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Resumo

Os fungos do género Trichoderma abrangem um grupo de fungos extremamente
comuns em solos de todas as zonas climaticas. Sao eficientes produtores de enzimas
com aplicacGes industriais, ou na natureza, estando envolvidos na degradacao da parede
celular dos fitopatogénios bem como na degradacdo de outros fungos, matéria organica
e nutrientes secretados pelas raizes.

As estirpes de Trichoderma produzem enzimas extracelulares e antibi6ticos com
efeitos antifingicos, sobretudo T. harzianum, T. virens e T. viride, sendo por isso usados
como agentes de biocontrolo. De entre as enzimas de degradacdo das paredes celulares
produzidas, encontram-se B-1,3 e B-1,6 glucanases, quitinases e proteases. Pensa-se que
também as lipases poderdo estar envolvidas na actividade enzimatica de biocontrolo.

Este trabalho teve como objectivo a caracterizacdo do gene lip2 de Trichoderma
harzianum, para isso recorreu-se a um conjunto de ferramentas de biologia molecular,
bem como o recurso a programas bioinformaticos, de forma a efectuar a caracterizacao
do gene, contribuindo assim para um melhor conhecimento deste.

Procedeu-se a clonagem do gene lip2 num sistema de expressdo, usando o vector
pET-28a(+), e a avaliacdo da expressdo da proteina lip2 por gel de SDS-PAGE em
diferentes tempos de inducdo. Os resultados obtidos na clonagem indicaram uma banda
total de 6584pb 0 que comprovou o sucesso da clonagem. A expressao da proteina apos
8 horas de inducdo manifestou-se pela presenca de uma banda de peso molecular
estimado de 44kDa, observada por gel SDS-PAGE.

Palavras-chave: Trichoderma harzianum, lipase, lip2, clonagem, SDS-PAGE.



Abstract

Trichoderma spp. covers a group of fungi extremely common in soils of all
climatic areas. These fungi are efficient enzyme producers, with indudstrial applications,
or in nature, involved in the degradation of the cell wall of the phytopathogens as well
as in the degradation of other fungi, organic matter and nutrients secreted by roots.

Trichoderma strains produce extracellular enzymes and antibiotics with antifungal
effects, mainly T. harzianum, T. virens and T. viride, being by this way used as
biocontrol agents. Among the degradation enzymes of the cells walls produced, are -
1,3 and B-1,6 glucanases, chitinases and proteases. Lipases could also be involved in
enzymatic activity related with biocontrol.

This work intention was the characterization of the lip2 gene of the T. harzianum,
thus were used a set of tools from molecular biology and bioinformatics tools in order to
perform the study, contributing for a better knowledge of the gene.

Lip2 gene was cloned in an expression system, using the pET-28a(+) vector, and
the expression evaluation of the lip2 protein was made in a SDS-PAGE gel at different
induction times. The obtained results in the cloning showed a 6584bp band indicating
that the cloning was well succeeded.

The protein expression was verified at 8 hours of induction by the presence of a

band with an estimated molecular weight of 44kDa, in a SDS-PAGE gel.

Key words: Trichoderma harzianum, lipase, lip2, cloning, SDS-PAGE.
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1 — Introducéo

1.1 — Introducéo ao género Trichoderma

1.1.1 — Taxonomia

O género Trichoderma € cosmopolita em solos, madeiras em decomposicao e
material vegetal. As espécies de Trichoderma sdo frequentemente componentes
dominantes na microflora do solo nos mais variados habitats. 1sso deve-se a diversa
capacidade metabdlica das espécies de Trichoderma e a sua agressiva competitividade
na natureza (Gams & Bissett, 1998).

A maior parte das estirpes de Trichoderma néo tém sido associadas a um estado
sexuado e acredita-se que sdo mitoticas. Algumas espécies de Hypocrea e de outros
géneros aproximados descritos em Hypocreales tém anamorfos referentes a
Trichoderma, em anos recentes um numero crescente de teleomorfos de Hypocrea tem
sido ligado frequentemente a anamorfos de Trichoderma através da investigagdo
macromolecular (Gams & Bissett, 1998).

Apesar do género Trichoderma ser conhecido desde o inicio do século XIX e a
sua associacdo com o teleomorfo Hypocrea ser reconhecida pelos irméos Tulasne em
1865, a sua taxonomia continuou a ser pouco clara até décadas bem recentes (Gams &
Bissett, 1998).

Rifai em (1969) fez a primeira tentativa para distinguir morfologicamente as
espécies de Trichoderma, dividindo o género Trichoderma em nove “agregados de
espécies”. Rifai baseou-se numa analise de caracteristicas morfoldgicas e microscopicas
dos isolados, e relatou pela primeira vez uma possivel relacdo entre Trichoderma
(anamorfo) e Hypocrea (teleomorfo). Posteriormente, Bissett et al., (1991), agruparam
as espécies em cinco secgOes: T. Longibranchiatum, T. Hypocreanum, T. Pachybasium,
T. Saturnisporium e T. Trichoderma. Mais recentemente foram descritas cerca de
setenta e cinco espécies do género Trichoderma (Grondona et al., 1997; Chaverri et al.,
2001).

A taxonomia do género Trichoderma é largamente baseada em caracteres
morfolégicos tais como a forma dos conidios, tamanho, cor e ornamentacdo, o padrdo

das hifas e a formacdo de prolongamentos das hifas férteis ou estéreis dos conidioforos



(Rifai, 1969; Bissett, 1991). O répido crescimento desse fungo em culturas, a producao
de um micélio aéreo esparso, com o tipo de ramificacdo dos conidiéforos e 0 modo de
disposicao das fialides sdo caracteristicas utilizadas para distinguir as espéecies desses
géneros (Resende, 2004). Estudos revelam que a analise morfoldgica é muito tendente a
erros e que cerca de 50% dos Trichoderma spp. obtidos por anélise morfoldgica foram
identificados incorrectamente (Kubicek et al., 2001). Métodos moleculares tém sido
recentemente introduzidas em taxonomia de Trichoderma com a revisdo de
Longibrachiatum e Trichoderma, respectivamente, e teleomorfos relacionados (Samuels
et al., 2002).

1.1.2 — Morfologia

As culturas de Trichoderma spp. sdo, geralmente de rapido crescimento a 25-30
°C, sendo termosensiveis a 35 ° C. As colonias, inicialmente sdo transparente em meio
com cornmeal dextrose agar (CMD) ou brancas em meio rico, com potato dextrose agar
(PDA). O micélio, geralmente ndo se manifesta em meio de cultura CMD, os conidios,
em contrario, no periodo de uma semana formam-se em tufos compactos ou soltos, em
tons de verde ou amarelo, ou, com menos frequéncia, branco. Um pigmento amarelo
pode ser secretado no agar, especialmente em meio PDA. Um odor caracteristico doce a
“coco” € produzido por algumas espécies (Gams & Bissett, 1998).

Os conidios, ovoides e hialinos, formam-se a partir de células conidiégenas. Estes
encontram-se no final de estruturas ramificadas com aspecto piramidal, conhecidas
como conidiéforos, sobre as quais se situam células especiais, chamadas fialides
(Grondona et al., 1997).

Os fidlides sdo altamente ramificados e, portanto dificeis de definir ou medir. Séo
formados em diferentes anéis concéntricos ou formados a partir das hifas aéreas. Os
ramos principais dos conidiéforos produzem ramos laterais. O conidi6foro do género
Trichoderma assume um aspecto piramidal com ramos emparelhados (Gams & Bissett,
1998). (Figura 1).

