracterizadas. As caixas vermelhas 1,2
e 3 indicam os residuos do ‘histidine brace’. As setas azuis indicam regides de formagdo de pontes

dissulfeto. A seta verde com asterisco indicam a alanina conservada em LPMOs C1 ou C4 restritas.
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4.5 Construcio da arvore filogenética de LPMOs de atividade auxiliar 11 (AA11)

A construgdo da arvore filogenética das LPMOs AA11 foi capaz de demonstrar a similaridade
estrutural entre as enzimas de T harzianum e Treesei, com cada espécie apresentando a
mesma versdo da enzima com pequenas diferencas estruturais (Figura 14). Além do mais,
comparando-se as enzimas contidas no banco de dados Uniprot de codigos BOXZD3 e
Q2UAS8S5 utilizadas no alinhamento anterior, foi possivel constatar maior similaridade
estrutural entre as LPMOs 630 e 503 com a LPMO B0XZD3 de Aspergillus fumigatus, ao
passo que a LPMO 774 apresenta maior semelhanca a LPMO Q2UASS de Aspergillus oryzae.
Essas caracteristicas sugerem que cada uma das 3 enzimas LPMOs de T harzianum surgiram
de forma independente em ancestrais comuns, conservando-se ao longo das geragdes em
diferentes espécies. A presenca ampla de LPMOs AA11 em fungos saprofiticos abre debate
sobre a fung¢do dessa familia de enzimas. Fungos como T harzianum que realizam
micoparasitismo, podem ter a funcdo dessas moléculas relacionadas a degradagdo da parede
celular dos outros fungos, por outro lado, microrganismos que decompdem a matéria organica
morta, ndo possuiriam fun¢do evidente em um primeiro momento. Estudos mais recentes
avaliaram o dominio funcional da enzima AfAA11A de Aspergillus fuimigatus, o que
demonstrou o papel dessa familia na renovacdo da quitina fungica, em um processo
denominado ‘quitin turnover’ . Esse é um processo continuo pelo qual o fungo quebra partes
da sua propria quitina e reconstréi outras partes conforme cresce, diferencia-se ou muda de
ambiente. Isso indica que muito além de ferramenta molecular para parasitismo de outros
fungos ou insetos, as LPMOs AA11 apresentam funcdo primordial na propria fisiologia do

microrganismo.
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Figura.14. Arvore filogenética circular das LPMOs AA11. As estrelas amarelas apresentam as LPMOs

de T' harzianum avaliadas no presente trabalho.

4.6 Clonagem dos genes trihal31108 e triha503197 por metodologia tradicional

A extragdo de RNA total do fungo crescido em glicose nos dias 2 ¢ 6 resultou nas
extracdes com a melhor qualidade de RNA, sendo possivel visualizar as bandas de RNA

ribossomal 28,18 e 5S (Figura.15). Dessa forma, essas amostras foram escolhidas para

prosseguir no processo de transcri¢do reversa e clonagem.
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Figura.15 Gel de eletroforese da extracdo de RNA total com Trizol. Os pogos de 1 a 3 contém o
material genético extraido de micélios do fungo crescido em glicose por 2 dias. Os pogos de 3 a 6
possuem o material genético extraido de micélios do fungo crescido em glicose por 4 dias. Os pocos 7

a 10 possuem o material genético extraido de micélios do fungo crescido em glicose por 6 dias.

A amplifica¢do por PCR dos genes 503 e 131 ocorreu em tamanho esperado, com 655
bp para o gene 503 (Figura.16) e 1073 bp para o gene 131 (Figura.17) somente apods a
utilizacao do reagente DMSO. Esse agente quimico ¢ reconhecidamente eficaz para aumentar
a eficiéncia das reagdes de PCR que pretendem amplificar genes com alto conteudo GC, uma
vez que a capacidade desnaturante do DMSO facilita a quebra das ligacdes de hidrogénio
triplas entre a guanina e citosina ®. O contetido de guanina e citosina dos genes de LPMO de

T harzianum sdao mostrados na tabela 3.

1000bp

500bp

Figura.16 Gel de eletroforese da PCR do gene 503. As linhas 1,2 e 3 sdo triplicatas da amplificagdo do

gene triha503197, e possuem tamanho de 615bp. A linha MM indica o marcador molecular.
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Figura.17. Gel de eletroforese da PCR do gene trihal31. As linhas 1 e 2 apresentam uma duplicata do

produto de PCR do gene de interesse, o qual apresenta o tamanho de 1073pb. A linha MM apresenta o

marcador molecular.