A forma dos conidios varia desde de globoso até elipsoidal, ovéides, ou cilindrico
curto com a parte basal mais ou menos cénica e troncada. A amplitude de variacdo da
dimensdo dos conidios em Trichoderma ndo é grande, no entanto, algumas espécies
podem sempre ser diferenciadas por pequenas diferencas de tamanho. A superficie dos
conidios aparece liso na maioria das espécies em observacdo microscopica, no entanto,
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também podem ter aspecto aspero ou rugoso como em T. viride, e podem ter forma de
asa ou projeccdo de bolha como em outras duas espécies — T. saturnisporum e T.
ganense. Os pigmentos dos conidios podem variar desde incolor até verde-escuro, ou
menos frequente cinzento ou castanho (Gams & Bissett, 1998).

Os clamiddsporos sdo comuns em diversas espécies, embora possam apresentar-se
de uma maneira uniforme, formas globosas ou elipsoidais, terminais ou intercalares, de
parede lisa, sem cor, amarelados ou esverdeados e com 6-15 um de didmetro na maioria
das espécies (Gams & Bissett, 1998).

~& anm
7~

.
3

N

Figura 1 - A) Hifas e B) conidios de Trichoderma harzianum observado ao microscépio éptico;

observacdo 1000x.

1.1.3 — Ecologia e biologia dos fungos Trichoderma

Trichoderma spp. abrangem um grande grupo de fungos que sé@o extremamente
comum em solos agricolas, pradarias, florestas, sapais e desertos, no entanto sao
particularmente predominantes em climas hiumidos (Danielson & Davey, 1973; Domsch
et al., 1980; Roiger et al., 1991; Wardle et al., 1993), podendo ser detectado no solo
pelo cheiro, pois possui um odor caracteristico devido ao volatil 6-pentyl-a-pyrone
(Collins & Halim, 1972; Kikuchi et al., 1974; Moss et al., 1975).

Séo fungos de vida livre altamente interactivo na raiz, solo e ambientes foliares.
Ficou conhecido, por muitos anos, devido ao facto de produzirem uma ampla gama de

antibioticos (Sivasithamparam & Ghisalberti, 1998).



Trichoderma spp podem competir com outros microrganismos, como competem
por exsudados chave a partir de sementes que estimulam a germinacgédo de propagulos de
planta - fungos patogénicos no solo (Howell, 2002) e, geralmente, competem com 0s
microorganismos do solo por nutrientes e/ou espaco (Elad, 1996). Além disso, inibem
ou degradam pectinases e outras enzimas que sdo essenciais aos fungos patogénicos de
plantas, como por exemplo Botrytis cinerea (Zimand et al., 1996).

Os fungos do género Trichoderma sdo eficientes produtores de enzimas como
amilases, proteases e lipases, as quais podem ter aplica¢des industriais e, ou na natureza,
estar envolvido na degradacdo de parede celular dos fitopatogénicos (Chérif &
Benhamou, 1990), bem como degradar outros fungos, matéria organica e nutrientes
secretados pelas raizes. Estirpes de Trichoderma sdo conhecidos pelas caracteristicas
oligotroficas e, em condicGes de laboratério, esses fungos colonizam em substratos

extremamente pobre em nutrientes (Hjeljord et al., 2001).

1.2 — Utilizacdo de Trichoderma em biocontrolo

Nos Ultimos anos, tem-se notado uma crescente preocupagdo, em todo 0 mundo,
com os problemas ambientais decorrentes das diversas actividades humanas, incluindo a
agricultura. Esta preocupacdo resultou na procura de tecnologias de producdes
rentaveis, eticamente correctas e com perspectivas ecoldgicas. Para responder a este
pedido, pesquisas cientifica ttm avangado no desenvolvimento de solucGes apoiadas em
processos biologicos naturais. Nesse contexto, o controlo biologico constitui uma
alternativa cada vez mais importante, uma vez que, na agricultura convencional,
utilizada de forma complementar, contribui para a reducdo do uso dos agrotdxicos,
enguanto na agricultura organica, insere-se em substituicdo a estes produtos (Silva &
Mello, 2007).

Uma das funcbes que envolve a populagdo dos microrganismos nao
fitopatogénicos esta relacionada com a interferéncia no desenvolvimento dos mesmos
(Luz, 1991). Na natureza ha interac¢des continuas entre os potenciais patogénios e 0s
seus antagonistas, onde o controlo bioldgico funciona naturalmente.

Vérios exemplos de microrganismos antagonistas usados contra fungos
fitopatogénicos podem ser citados: Dicyma pulvinata no controlo do mal-da-serigueira
(Mello et al., 2005), Gliocadium no controlo de Phytophthora (Smith et al., 1990),

Trichoderma harzianum no controlo de Theobroma cacao (vassoura-de-bruxa do
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cacaueiro) (De Marco et al., 2000). Vale a pena salientar que em 90% dos antagonistas
utilizados, ha participacdo de diferentes espécies do género Trichoderma (Benitez,
2004). O comportamento desses fungos como antagonistas é essencial para 0 seu
efectivo uso em biocontrolo, pois podem actuar utilizando varios mecanismos (Kugcuk
& Kivang, 2003).

Entre os fungos filamentosos, os do género Trichoderma séo reconhecidos como
os hiperparasitas mais importantes e mais estudados. Exibem variabilidade entre as
linhagens em relacdo a actividade de biocontrolo; espectro de ac¢do contra hospedeiros;
propriedades fisiologicas e bioquimicas; como também a adaptacdo ecoldgica e
ambiental (Silva, 2000). Esse hiperparasita tem a fase sexuada no Filo Ascomycota,
Classe Euasmycetes, Ordem Hypocreales, Familia Hypocreaceae, Género Hypocrea
(Monte, 2001), sendo as espécies T. harzianum, T. virens, e T. viride as mais utilizadas
como agentes de controlo bioldgico de fitopatogénicos (Hermosa et al., 2000). Segundo
estes autores algumas espécies de Trichoderma sdo morfologicamente similares ao
estagio anamorfico (fase sexuada), apresentando proximidade taxonomica. Entretanto
muitas das linhagens, incluindo as utilizadas para biocontrolo, sdo classificadas como
fungo imperfeito (Monte, 2001). Trichoderma também coloniza materiais de plantas
herbaceas e lenhosas, onde o estagio sexual teleomorfo tem sido frequentemente
encontrado (Harman et al., 2004).

O biocontrolo ocorre de maneira indirecta, por competicdo de nutrientes e
espaco; estimulacdo do crescimento das plantas; mecanismos de defesa; producdo de
antibidticos ou ainda, directamente por micoparasitismo. Esses mecanismos podem
ainda actuar de forma sinérgica e a sua importancia nos processos de biocontrolo
dependem, ndo sO da espécie, mas do isolamento de Trichoderma; do fungo que
antagoniza; do tipo de cultura; das condigdes ambientais, tais como disponibilidade de
nutrientes, pH, temperatura e humidade (Benitez et al., 2004).

O uso de Trichoderma tem sido eficaz no combate a patogénios radiculares
como o nematode da raiz Meloidogine javanica (Sharon et al., 2001), Pythium spp.
(Naseby et al., 2000; Thrane et al., 2000), Rhizoctonia spp. (Cundom et al., 2003),
Phytophthora spp. (Etebarian et al., 2000, Ezziyyani et al., 2007) e patogénios da parte
aérea, como: Venturia spp., Botrytis spp. (Hjeljord et al., 2001, Lisboa et al., 2007),
Crinipellis perniciosa, (Sanogo et al., 2002). Podem, também, ser utilizados no controlo
de fitopatégenios de produtos de pds-colheita, como tubérculos (Okigbo & Ikediugwu,



2000), frutos (Batta, 2004) e na proteccdo de sementes (Burns & Benson, 2000; Harman
et al., 1980).

O potencial das espécies Trichoderma como agentes de biocontrolo de doencas de
plantas foi descoberto na década de 30 (Weindling, 1932), sendo verificado o controlo
de muitas doencas nos anos que se seguiram. Tais constatagdes tém levado ao
aparecimento de diversos produtos comerciais formulados a partir de variadas espécies

de Trichoderma em diversos paises (Howell, 2003).

1.3 — Trichoderma harzianum

Trichoderma harzianum Rifai (Ascomycota, Hypocreales, Hypocreaceae) ¢ um
fungo filamentoso, assexual, isolado comummente de solos tropicais de material
vegetal, ecossistemas rizosféricos e material organico em decomposi¢do, numa
proporcao de 10" -10° esporos por grama de solo (Samuels, 2006).

Os isolados de Trichoderma harzianum sdo ubiquos devido a sua natureza
saproéfita e encontra-se em solos e matéria organica em todas as latitudes. As condicdes
Optimas para o crescimento e esporulacdo, variam entre espécies, mas a maioria sdo
mesofilas, crescem num pH 6 e 0s esporos permanecem viaveis por um periodo de 45
dias (Samuels, 2006; Papavizas, 1985). A temperatura Optima de crescimento é a 30°C,
sendo a temperatura méxima de crescimento 36°C (Gams & Bissett, 1998).

Trichoderma harzianum cresce rapidamente sobre diferentes substratos,
utilizando monossacarideos, dissacarideos e polissacarideos complexos, assim como
purinas, aminodcidos, pirimidinas, aldeidos, e acidos organicos como fonte de carbono e
energia, produzindo assim um amplo espectro de metabodlitos que incluem antibi6ticos,
antifangicos, pigmentos, vitaminas, acidos organicos e enzimas hidroliticas (Grondona
et al., 1997). Entre as fontes azotadas utilizadas em meio de cultura para T. harzianum
destaca-se o sulfato de amonio, e outros compostos como amino&cidos, ureia e nitratos,
utilizados para o crescimento vegetativo do fungo (Papavizas, 1985).

Macroscopicamente, T. harzianum forma colénias concéntricas, de bordas
irregulares, com crescimento em meio sélido PDA de cor branca nos primeiros dias, e
posterior formacdo de esporos de cor amarela ou verde (Figura 2). Outro aspecto
importante da esporulacdo de Trichoderma € a habilidade de produzir clamidosporos,



que sdo estruturas de resisténcia, de aspecto tipicamente globoso ou subgloboso, que se
formam nos extremos das hifas (Grondona et al., 1997).

Figura 2 — Trichoderma harzianum em meio PDA

Trichoderma harzianum tem importancia ao nivel do controlo biol6gico de
doencas de plantas, especialmente doencas infectadas através do solo. A ac¢do de T.
harzianum no controlo bioldgico estd amplamente estudada por diversos autores (Liu &
Yang, 2005).

1.4 — Lipases

1.4.1 — Definicéo

As enzimas lipases (E.C.3.1.1.3) pertencem a familia das serinas hidrolases, que
por sua vez incluem varias enzimas esterases. S0 enzimas que catalisam a hidrdlise de
gorduras e 6leos, libertando acidos gordos, diacilglicerdis, monoacilglicerois e glicerol.
Também tém a capacidade de catalisar reaccdes de esterificacdo, transesterificacdo e
interesterificacdo em solventes organicos (Villeneuve et al., 2000). Estas enzimas
catalisam a hidrélise de 6leos e gorduras em glicerol e acidos gordos livres na interface
6leo-agua (Figura 3), no entanto, também sdo capazes de catalisar uma grande variedade
de reaccbes em ambos 0s meios (aquosos e ndo aquosos), particularidade que as
distingue das esterases (Saxena et al., 2003). Uma caracteristica importante das lipases €
a sua capacidade de ndo so hidrolisar ligagdes éster, para transesterificar triglicéridos e
resolver misturas racémicas, mas também de sintetizar ligacdes éster em meio ndo

aquoso (Macrae & Hammond 1985).
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Figura 3 — Hidrolise por lipases de triacilglicerol em glicerol e &cidos gordos.

A lipase ira dividir ésteres emulsionados de glicerina e de cadeia longa de acidos
gordos como trioleina (trioleilglicerol, TC18) (Sharma et al., 2001). Para as esterases, 0
substrato considerado padrdo € a tributirina (tributirilglicerol, TC4), que por sua vez,
também pode ser hidrolisada por lipases (Jaeger et al., 1999).

As lipases sdo amplamente distribuidas na natureza, e s&o produzidas por animais,
plantas e microrganismos. As maiorias das lipases utilizadas para fins biotecnoldgicos,
tem sido isoladas de bactérias e fungos (Lin et al., 2006).

Normalmente é aceite que as esterases hidrolisam ligagdes éster em esteres e
triacilglicerdis de cadeia carbonica curta (< 10 carbonos), libertando &cidos gordos de
baixo peso molecular, e, por isso também sdo denominadas esterases ndo-lipoliticas
(Chahinian et al., 2005) ou somente carboxilesterases (Bornscheuer 2002). Ja as lipases

hidrolisam preferencialmente triacilglicerois de cadeia longa (> 10 carbonos).

1.4.2— Caracteristicas cinéticas e fisico-quimicas das lipases

A maioria das lipases apresenta uma faixa Optima de actividade e estabilidade
entre pH 6,0 e 8,0 e uma temperatura dptima para uma actividade maxima entre 30 e
40°C. No entanto, estas propriedades podem variar significativamente, dependendo da
origem, ou mesmo entre isoformas produzidas por um mesmo microrganismo. As

lipases, geralmente, sdo glicoproteinas &cidas (Hiol et al., 1999), com massas



moleculares entre 20 e 60 kDa. O seu ponto isoeléctrico pode variar entre 4 e 5 (Ferrer
et al., 2000).

Como as lipases sdo enzimas hidrossolGveis, vdo actuar no metabolismo e
digestao dos triacilglicerois (Svendsen 2000; Aloulou et al., 2006), apresentando assim
uma baixa actividade ou mesmo serem inactivas em substratos solGveis em solucdes
aquosas. No entanto, apresentam maior actividade quando a concentracdo do substrato é
suficientemente alta para formar agregados micelares ou emulsdes, uma vez que tém a
capacidade de interagir com a interface dos substratos agregados (Sarda & Desnuelle,
1958). Esse aumento de actividade, na presenca de micelas ou emulsdes, deve-se ao
fenébmeno conhecido como activacdo interfacial (Reis et al., 2008). No caso da
activacao de esteres, a situacdo é diferente, isto porque as esterases catalisam hidroélise
de esteres sollveis, trabalhando sem interface e obedecendo as equacdes de cinética
enzimética de Michaelis-Menten, que sdo validas apenas se as reacgdes cataliticas
ocorrerem em fases homogéneas. Dessa forma, a analise das reaccOes catalisadas por
lipases ocorre utilizando substrato lipidico sob a forma de emulsdo. Ao contrario das
lipases, as esterases actuam somente em compostos solUveis em agua (Volpato et al.,
2010).