Gene Conteudo GC (%)
triha448374 55%
triha63047 59%
triha77405 58%
trihal31108 58%
triha503197 60%
triha99387 56%

Tabela 4.

Conteudo GC para cada um dos genes de LPMO em estudo.

A clonagem dos amplicons em pGEM®-T Easy foi confirmada com sucesso pela

digestdao dupla com Notl/EcoRI para o gene 503 (Figura.18) e para o gene 131 (Figura.19). As

digestdes tiveram o inserto eluido com sucesso para o gene 131 (Figura.20). A dificuldade no
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processo de eluicdo da banda de DNA correspondente ao gene 503 se deu pela baixa
eficiéncia na digestdo do plasmidio com as enzimas Notl/EcoRI, causando a libera¢do do

inserto em baixas concentragoes.

3000bp
2500bp
2000bp

1500bp

1000bp

500bp

Figura.18. Gel de eletroforese da digestao do vetor pGEM-503 com as enzimas Notl/EcoRI. A linha 1
apresenta o vetor pGEM-503 digerido com as enzimas Notl/EcoRI, ocorrendo a liberagao do inserto
de 615pb indicada pela seta vermelha, a seta verde indica o plasmidio vazio com 3000pb. A linha 2

apresenta o controle negativo, com o plasmidio pGEM®-T Easy que ndo contém o inserto.

MM 1 2 3

1500bp
1000bp

Figura.19. Gel de eletroforese do vetor pGEM-131 digerido com as enzimas Notl/EcoRI. E possivel
visualizar a liberag@o do inserto de 1073bp. O vetor vazio aparece no tamanho de 3000bp
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MM 1 2 3 4 5

10000b
8000bp

1500bp
1000bp

Figura.20. Gel de eletroforese da elui¢do das bandas do inserto obtido na digestdo do vetor
pGEM-131. As bandas de tamanho 8024bp representam o plasmidio PPIC9 digerido e eluido, ao passo

que as bandas de 1073bp indicam o inserto que foi eluido.

A inser¢do dos insertos 503 e 131 no vetor pPGEM®-T Easy e posterior transformacao
e plaqueamento de células XL-10-GOLD em meio LB-ampicilina apresentou eficiéncias de
transformagdo distintas para cada um dos genes em questdo. A placa de cultivo de
XL-10-GOLD-pGEM-503 apresentou o crescimento de muitas coldnias, ao passo que a placa
de XL-10-GOLD-pGEM-131 apresentou o crescimento de apenas 2 colonias. Esse fato pode
ter se dado pela dificuldade de ligagdo do gene 131 ao vetor por apresentar maior tamanho em
comparagdo ao gene 503. Outro possivel motivo para tamanha diferenga na eficiéncia da
transformagao pode se dar pela diminuicao da eficiéncia das células competentes congeladas
ao longo do tempo, uma vez que a clonagem do gene 503 foi a primeira a ser bem sucedida.

A ligacdo do gene trihal31108 ao vetor PPIC9 apds eluigdo do inserto de interesse foi
bem sucedida. A correta ligacao do inserto foi confirmada pela lineariza¢ao do plasmidio com
a enzima Sacl, evidenciando uma banda de 9052bp, correspondente ao tamanho do plasmidio
PPIC9 mais o gene de interesse (Figura.21). Devido as baixas concentragdes da banda eluida
do gene triha503197, nao foi possivel realizar a sua ligacdo ao vetor PPICY. Esse gene foi

entdo sintetizado quimicamente no vetor PPIC9 para expressdo em levedura.
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10000bp
8000bp

Figura.21 Gel de eletroforese da linearizagdo do plasmidio PPIC9-131 com a enzima Sacl. A banda
obtida corresponde ao tamanho de 9052bp, a qual corresponde ao tamanho do plasmidio PPIC9 mais o
gene trihal31108.

O procedimento de eletroporacio da linhagem GS115 com o plasmidio
PPIC9-LPMOI131 foi bem sucedido, resultando no crescimento de multiplas colonias da
levedura em meio MD sem histidina. O resultado da PCR de colonia evidenciou a

amplificacdo de um fragmento de 1522 bp, correspondendo ao tamanho do fragmento AOX1

mais o gene de interesse (Figura.22).