Este fendmeno, conhecido por activacdo interfacial, pode ser facilmente
observado quando se avalia o efeito da concentracdo de substrato na actividade

enzimatica (Figura 4).
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Figura 4 — Hidrolise de triacetina pela lipase pancreéatica e esterase hepatica de porco em
funcéo da concentracéo de substrato (Adaptado de Sarda e Desnuelle, 1958).

Na figura 4a, observa-se o perfil de actividade da esterase hepatica de porco frente
a triacetina em concentragdes solUveis e além do seu limite de solubilidade. Na figura

4b, observa-se o perfil de actividade da lipase pancreatica de porco frente a triacetina.



Os substratos no estado solivel séo indicados em concentragdes abaixo do limite de
solubilidade (sinalizada com 1) e concentragdes acima deste limite s&o denominados

como substrato no estado agregado.

Este fendmeno de activacao interfacial das lipases foi observado por (Holwerda et
al., 1936) e por (Schonheyder & Volquartz, 1945). Em ambos os casos, o0s trabalhos
foram realizados com lipases pancreatica de porco. Sarda e Deshuelle em 1958
purificaram esta lipase e estudaram detalhadamente este fendmeno, observando que a
actividade da lipase sobre a triacetina aumentava, notavelmente, uma vez que esta
superava o seu limite de solubilidade. Levantaram-se duas hip6teses, denominadas de
modelo da enzima e modelo do substrato.

O modelo da enzima foi proposto por Desnuelle e colaboradores em 1960,
supondo que a activacédo interfacial poderia responder a uma mudanca conformacional
sofrido pelas lipases. Estas reac¢es ndo se podem descrever mediante uma reacgdo de
Michaelis-Menten, uma vez que o processo de hidrélise possui diversas etapas (Verger
et al., 1990). No que diz respeito ao modelo do substrato, a activacéo € explicada com a
modificacdo do substrato lipidico na interface: o aumento da concentracdo local do
substrato no lugar do centro activo vai diminuir a orientacdo e conformacao dos lipidos
unidos na interface, relativamente a geometria do centro activo da enzima ou a
diminuicdo do grau de hidratacdo do substrato (Muderhwa & Brockman, 1992; Smaby
etal., 1994).

1.4.3 — Caracteristicas estruturais das lipases

Pleiss e colaboradores em 1998 compararam a estrutura dos centros activos de
diversas lipases e esterases e, como principal conclusdo, observaram que os centros das
lipases sdo normalmente mais largos e profundos do que o0s centros presentes nas
esterases, 0 que poderia explicar a capacidade que as lipases tém de reconhecer
substratos mais variados e com cadeias mais longas (p.ex.: trioleina).

Quando uma lipase esta na fase aquosa, abaixo do seu limite de solubilidade ou na
auséncia de uma emulsdo ou em baixa concentracdo de um substrato lipidico, ha
normalmente, uma hélice que cobre o centro activo, um oligopeptido helicoide
denominado por motivo “/id” ou “tampa”, que protege o centro activo (figura 5). Essa

tampa, anfifilica, € constituida por aminoacidos polares na parte externa e por
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aminoacidos apolares na parte interna, em contacto com o centro activo (Kamiya et al.,
1999).

Diz-se que, a lipase com a tampa que cobre o centro activo estd numa
conformacédo fechada, e na presenca de uma emulsdo ao entrar em contacto com a
interface formada pelo lipido, as lipases sofrem uma mudanca conformacional na regido
da tampa, expondo o0 seu centro activo para a hidrélise das moléculas de triacilglicerol
(Brzozowski et al., 2000). O centro activo sé fica exposto quando a tampa abre, ou seja,
a enzima so catalisa uma reaccdo em interfaces hidrofébicas-hidrofilicas ou ainda na
presenca de um solvente hidrofébico. O mecanismo de passagem a conformacdo
fechada para conformacéo aberta é entdo designado por activacdo interfacial (Kuncova
et al., 2003).

Substrato hidrofébico

E*+ 8§ — E*S T— E*: P

Tampa aberta

Figura 5 — Representacdo do mecanismo de tampa das lipases (Ribeiro, 2006).

O centro activo das lipases é geralmente caracterizado por uma triade composta
por serina, histidina e um residuo acido (&cido aspartico ou glutamico), essencial para
todas as reacgOes catalisadas por estas enzimas, sendo portanto classificadas como
serina hidrolases (Jaeger et al., 1999; Reetz, 2002).

Os mecanismos envolvidos na catalise das serinas hidrolases foram, inicialmente,
propostos por Brady e colaboradores em 1990. Na figura 6, a primeira etapa consiste na

retirada de um protdo da serina, mecanismo pelo qual os residuos de histidina e
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aspartato sdo requeridos. O grupo hidroxilo do residuo de serina ataca o carbono do
grupo carbonilo do substrato formando um intermediario de enzima acilado. A presenca
de um espaco oxianionico contribui para a estabilizacdo da distribuicdo de carga e
também para reducdo da energia minima de formacdo do intermediario tetraédrico. A
ultima etapa é denominada de desacila¢do: o grupo acil é transferido para a enzima e
libertado pelo ataque de um nucledéfilo (p. ex.: H20) sendo assim, o centro catalitico da

enzima é regenerado.
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Figura 6 - Mecanismo de reaccdo de hidrolise de ligacbes éster catalisada por esterases e
lipases. A triade catalitica e a &gua sdo visualizadas a preto, os residuos do espaco oxianionico a
azul e o substrato a vermelho. (a) Ataque nucleofilico do hidroxilo da serina ao carbono
susceptivel da ligacdo éster; (b) intermediario tetraédrico; (c) intermediario acil enzima e ataque
nucleofilico da agua; (d) intermediario tetraédrico; (e) enzima livre. Modificado de Jaeger et al.
(1994).
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O residuo da serina que participa na triade catalitica, normalmente, encontra-se
num pentapéptido conservado com uma sequéncia consenso (Gly-X-Ser-X-Gly), onde
X representa qualquer um dos 20 aminoacidos. Actualmente, alguns bancos de dados de
dominios conservados, por exemplo, 0 PROSITE (Sigrist et al., 2002; Hulo et al., 2008)
e o Pfam (Finn et al., 2008) utilizam a sequéncia do pentapéptido e da regido ao seu
redor para classificar se uma determinada sequéncia de aminoécidos codifica para uma
lipase ou esterase. De facto, somente a sequéncia desta regido tem sido insuficiente para
diferenciar entre estes dois tipos de enzimas e, portanto, novos métodos de
diferenciacéo tém sido sugeridos (Fojan et al., 2000).

Foi observado que todas as lipases com estruturas terciarias resolvidas possuem a
configuracdo chamada o/f hidrolase (Schmidt-Dannert, 1999) (figura 7). Esta
configuracdo foi identificada em 1992 através da comparacdo de cinco enzimas com
funcdes cataliticas totalmente diferentes: dienolactona hidrolase, haloalcano
dehalogenase, serino carboxipeptidase Il de trigo, acetilcolinesterase e a lipase de
Geotrichum candidum. Estas enzimas ndo possuem qualquer similaridade entre
sequéncias, ndo actuam com substratos similares nem possuem o mesmo nucleofilo,
contudo, possuem similaridades estruturais, combinadas com a preservacao do arranjo
dos residuos cataliticos (Nardini & Dijkistra, 1999). Segundo estes autores, o grupo de
enzimas com a configuracdo o/p hidrolase cresceu e tem abrangido um grande grupo de
enzimas, fazendo destas uma das mais versateis e amplamente distribuidas
configuracdes de proteinas.