MM 1

2000bp
1500bp
1000bp
750bp
500bp

250bp

Figura.22. Gel de eletroforese da PCR de colonia de GS115-PPIC9-LPMO131. O pogo 1 apresenta o

produto de amplificagdo de um clone positivo no tamanho de 1522bp, correspondendo ao tamanho do

gene mais o fragmento de interesse.
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4.7 Clonagem do gene triha 503197 sintetizado quimicamente

A transformacao de bactérias da linhagem XL-10-GOLD com o plasmideo PPIC9-503
por meio de choque térmico foi bem sucedida, gerando o crescimento de multiplas colonias
em meio LB com ampicilina. A confirmacdo da presenca do gene no meio intracelular das
bactérias foi realizada por PCR de coldnia, utilizando-se os primers flanqueadores da regido
AOX, assim como os primers que flanqueiam a sequéncia completa do gene, gerando

amplicons de 1139 pb e 615 pb, respectivamente (Figura.23).

Cl.1 Cl.1 Cl.2Cl.2 CI.3 CI.3 Cl.4 Cl.4 Cl.5 Cl.5
MmvM A B A B A B A B A B

2000bp
1500bp

1000bp
750bp
500bp

250bp

Figura.23. Gel de eletroforese da PCR de 5 colonias de XL-10-GOLD transformadas com o plasmidio
PPIC9-503. Os pogos do gel de eletroforese apresentam diferentes clones crescidos em meio LB sélido
com ampicilina. Tais clones foram testados para dois diferentes pares de primers, primers que
amplificam a regido AOX (A), e primers que amplificam o gene de interesse completo (B). Todos os
clones testados apresentaram amplificagdo de um fragmento de 615bp correspondente ao gene
completo triha503197. Por outro lado, somente o clone 1 apresentou fragmentacdo do fragmento AOX

de tamanho 1139bp.MM indica o marcador molecular.

Das colonias testadas, somente a primeira amplificou o fragmento AOX em
quantidades detectaveis no gel, no entanto, outras 4 colonias testaram positivo para presenga
do gene de interesse utilizando os primers para amplificagdo do gene completo. Esse resultado
pode ser explicado pela dificuldade de amplificagdo de um fragmento de mais de 1000pb

utilizando-se a técnica de PCR de coldnia.
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Para a linearizacdo do vetor visando a integracdo do plasmideo PPIC9-503 no genoma da
levedura, utilizou-se a enzima Sacl. O gel de eletroforese confirmou a completa digestao do

plasmideo em tamanho correto de 8668 pb (Figura.24).

MM 1 2 3

10000bp
8000bp

Figura.24. Gel de eletroforese da digestao do plasmidio PPIC9-503 com a enzima Sacl. As linhas 1,2 e

3 apresentam o material plasmidial digerido de tamanho 8998bp. MM indica o marcador molecular.

O procedimento de eletroporagdo da linhagem GS115 com o plasmideo PPIC9-503 foi
realizado com sucesso, obtendo-se varias colonias na placa de MD sem histidina em um
método de selecdo auxotrofico. A confirmagao da presenga do gene no genoma da levedura
apds recombinacdo homologa foi realizada por PCR de colonia para leveduras com os
primers AOX, sendo possivel observar o fragmento de tamanho 1139 pb esperado em 3

coldnias diferentes (Figura.25)

MM 1 2 3 4

2000bp
1500bp

1000bp

Figura.25. Gel de eletroforese da PCR de 4 colonias de GS115 transformadas com o plasmidio
PPIC9-503. As linhas 1,2,3 e 4 apresentam a amplificagdo do fragmento AOX de diferentes clones.