Além de apresentarem 0 mesmo mecanismo reaccional, as carboxilesterases e as
lipases apresentam algumas semelhancas estruturais. A principal é a presenca da
configuragdo o/ hidroélase, sendo composto por varias a-hélices e folhas-f intercaladas.
Este € uma configuragdo bastante comum as hidrélases, sendo também encontrado em
outras familias de enzimas como epoxido hidrélases (E.C. 3.3.2.3) (Arand et al., 2005)
e haloperoxidases (E.C. 1.11.1.) (Hofrichter & Ullrich, 2006).
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Figura 7 — Representacdo esquematica do motivo estrutural conservado em enzimas da

familia o/p hidrélase.

Na figura 7, os filamentos em conformagdo 3 (1 a 8) formando uma estrutura em
folha B-pregueada estdo indicados pelas setas azuis, as estruturas em a-hélices (A a F)
estdo indicadas pelas colunas em vermelho. As posicdes relativas dos aminoécidos da
triade catalitica estdo indicadas por esferas vermelhas. A regido aminoterminal é
indicada por NH; no inicio da cadeia e a regido carboxiterminal por COOH no final da

cadeia (Bornscheuer, 2002).

1.5 — Aplicacdes biotecnologicas das lipases

As lipases microbianas apresentam uma grande diversidade de aplicacGes
industriais, por serem mais estaveis que as lipases animais, vegetais e por poderem ser
produzidas a baixos custos, com alta velocidade de sintese, grande versatilidade, e com
maior simplicidade na manipulacdo ambiental e genética da capacidade produtiva dos
microorganismos (Cihangir & Sarikaya, 2004; Ellaiah et al., 2004). S&o, na maioria,
extracelulares, uma evidéncia que facilita a sua extrac¢do, isolamento e purificagdo
(Carvalho et al., 2003).

O potencial biotecnoldgico das lipases relaciona-se pelo facto de catalisar diversas
reaccOes (eterificacdo e transesterificacdo), e ndo apenas hidrélises. Normalmente,
preservam a sua estrutura e estabilidade em solventes organicos, ndo requerem a
presenca de cofactores mas requerem condicOes estaveis de temperatura e pH.

Apresentam uma larga especificidade pelo substrato e alta enantiosseletividade (Elibol
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& Ozer, 2002; Carvalho et al., 2003; Burkert et al., 2004; Castro et al., 2004; Contesini
et al., 2009; Rigo et al., 2010).

As lipases de origem microbiana sdo utilizadas em alimentos, no fabrico de
detergentes (hidrdlise de gordura), de cosméticos (remocdo de lipidos) e tratamento de
efluentes (decomposicdo e remocgdo de substancias oleosas). Como estas enzimas
possuem um enorme potencial catalitico, também sdo utilizadas como biocatalisadores
ideais em quimica organica, quimica fina (sintese de ésteres), na industria farmacéutica,
e na producdo de aditivos alimentares (intensificacdo de aroma) (Elibol & Ozer, 2002;
Burkert et al., 2004; Cihangir & Sarikaya, 2004).

1.5.1 - Industria farmacéutica

A sintese de substancias bioactivas tem sido praticada ao longo dos anos através
da quimica organica convencional. Esta via de sintese, em alguns casos, pode resultar
em problemas, como a instabilidade da molécula nas condicdes de reaccao e a formacéo
de mistura racémica, sendo a molécula de interesse um dos enantiémeros (Reetz, 2002).

A utilizacdo de lipases na industria farmacéutica deve-se, especialmente, a
enantiosselectividade exibida por muitas destas enzimas. A catélise enantiosselectiva
permite a obtencdo de produtos opticamente puros, uma vez que estas enzimas Sao
capazes de reconhecer moléculas quirais e actuarem, preferencialmente, num dos
isdbmeros de uma mistura racémica. Esta caracteristica € extremamente vantajosa, pois,
em muitos casos, uns dos isomeros (R ou S) apresentam actividade bioldgica, enquanto
0 outro € menos activo ou até mesmo toxico (Hasan, 2006). Como exemplo, pode-se
citar o acido 2-fenil-propandico. Este composto é utilizado na sintese de drogas anti-
inflamatorias ndo esterdides (Ibuprofeno e Naxopreno) e pode ser obtido através de
reaccOes de transesterificacdo ou de hidrdlise do éster correspondente, catalisadas por
lipases. Outro exemplo que pode ser descrito, na utilizacdo da lipase de C. antarctica
numa resolucdo racémica dos derivados do &cido tiotetronico, para a obtencdo do
composto (R)-triolactomicina, que possui um &atomo de carbono quaternério quiral em
C5, com excesso enantiomérico (Isaksson et al., 2006; Toyama et al., 2006; Pandey et
al., 1999).

Como as esterases e lipases sdo capazes de catalisar uma serie de reacgdes e
possuem uma boa estabilidade em solventes organicos, podem ser consideradas como

excelentes biocatalisadores em fases intermedidrios de processos quimicos
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convencionais e na catalise de reac¢Ges quimicas que envolvam substratos insoluveis
em meio aquoso. Além disso, sdo aplicadas na resolucdo de misturas racémicas e na
remocao selectiva de certos compostos. As lipases sdo, também, utilizadas na producao
de antidepressivos, anti-hipertensivos e vasodilatadores (Patel, 2002; Hasan, 2006). O
uso de lipases nas inddstrias da quimica fina e farmacéutica tem sido cada vez mais
comum devido as caracteristicas de quimio-, regio- e/ou estereosselectividade (Reetz,
2002).

1.5.2 - IndUstria alimentar

Na inddstria de alimentos, as lipases sdo intensamente utilizadas, principalmente
na hidrélise da gordura do leite, intensificacdo do sabor dos queijos e na aceleracdo do
processo de maturacdo, fabrico de derivados de queijo e na hidrolise de gorduras e 6leos
(Hasan, 2006).

As lipases sdo, também, utilizadas para modificar o sabor dos alimentos, sintese
dos ésteres, dos acidos gordos, e alcoois de cadeias curtas, sendo estes compostos
béasicos do sabor e aroma (Hasan, 2006).

A estereoselectividade das lipases é util na sintese de biopolimeros como, por
exemplo, em polifenois e poliésteres, na resolucdo cinética de misturas racémicas de
alcoois secundarios em reacgdes de hidrolise, na eterificacdo e na transesterificagdo
(Schulz et al., 2000; Jaeger & Eggert, 2002).

Por exemplo, na industria de lacticinios, no queijo e no leite, sdo utilizadas na
aceleracdo do processo de maturacdo. Desta forma, a lipase tem sido utilizada na
hidrélise selectiva dessa gordura, possibilitando a sua utilizacdo na formacdo de
produtos com aroma do queijo, na producéo de substitutos de manteiga e outros aditivos
usados em cereais, gomas e aperitivos. A adicdo desses hidrolisados confere uma
variedade de efeitos organolépticos aos alimentos (Virto et al., 2003).