Somente os clones das linhas 2 e 3 apresentaram amplificacdo clara no tamanho de 1139bp.
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4.8 Expressao da proteina LPMO 131

O perfil de expressdo da proteina recombinante foi analisado por 96 horas em meio
minimo ¢ meio BMMY (Figura.25). A massa molecular tedrica da proteina heterdloga ¢ de
38.8 KDa. No perfil de expressdo, foi possivel verificar a presenca de uma banda de alta
expressdo com massa molecular entre 35 e 40 KDa na indu¢do em meio BMMY por 48 horas.
E possivel verificar duas fortes bandas com alta massa molecular na indugdo em BMMY por
96 horas, o que pode ser um indicativo de formas hiperglicosiladas da proteina de interesse. A
inducdo em meio minimo ndo resultou em bandas de secrecao proteica de grande intensidade,
o que pode ser o resultado de um crescimento celular mais contido nesse tipo de meio com
baixa suplementagdo de nutrientes (Figura.26A). O mesmo gel foi corado com prata para
revelagdo de bandas de proteinas com expressdo mais discreta no sobrenadante (Figura.26B).
Adicionalmente, foi realizado um crescimento do clone GS115-PPIC9-LPMO131 em meio
BMMY por 48 horas para comparagdo do secretoma dessa levedura com um clone negativo,
no qual ndo foi possivel amplificar a regido AOX mais o gene de interesse por PCR de
colonia (Figura.27). Esse segundo experimento resultou em uma expressdo da proteina de
interesse de forma mais intensa, ao passo que a expressdo de outras proteinas foram

diminuidas.
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A B
MM 1 2 3 4 5 6 7 MM 1 2 3 4 5 6 7

180 KDa
130 KDa

100 KDa
70 KDa

55 KDa

40 KDa

35 KDa

Figura.26 Gel SDS-PAGE corado com comassie-blue (A) e nitrato de prata (B) do sobrenadante do
clone K.phaffi-PPIC9-LPMO131 induzido por 96 horas em meio minimo (MM) e meio tamponado
contendo extrato de levedura e metanol (BMMY). As setas indicam a proteina de interesse no tamanho
de 38,8 kDa. As linhas 1,2 e 3 indicam o sobrenadante da levedura crescida em meio BMMY por 96,

72 e 48 horas, respectivamente. As linhas 4,5,6 e 7 indicam o sobrenadante do cultivo em MM

crescido por 96,72,48 e 24 horas, respectivamente.

180 KDa
130 KDa

100 KDa
70 KDa
55 KDa

40 KDa
35 KDa

25 KDa

Figura.27. Gel SDS-PAGE do sobrenadante do clone GS115-PPIC9-LPMO131 e controles negativos.
A linha 1 apresenta um clone negativo, o qual ndo apresenta a amplificacdo da regido AOX por PCR
de colonia. As linhas 2 e 3 apresentam o sobrenadante do clone positivo, evidenciando a proteina

heter6loga de tamanho 38,8 KDa. As linhas 4 e 5 apresentam o sobrenadante da levedura transformada

com o vetor PPIC9 vazio.



60

4.9 Identificacao da LPMO 131 por espectrometria de massas (MALDI/TOF)

A identificagdo por espectrometria de massas resultou em um espectro com picos de
boa intensidade para relagdes massa/carga (m/z) mais baixas (Figura.28). Foram identificados
picos em 760.43, 814.487, 890.387, 915.450, 987.506, 1063.447, 1255.470, 1504.625,
1603.739, 1822.682, 2240.951, 2540.199, 3137.372, 3391.417. A identificagdo da proteina no
banco de dados MASCOT resultou em uma proteina ndo relacionada ao fungo 7.Harzianum
ou a levedura K.phaffii, o que pode denotar baixa qualidade do experimento, que pode estar
relacionada a dificuldade na tripsinizagdo da proteina, ou ainda descalibragdo no equipamento

utilizado.

] 814,487
104 987506
6

760.403

890387

1285.470

1063.447 —
[ L ; 1603738
J l l AL l il . mﬁga‘ . ﬂ 1622687 240951 2540.199 3137372 3391417
H il H Mg LGl i I v P o —

1000 1500 2000 2500 3000 miz,

Figura.28. Espectro de massa da proteina LPMO 131. Foram identificados picos em 760.43, 814.487,
890.387, 915.450, 987.506, 1063.447, 1255.470, 1504.625, 1603.739, 1822.682, 2240.951, 2540.199,
3137.372,3391.417.
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4.10 Expressao da proteina LPMO 503 em GS115

A expressao da proteina de interesse LPMO 503 foi avaliada em coleta de ponto tnico,
em uma inducdo em BMMY por 72 horas (Figura.29). Foi possivel observar a presenca de
uma banda de expressdo intensa na altura de 25 KDa, semelhante a massa molecular tedrica
dessa proteina de 23,64 KDa. O poco contendo o sobrenadante de um clone negativo para a

presenca do gene ap6s o promotor AOX ndo possui uma banda de tamanho correspondente.