Outro exemplo pode ser dado na industria de panificacdo, no fabrico do péo, a
lipase degrada os lipidos do trigo, modificando a sua interaccdo com o glaten, obtendo
um resultado condicionador na massa, aumentando o volume do pdo, melhorando a
textura. Neste caso, utiliza-se a lipase 1,3 especifica para obter este efeito (Castro et al.,
2004). A hidrdlise realizada por lipases 1,3 especificas é aplicada para a obtencdo de
monoacilgliceréis que sdo usados como agentes emulsificantes (Freire & Castilho,
2008).
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1.5.3 - Industria de detergentes

As lipases sdo utilizadas na industria de detergentes para facilitar o rompimento
de ligacBGes presentes nos triacilglicerdis e, consequentemente solubilizar gorduras
aderidas ao tecido. Alguns exemplos de enzimas utilizadas em detergentes séo a
Lipolase® (Novozymes), obtida do fungo Thermomyces lanuginosa e expressa em A.
oryzae; a Lumafast® (Genencor, USA) e a Lipomax® (Gist-Brocades, Holanda),
lipases bacterianas provenientes de Pseudomonas mendocina e P. alcaligenes (Jaeger &
Reetz, 1998).

A éarea mais importante de aplicacdo comercial para as lipases hidroliticas € em
detergentes industriais ou domesticos (Horchani et al., 2009), onde € geralmente usada
em combinacdo com uma ou mais enzimas, tais como proteases, amilases e celulases,
sendo responsavel pela remocédo de diversas gorduras (Castro et al., 2004). As lipases,
neste caso, devem possuir caracteristicas de baixa especificidade ao substrato,
termoestabilidade, e serem activas e estaveis em condi¢fes normalmente consideradas
agressivas para uma enzima, como temperaturas de 40 a 60 °C e meios muito basicos
(Sharma et al., 2001).

1.5.4 — Outras aplicacgdes

Na industria téxtil, as lipases sdo usadas para facilitar a remocao de lubrificantes,
a fim de promover uma melhor absorcdo da tinta no tecido. As fibras sintéticas
modificadas enzimaticamente sdo utilizadas para a producédo de fios e tecidos (Hasan,
2006).

As possibilidades de aplicacdes das lipases na industria oleoquimica sdo enormes.
Pesquisas acerca da producdo de biodiesel utilizando lipases através da
transesterificacdo de triglicéridos com alcoois de cadeia curta, tem crescido
significativamente nos Gltimos anos. Foram realizadas producGes de biodiesel
catalisadas por lipases a partir de diferentes tipos de 6leos, tais como de girassol, soja,
coco e palma (Lee et al., 2002; Pizarro & Park, 2003; Talukder et al., 2010).

As lipases também sdo utilizadas na industria de papel e celulose para remocéo de
triacilglicerdis e ceras, removendo componentes hidrofébicos que causam problemas no
fabrico do papel (Kontkanen et al., 2004; Pandey et al., 1999; Gupta et al., 2004).
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Na area ambiental, as lipases podem ser aplicadas na remocao de 6leos presentes
nas &guas residuais de fébricas, restaurantes ou residéncias, ou provenientes de
industrias de refinacdo de o6leos que poluem solos e agua. A aplicacdo de
microrganismos produtores de lipases na degradacdo de hidrocarbonetos derivados do
petréleo é sugerida como uma alternativa de biorremediacdo (Jaeger & Eggert, 2002;
Patel, 2002; Pizarro & Park, 2003).

1.6 — Gene lip2 em Trichoderma harzianum

As sequéncias nucleotidicas dos genes lipl e lip2 foram identificados através da
HE-TAIL PCR (High Efficiency Thermal Asymetric Interlaced PCR) por Jorge et al.,
(2008, 2010), e estdo depositados na base de dados GenBank com os codigos de acesso
AM180877.1 e AM774154 respectivamente.
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2 — Objectivos

Os fungos do género Trichoderma sdo muito utilizados no controlo biologico
devido a sua capacidade antagonista sobre fungos fitopatogénicos. Os mecanismos
utilizados por Trichoderma spp. para antagonizar outros fungos séo, competicao (pelo
espaco e/ou nutrientes), antibiose e micoparasitismo, estando neste ultimo caso
envolvidas enzimas liticas tais como proteases, glucanases, quitinases e lipases.
Algumas dessas proteinas possuem um grande potencial agricola, principalmente como
componentes activos de novas formulag6es de fungicidas (Benitez et al., 2004).

O objectivo deste trabalho pretende-se caracterizar o gene lip2 de Trichoderma
harzianum. Para concretizar este objectivo geral foram estabelecidos os seguintes

objectivos especificos que a seguir se indicam:

- Aplicacdo de técnicas bioinformaticas para caracterizagdo do gene;

- Desenho de primeres com adaptadores para amplificacdo do gene lip2;

- Clonagem molecular do gene lip2 no plasmidio de expressdo pET-28a(+);

- Anélise dos transformantes;

- Caracterizacdo da expressao heter6loga da lipase por gel de poliacrilamida SDS-
PAGE.
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3 — Material e métodos

3.1— Microrganismos utilizados

Trichoderma harzianum- Utilizou-se a estirpe CECT 2413 de T. harzianum
Rifai, proveniente da coleccdo espanhola de Cultivos Tipo, Burjassot, Valéncia.

Escherichia coli - A estirpe utilizada neste trabalho foi DH5a, de gendtipo
(supE44, AlacU169, (f80laczAM15), hsd R17, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, relAl)
(Hanahan, 1983).

3.2— Meios de cultura, manutencao e conservacao

O meio de cultura utilizado para o crescimento de Trichoderma harzianum foi o
meio PDA (potato dextrose agar) (anexo I). A sua manutencédo foi realizada através de
repicagens regulares (de 10 a 30 dias) em meio PDA, com incubacdo a temperatura de
28°C e conservagdo a temperatura de 20-25°C. Adicionalmente, para conservar as
estirpes durante longos periodos de tempo, 0s microrganismos foram conservados em
glicerol a 30% (v/v) e congelados a -80°C.

O meio de cultura para o crescimento de E.coli DH5a foi 0 meio LB (Luria-
Bertani). A sua manutencéo foi efectuada com repicagens em placas de Petri com meio
LB-agar, seguindo-se uma incubacdo de 16h a temperatura de 37°C e uma conservacgao
a temperatura de 4°C durante 2 meses. Adicionalmente, para manter as estirpes viaveis
durante longos periodos de tempo, os microrganismos foram armazenados em glicerol a
30% (v/v) e congelados a -80°C.

As culturas bacterianas em meio liquido foram realizadas em meio LB com
arejamento, a 37°C e a 180 rpm em agitador orbital (Stuart®, S150). Ao meio de cultura
foi adicionado antibidtico de acordo com a resisténcia conferida pelos plasmidios,
canamicina, numa concentragdo de 30 pg/ml para o pET-28a(+) (Novagen) e ampicilina
numa concentracdo de 100 pg/ml para 0 pGEM®-T (Promega).

As coldnias bacterianas foram isoladas em placas de Petri, com meio sélido LB
com antibiotico e quando necessario para a identificacdo de recombinantes, foram

adicionados IPTG 100 mM (isopropil-p-D-galactosidase) e X-Gal 80 pg/ml (5-bromo-
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4-cloro-3-indolil-beta-D-galactopiranosideo). As placas de Petri formaram incubadas
durante a noite a 37°C.
Os clones foram conservados em 50% (v/v) de glicerol e congelados a uma

temperatura de -80°C e 0 seu DNA plasmidico congelado a -20°C em agua ultrapura.