MM 1 2 3

Figura.29.Gel SDS-PAGE do sobrenadante do clone GS115-PPIC9-LPMO503 e controles negativos.
A linha 1 apresenta um clone negativo, o qual ndo apresenta a amplificagdo da regido AOX por PCR
de coldnia. A linha 2 apresenta o sobrenadante do clone positivo, ¢ possivel verificar uma banda de
expressdo de altura aproximada de 23,64 Kda. A linha 3 indica o sobrenadante da levedura

transformada com o vetor PPIC9 sem o gene de interesse.

4.11 Clonagem do gene triha503197 em BL21(DE3)

A transformacdo do vetor pET28a-LPMO503 foi bem sucedida e confirmada por
digestao dupla do plasmidio com as enzima Notl/EcoRI (Figura.30). Foi possivel constatar na
linha 1 do gel de eletroforese a liberagdo do inserto de tamanho 615bp (indicado pela seta

vermelha), além de uma banda correspondente ao plasmidio vazio de 5369bp. Na linha 2, ¢
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possivel constatar uma banda unica apds a digestdo simples do plasmidio contendo o gene de

interesse com a enzima Notl, de tamanho aproximado de 5984bp.

MM 1 2

6000bp
5000bp

750bp

500bpi

Figura.30.Gel de eletroforese da digestdo dupla do vetor pET28a-LPMOS503 pelas enzimas
Notl/EcoRI. A linha 1 apresenta a digestdo do plasmidio contendo o gene de interesse, sendo possivel
observar a liberacdo do inserto de 615bp. A linha 2 apresenta o mesmo plasmidio digerido unicamente

com a enzima Notl para comparagdo de tamanho. A linha MM apresenta o marcador molecular.
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4.12 Expressao do gene triha503197 em BL21(DE3)

A expressio do gene de interesse foi avaliada em 5 diferentes clones
BL21(DE3)-pET28a-LPMO503 apds indugdo em meio LB autoindutor em gel SDS-PAGE
(Figura.31). As linhas 1 até a 5 apresentam a fragdo soluvel obtida de cada um dos clones
apés sonicagdao. Foi possivel observar a forte expressdo de uma banda de tamanho
aproximado de 25 KDa, semelhante ao tamanho esperado de 23,64 KDa da proteina de

interesse.

MM 1 2 3 4 5

—
25KDa ey —— - -
20KDa

Figura.31.Gel SDS-PAGE da fragao soluvel de 5 clones BL21(DE3)-pET28a-LPMOS503. As linhas 1 a
5 apresentam os sobrenadantes dos diferentes clones induzidos em meio autoindutor. A linha MM
apresenta o marcador de peso molecular. E possivel verificar uma banda de expressdo de altura

aproximada de 23,64 Kda em todas as amostras.



64

Para realizar a purificagdo da proteina de interesse, procedeu-se a passagem do
material em coluna de niquel, resultando em um cromatograma com aumento do pico de
absorbancia entre as fragoes 30 e 47. As fracdes coletadas foram utilizadas como amostra de
um gel SDS-PAGE (Figura.32). As linhas 1 a 4 apresentam fragdes coletadas antes do inicio
do gradiente de imidazol, apresentando um grande ntimero de proteinas intracelulares de
E.coli ndo ligantes a coluna cromatografica. As linhas 7 e 8 apresentaram uma purificacio
parcial, com uma banda correspondente ao tamanho aproximado de 25KDa (indicada pela
seta vermelha). Por outro lado, as linhas 9 ¢ 10 evidenciaram uma banda menor de tamanho
entre 20 e 25 KDa (indicada pela seta azul). Por fim, as linhas 12 até 16 mostraram bandas de
tamanho superior a 25 KDa (seta verde). Esses resultados indicam uma purificacao parcial da
proteina de interesse. As linhas 9 ¢ 10 apresentam banda de tamanho mais aproximado ao
esperado para a proteina heterdloga, dessa forma, essas fragcdes foram priorizadas para

realizagdo de teste de western blot.

MM 1 2 3 4 5 6 7 8§ MM 9 10 11 12 13 14 15 16

Figura.32.Gel SDS-PAGE das fragdes purificadas por cromatografia de afinidade. As linhas 1 até 4
apresentam as fracdes que ndo se ligaram a coluna de niquel. As linhas 5 até a 16 apresentam as
fracbes eluidas da coluna com o aumento do gradiente de imidazol (fragoes

25,27,29,31,33,35,37,39,41,43,47 no cromatograma).
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4.13 Western blot LPMO 503

Para confirmagao da identidade da proteina LPMO 503, procedeu-se a um western blot
utilizando anticorpo anti-His tag. Foi possivel verificar a presenca de bandas bem definidas
em altura semelhante & esperada para a proteina de interesse (Figura.33). As linhas A at¢ a E
indicam diferentes clones de BL21(DE3)-pET-28a-LPMO503. Somente nos clones A ¢ D
foram detectadas bandas de proteinas por imunodetec¢do em tamanho aproximado de 25
KDa. A pequena diferengca entre o tamanho real da proteina de 23,64 KDa e a banda
observada com massa um pouco superior ao esperado, pode ter ocorrido pela diferenca de

corrida entre o gel utilizado como espelho e aquele utilizado para o western blot.

Figura.33.Western blot da fragdo soluvel de 5 clones BL21(DE3)-pET28a-LPMOS503. As linhas A e D
apresentaram banda visivel para imunodetec¢do com anticorpo anti His-Tag de tamanho aproximado a

25 KDa.
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4.14 Analise da expressiao dos genes de LPMO de Trichoderma Harzianum por qPCR

4.13.1 Analise dos genes de referéncia actina (act), a-tubulina (a-tub), e fator de

elongacado (EF)

Para verificar a qualidade dos genes de referéncia escolhidos, utilizou-se os
parametros M e CV, avaliados por meio dos parametros computacionais do Software Genorm,
contido no programa de andlise de dados qBase+. Esses pardmetros dizem respeito a
estabilidade do gene. O valor M pode ser calculado levando-se em conta o niimero de
amostras (n) em diferentes condigdes experimentais (braquidria, bagago-de-cana e glicose
para 2,4,6 ¢ 8 dias), assim como as diferengas nas expressodes relativas entre os genes de
referéncia utilizados (act, a-tub, EF). A formula para o célculo de M ¢ mostrada na
(Figura.34). Por sua vez, o célculo de CV (coeficiente de variagdo) ¢ uma medida de
dispersao relativa da expressdo do gene de referéncia em relacdo a média. A férmula para o

calculo de CV ¢ mostrada na (Figura.35).

l m
M; = — ACT:i — ACTE;
n Z; [ACr; Ikj|
J

Figura.34. Formula para o calculo de M pelo software Genorm. Mi € o valor da estabilidade do gene, n
¢ o numero de condigdes experimentais, ACTij ¢ ACTkj sdo as diferencas nas expressoes relativas

entre os genes de referéncia i e k na amostra j.

cv =2 <100
‘M

Figura.35. Formula para o calculo de CV pelo software Genorm. ¢ ¢ o desvio padrdo das expressdes

relativas do gene de referéncia. p é a média das expressoes relativas do gene de referéncia.

O célculo dos parametros M e CV foram realizados integrando os resultados dos 3
genes de referéncia, assim como somente os dados de act e a-tub (Figura.36). Como o
conjunto de genes act e a-tub apresentaram valores abaixo de 1, esses foram utilizados para o

calculo de expressao relativa dos 6 genes de LPMOs de interesse. Foi possivel constatar que a
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expressdo do gene EF ndo apresenta estabilidade adequada para as condi¢des experimentais
apresentadas avaliadas nesse trabalho, de tal forma que a integracdo dos resultados de
expressdao desse gene de referéncia aumenta os valores de M e CV. Dados da literatura
avaliaram o valor da estabilidade de 10 genes candidatos por meio do valor M do software
Genorm, entre eles o gene actl *. Nesse estudo, o fungo Trichoderma atroviride foi
submetido a crescimento em meio batata/dextrose-agar (PDA) em ciclos de claro e escuro por
72 horas para determinar a estabilidade dos genes nessas diferentes condi¢cdes ambientais. Foi
possivel observar que o gene actl apresentou valor M igual a 0,349, ficando atras de outros
genes, tais como tbp (M=0,042) e rho (M=0,042). E importante salientar, no entanto, que o
crescimento do fungo em substratos complexos tais como a braquiaria e o bagago-de-cana
dificulta a estabilidade dos genes de referéncia ao longo do tempo. De maneira geral, fungos
filamentosos crescidos em substratos como glicose e xilose, apresentaram genes de referéncia
com maior estabilidade em comparagdo a outros substratos mais complexos, como
palha-de-trigo e farelo-de-trigo ®. Dessa maneira, a obtengdo de valores de M abaixo de 1 sdo

aceitaveis nas condi¢des experimentais utilizadas nos experimentos.
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Reference M Ccv
Target