3.3- Preparacgdo de células competentes

Para a preparagdo de células competentes inoculou-se a estirpe de E. coli em LB
liquido, sem antibiotico, a uma temperatura de 37°C com agitacdo constante de 180 rpm
até se obter uma densidade oOptica (D.O) entre 0,4-0,5. Centrifugaram-se as células
durante 5 minutos a 4°C e ressuspenderam-se numa solucdo MgCl, 0,1M, tendo-se
mantido durante 10 minutos em gelo. Repetiu-se a centrifugacdo e foram novamente
ressuspendidas numa solucdo CaCl, 0,1M contendo glicerol 15 % (v/v) e armazenadas
em aliquotas a -80 °C.

3.4- Clonagem da ORF do gene lip2 no vector pGEM®-T

Para a clonagem dos produtos de PCR utilizou-se o plasmidio pGEM®-T (Figura
8), um vector linearizado de 3000 pb preparado pela casa comercial “Promega”. Contém
timidinas nas extremidades 5  que viabilizam a ligacdo de produtos de PCR
directamente, uma vez que a enzima Taqg polimerase acrescenta adeninas na
extremidade 3" dos produtos de PCR, que hibridam com as timidinas do vector,
aumentando a eficiéncia de ligagdo do produto de PCR no vector. Além disso, contém o
gene lacZ da PB- galactosidase, possibilitando a identificacdo das col6nias que
apresentam o plasmidio recombinante de interesse. Quando o produto de PCR € ligado
ao vector, o gene da B-galactosidase fica interrompido, inactivando assim a enzima,
produzindo coldnias brancas. Caso contrario, o gene fica continuo e a enzima funcional,
desta forma, quando € expressa, vai catalisar uma reaccdo de hidrélise do X-Gal (5-
bromo-4-cloro-3- indoil-B-D-galactosideo), um anadlogo cromogénico da lactose,

formando coldnias azuis.
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Figura 8- Estrutura do vector pGEM®-T

3.4.1 — Extraccao de DNA genémico de T. harzianum

Para a extraccdo de DNA genomico de T. harzianum, cresceu-se 0 micélio em
meio solido PDA com celofane fervido e autoclavado com o objectivo de facilitar a
recolha do micélio. Trés a quatro dias depois da inoculacdo, procedeu-se a recolha do
micélio e extraccdo de DNA.

O protocolo de extraccdo usado é baseado na lise celular, seguido de
desproteinizacdo e purificacdo do DNA (anexo Il). O processo de extrac¢do consistiu na
utilizacdo de uma solucédo de lise constituida por (Tris-HCL 200 mM; EDTA 25 mM;
NaCl 250 mM e 0.5% SDS (p/v)), seguido de uma desproteinizacdo com
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (na proporcdo 25:24:1) e precipitacio de DNA
através de lavagem com etanol de gradientes decrescentes (100% - 70%) a -20°C, sendo
o0 pellet de DNA posteriormente seco e diluido em &gua ultrapura. O tratamento do
DNA foi feito com RNase (5 mg/ml) durante 5 minutos a 37°C.

3.4.2 — Quantificacdo de DNA gendmico por espectrofotometria

A quantificacdo de DNA de T. harzianum efectuou-se medindo a absorvancia a

260 nm num espectrofotometro Genesys. Este método baseia-se na quantidade de
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radiacdo ultravioleta absorvida pelas bases nucleotidicas constituintes das cadeias de
DNA, segundo a lei Lambert-Beer:
A=cle

Sendo A- absorvancia da solugéo; c- concentracdo da solucdo; L- percurso optico
atravessado pela radiacdo (1cm) e ¢- absortividade especifica (9,6x10° uM “cm™). As
leituras das densidades dpticas foram efectuadas a dois comprimentos de onda, 260 nm
e 280 nm. O grau de pureza do DNA gendmico foi calculado através da razdo entre 0s
valores de absorvancia (Azeo/Azso). Para que o DNA seja considerado puro, é necessario
que esta razao esteja compreendida entre 1,65 e 2. Uma razdo Azso/Azso Nm inferior a
1,65 indica que a amostra de DNA esta contaminada com proteinas, por outro lado se
essa razdo for superior a 2 pode existir uma contaminagdo com RNA, sais e/ou
reagentes utilizados durante a extraccdo. AplOs a obtencdo das leituras
espectrofotométricas, fizeram-se as respectivas diluicdes das varias amostras de DNA,

de modo a obter uma concentragao final de DNA de 80 ng/ul.

3.4.3 — Amplificacdo da ORF do gene Lip2 por PCR

A técnica de PCR é uma metodologia que assenta, na amplificacdo in vitro
baseada num processo in vivo — a replicacdo. Esta permite uma sintese exponencial e
selectiva de uma quantidade reduzida de DNA. A técnica consiste num ciclo de trés
fases, que compreende a desnaturacdo do DNA molde, a hibridacdo (annealing) dos
primers e a polimerizacdo do DNA pela Tag DNA polimerase.

Para a amplificacdo da ORF por PCR foram desenhados primers com
adaptadores, tendo em conta o local de restricdo do polilinker do vector pET-28a(+),
estes ndo devem possuir local de reconhecimento na ORF do gene e devem formarem
extremos coesivos apos a digestdo. Deste modo é possivel através digestdo enzimatica
da ORF do gene lip2 amplificada por PCR e digerida, inserir através de uma T4 DNA
ligase o fragmento de DNA no vector. Assim sendo, foram escolhidas as enzimas as
Nde | e Sal I, visto serem as mais apropriadas. Em anexo Ill encontram-se descritos as
condigdes quimicas utilizadas.

Na figura 9, encontra-se desenhados os primers lip2petNdel, no sentido 5°—3’-
AGCATATGGGGTGGACATTTCTGG na regido do promotor e um primer lip2petSall
no sentido 3’—5’- AGCGTCGACTTTACAACTCCTCGTCATG, a partir da sequéncia
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nucleotidica da ORF do gene lip2 (GenBank AM774154) usados para a clonagem. As
bases marcadas no quadrado representam a sequéncia de reconhecimento da enzima de

restricdo Nde | e no circulo a sequéncia de reconhecimento da enzima Sal 1.

AGCCGGTTTTGTTGAGCTGAGTTTCCAGCAAAGGCGCTCTCCTTGCTAGCATTCTGGGCATTTCTGCCAG
CCCCCATGCCGTCTTCCTTCTCCATGATCTGATCATCGCCAGCGAACGAATT‘AGCAﬂATGGGGTGGACA