Act 0.975 0,285

a-tub 0,975 0,404

Average 0.975 0.344
Reference M Ccv
Target

Act 3,804 0.8

EF 4,396 0.981

a-tub 4,882 1.212

Average 4,361 0,998
Reference M Ccv
Target

Act 6,949 3,140

EF 6,949 1,533

Average 6.949 2,336

Figura.36. Resultados de M e CV para dois conjuntos de genes de referéncia distintos. Ao considerar

os valores obtidos do gene EF, os pardmetros de qualidade distanciam-se do valor ideal.
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4.14.2 Anélise da expressdo relativa de LPMOs

A andlise de expressao dos genes triha448374, triha99187 foi realizada de forma a
obter a expressdo relativa desses genes em relagdo ao controle de glicose, o qual ¢
considerado como fonte de carbono inibitéria da expressdo de enzimas ativas sobre
carboidrato. O crescimento do fungo em braquidria por 2 dias resultou em uma expressao
aproximadamente 10 vezes maior do gene Triha448374 que o controle. Houve queda de
expressdao para o crescimento por 4 dias, resultando em uma expressdo 5 vezes maior que o
controle de glicose. A expressdo volta a aumentar no quarto dia, alcangando uma
superexpressdo de aproximadamente 10 vezes. Por fim, no oitavo dia, a expressdo aumenta
até cerca de 100 vezes mais que o controle de glicose (Figura.37). Em bagacgo-de-cana, esse
mesmo gene apresenta uma grande superexpressido, com valores que superam 1000 vezes a
expressdo do controle, com destaque para o crescimento por 4 dias, que alcanca valores de

superexpressao proximos a 4000 vezes (Figura.38).

120
100
80

60

0 1 ——

2 dias 4 dias 6 dias 8 dias

Figura.37. Expressdo relativa do gene LPMO triha448374 crescido em meio minimo com braquiaria
(1%) por 8 dias utilizando o método 2-AACT. O eixo y representa numericamente o aumento de

expressdo com relacdo ao controle crescido em glicose.
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Figura.38 Expressdao relativa do gene LPMO t#riha448374 crescido em meio minimo com
bagaco-de-cana (1%) por 8 dias utilizando o método 2-AACT. O eixo y representa numericamente o

aumento de expressao com relagdo ao controle crescido em glicose.

Por outro lado, a expressdo do gene triha99387 diante do crescimento em braquiaria €
aumentada discretamente nos dias 2,4 e 6, com expressdo maxima de 9 vezes no dia 4. No
entanto, ao oitavo dia a expressao aumenta fortemente, alcancando valores de superexpressao
proximos a 200 vezes (Figura.39). Esse mesmo gene apresenta expressdo mais forte em
bagago-de-cana. No dia 2, ocorreu uma superexpressao de aproximadamente 300 vezes, no
dia 4 essa expressao diminuiu, atingindo valores proximos a 220 vezes. Nos dias 6 e 8 ocorre
aumento gradativo da expressdo, com superexpressdo proximas a 1600 vezes no dia 6 e
proxima a 1900 vezes no dia 8 (Figura.40). Esses dados corroboram com a dificuldade da
obtencdo de agucares simples e assimilaveis metabolicamente em substratos complexos como
0 bagaco-de-cana, sendo necessario a expressao massiva de enzimas ativas sobre carboidrato,
tais como as LPMOs. Os estudos ja publicados demonstraram grandes aumentos da expressao
de LPMOs em bagago-de-cana. Em A.fumigatus, houve um aumento de expressdo de
aproximadamente 600 vezes para a LPMO AA9 do gene Afu3g03870, e 430 vezes para a
LPMO AA9 do gene Afudg07850 quando esse fungo foi crescido em bagago-de-cana pela
metodologia de RNAseq. Para testar a expressdao do gene Afu3g03870 ao longo do tempo
quando crescido em bagaco-de-cana, os pesquisadores também realizaram a andlise de
expressao relativa por qPCR, tendo obtido o maior incremento de expressdo em 12 e 18 horas,

em um periodo total analisado de 24 horas®®
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Figura.39. Expressdo relativa do gene LPMO #7ha99387 crescido em meio minimo com braquiaria
(1%) por 8 dias utilizando o método 2-AACT. O eixo y representa numericamente o aumento de
expressao com relagdo ao controle crescido em glicose.
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Figura.40. Expressdo relativa do gene LPMO #iha99387 crescido em meio minimo com
bagacgo-de-cana (1%) por 8 dias utilizando o método 2-AACT. O eixo y representa numericamente o

aumento de expressdo com relagdo ao controle crescido em glicose.
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5 CONCLUSAO

As LPMOs sao enzimas de atividade auxiliar que desempenharam um papel
fundamental na adaptagdo de microrganismos ao ambiente rico em oxigénio que lhes foi
apresentado ao longo do processo evolutivo, e possuem grande potencial para aplicagdo
industrial. O fungo T harzianum codifica 6 diferentes LPMOs, e seu grande potencial na
hidrodlise de diferentes substratos leva a crer que essas proteinas possuem grande eficiéncia no
auxilio a degradacdo de substratos insoluveis. A expressdo heterdloga dessas enzimas
constitui um importante recurso para obtencdo de quantidades aprecidveis dessas moléculas,
sendo a levedura K. phaffii e a bactéria E.coli importantes chassis de expressao.

A andlise estrutural e alinhamento das sequéncias polipeptidicas dessas proteinas
evidencia a grande conservacdo do ‘histidine brace’ em todos os representantes dessa classe
de enzimas, assim como o terceiro residuo de tirosina que coordena a ligagdo do cobre ao sitio
ativo nas enzimas AA9. A constru¢do de uma grande arvore filogenética foi capaz de isolar as
diferentes regiosseletividades, tendo as LPMOs 488 e 993 sido classificadas como C1/C4 e a
LPMO 131 como CI1 restrita. As LPMOs AA1l ainda precisam de mais caracterizagdes para
permitir uma melhor classificagdo de regiosseletividade com base em sequéncias
polipeptidicas.

A expressao heterdloga dessas enzimas apresenta desafios devido ao alto contéudo de
guaninas em citocinas nas sequéncias génicas codificadoras das LPMOs. O presente trabalho
obteve sucesso na clonagem dos genes de interesse nos plasmideos pPGEM®-T Easy, PPIC9 e
pET-28a.

A expressao dos genes de interesse apresentaram diferentes eficiéncias em K.phaffii. O
clone GS115-PPIC9-LPMOI131 apresentou possivel expressao da proteina em tamanho
semelhante ao esperado, no entanto, ndo foi possivel realizar a confirmacdo da presenca da
proteina em gel SDS-PAGE por espectrometria de massas. Obteve-se um resultado
semelhante com a expressao do clone GS115-PPIC9-LPMO503. Por outro lado, a expressao
do clone BL21(DE3)-pET-28a-LPMOS503 foi bem sucedida, tendo sido purificada
parcialmente por cromatografia de afinidade e confirmada por western blot.

A andlise de expressdo relativa dos genes de LPMOs de T harzianum cultivado em
bagaco de cana e braquiaria apresentou diferentes graus de expressao. Notdvel superexpressao
foi observada em bagago de cana para os dois genes analisados, superando em mais de 2000
vezes a expressdo em glicose. Esses achados apontam para o desprendimento de esforcos

metabolicos por parte do microrganismo para maximizar a expressdo de enzimas ativas sobre
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carboidrato em condigdes ambientais especificas, evidenciando a importancia dessa moléculas
para a evolucao e o desenvolvimento da espécie T.harzianum.

Novos estudos sdao necessarios para caracterizar as LPMOs 131 e 503, assim como
confirmar suas regiosseletividades por estudos de espectrometria. Ensaios de sinergismo serao
capazes de analisar a aplicacdo industrial dessas enzimas, principalmente em se tratando de

aplicagdes na produgdo de biocombustiveis e controle bioldgico.
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