TTTCTGGGCCGCTTCGGGCTGTTGCTGCTTGTACAGCTCGTCGCTGCTGTCTTTGTCGAGGCCGCTTACA
TCAATCAACAAGAACCGTTGGGCGTCAAAGAGCCAGCGTCTGTTTCGAGCATCCCCGTGGCCCTGTTCGC
GGATCTCGAACGACTGGCGAGGCTCGTTGACGTCTCATATTGCCTTGGCACCACAGGCATTCGCAAGCCG
TTCCAATGCGTCTCTCGATGCGATGAATTCCCCAATGTGACGCTGGCCTCTACGTGGAGTACAGGCTTTC
TCTTCGGCGATAGCTGTGGGTTCATCGCAGTTGATCACGGCTCGGACCAGCAGCGTCGAAACGATGTGCT
TATAGGAGATGACGAGCAAGGCGCCATCGTAGTTGCGTTCCGTGGGACCTACAGCATCACCAATACCATT
ATTGATCTGAGCACCATGCCGCAAAAATACGTGCCATACCCGTCGCCAGATCACGGAGGAGAATCACCAG
AAAAGCCTAGCCATGAGTGCACAAATTGCACCGTACACAGTGGGTTTCTCGAGTCTTGGAAAAGCGCTCG
GGAATCGGTTCTGCCAGAACTCAAGGCACTGAGGGCCAAGTATCCGTCTCACCCCGTCCATCTCATCGGC
CACAGCCTTGGAGGCGCCGTGGCTTGTCTTGCGGCACTCGAACTGAAAGTGTCTCTTGGCTGGGATGATG
TGACGGTTACCACGTTTGGAGAGCCTCGTGTCGGCAACTCTGAGTTCGCCCACTTCGTTGACGATGTTTT
TTACCTCGACGGCATCATTGACCCTGAAAAGAGGACCTATCGACGAGTTACCCACGCCGACGACCCAGTA
CCCTTACTTCCACCGGGCGAGTTTGGTTACCAGTCACATGGCGGCGAGATATTCATCTCCAAGTCTGCCC
TCTCGCCATCTGAGACGGATGTCCAGCTATGCGTCGGCGACGCAGATCCTAACTGCAGTGCCAGGGATGA
CAGCTCAATGGAAGGTCTGCTCAATCGCCTTCTCCATTTCTGGGGAACGACTGCCTCTTTGGAAGAGTAC
ACGGAGAGGATGAGCATCCCGACGCGGTTCAAATTGTGGCAGCTGTTTTTTGCTCATCGAGATTACTTCT
GGAGACTCGGACTATGTGTGCCCGGCGGCGACCCTACAAACTGGGGTCGGCCTCCGTATGCGCCTCATGA
CGAGGAGTTGTAAK@EEE;EEEEETCATGATCGTTTGATGAAGAGCAAACTAATATATATATGAGGAGTG
GGTTGTAATAAGATGGGAGTTGGATACCAACGTCCATTTTGGGAAGCAGGCAGTGGTACATAATATGGGA

CTTGGGGAGCGAGCATAAACATGATGAAATGATACCTACCTAGCTAAGAATTCCTTTAAACATGCTGAAT
ACCATTAAAAAGAAAAAAAAAAAAAACTC

Figura 9 — Imagem da ORF do gene lip2, com o local onde foram desenhos os primers.

A sublinhado encontram-se os primers desenhados para a amplificacdo da ORF do gene lip2
para a respectiva clonagem no pET-28a(+). Com as caixas encontram-se os adaptadores onde
estdo compreendidos os locais de reconhecimento das enzimas Nde | no primer forward

lip2petNdel e Sal I no primer reverse lip2petSall indicados pela cor cinza.

A reaccdo de PCR foi efectuada com uma concentracdo de primer 1,5 pmol/ul,
dNTPs 0,5 mM, Tag DNA polimerase 1,25 U/ pl (Fermentas®), MgCl, 1,5 mM e H,0
para um volume total de 25 ul. A reaccdo de PCR foi realizada com recurso ao

programa descrito na tabela 1.
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PCR:

Desnaturacao inicial 1 min. - 94°C
35 Ciclos de:

1- Desnaturacao do ADN 1 min. - 94°C

2- Hibridacao 1 min. — 66°C

3- Extensao 1 min./kb aprox. - 72°C
Extensao final 5 min. - 72°C

Tabela 1 - Programa de PCR utilizado para a amplificacdo da ORF do gene lip2 com os primers
lip2petNdel e lip2petSall.

3.4.4 — Visualizacao e purificacdo de produtos de PCR por gel de agarose low melting
0,8% (p/v)

A separacdo e identificacdo dos fragmentos de DNA foram realizadas mediante
electroforese em gel de agarose a 0,8% (p/v). Os géis foram preparados com TAE 1X
(Tris acetato 40 mM pH 8.0 e EDTA 1 mM) com brometo de etideo a 0,5 pg/ml,
durante 40 minutos a uma intensidade de corrente de 80 V tendo-se controlado 25 pl de
produto amplificado ao qual se adicionou 4 ul de blue Orange dye (Promega) 6x. Nos
casos em que foi necessario efectuar a purificacdo dos produtos de PCR, estes foram
separados por agarose de baixo ponto de fusdo (low melting) a 0,8% (p/v), devido ao
facto de ser possivel obter maior rendimento de extraccdo da banda e por conseguinte
obter uma melhor purificagdo do DNA.

ApoGs a irradiacdo do gel por ultravioleta foi possivel visualizar o tamanho e
intensidade das bandas pretendidas por comparagcdo com o marcador de peso molecular
(marcador 1 Kb) (Figura 10), de modo a proceder-se a sua purificacdo através do kit
comercial PCR Clean-Up System (Promega). A purificagdo de DNA consiste na
passagem da amostra por uma coluna de cromatografia, na qual, os acidos nucleicos
ficam retidos na membrana de silica, e através de uma solucdo de lavagem, sdo
eliminados os componentes da mistura de PCR. Por fim, o DNA é iluido numa solucgéo
de agua livre de nucleases.

As imagens dos géis foram tiradas com o aparelho Eagle Eye™ II de Stratagene.
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Figura 10 — Marcador de peso molecular 1Kb.

3.4.5 — Ligacdo da ORF do gene lip2 no vector pPGEM®-T e transformagcéo de células
competentes de E.coli

Apds a amplificacdo e purificacdo do fragmento correspondente a ORF do gene
lip2 descrito anteriormente em 3.4.4, procedeu-se a clonagem no vector pGEM®-T
(Promega). A reaccdo de ligacdo foi realizada para um volume total de 10 pul numa
relacdo de 2:1 de inserto para 50 ng vector, 1U/ul enzima T4 DNA ligase (Promega)
num tampdo de reaccdo 1X, segundo a férmula abaixo indicada. A reac¢do decorreu
durante 16 horas a temperatura ambiente (25°C). No sistema de ligacéo, a concentragdo
do inserto varia de acordo com a formula:

ng vector X tamanho inserto (kb) X inserto

ng inserto =
& tamanho do vector (Kb) X vector

ApoOs a ligagdo procedeu-se a transformacdo de 90 pl de células competentes de
E.coli DHS5a em gelo e adicionaram-se 10 pl da mistura da ligacdo, para um volume
final de 100 ul. Colocou-se em gelo durante 30 minutos e realizou-se o choque térmico
de 42 °C durante 90 segundos e de seguida incubou-se 2 minutos em gelo. Adicionou-se
600 ul de meio liquido LB e colocou-se no agitador orbital (Stuart S150) durante 2
horas a 37 °C com agitacdo a 180 rpm. Por fim plaquearam-se aliquotas de 150 pl de
células em meio LB com ampicilina (100 pg/ml) ao qual foi adicionado IPTG (100
pug/ml) e X-Gal (50 pg/ml) e incubou-se a 37°C. Ao fim de 16 horas foi possivel

verificar que a placa de Petri continha coldnias azuis e brancas. As colonias brancas
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foram crescidas em 4 ml de meio liquido de LB com ampicilina (100 pug/ml) afim de se
proceder a extrac¢do do DNA plasmidico.

3.4.6 — Extraccao e quantificagdo do DNA plasmidico

Para a extraccdo do DNA plasmidico recorreu-se ao método descrito por
Sambrook et al., (1989). Este método consiste na concentragdo das bactérias por
centrifugacéo e ressuspensdo numa solucédo Pl (glucose 50 mM, Tris-HCL pH 8.0 20
mM e EDTA 10 mM), seguido de uma incubagdo com uma solucéo de lise, P11 (NaOH
0.2 N e SDS 1% (p/v)) até se verificar a translucéncia da solugdo. Em seguida
adicionou-se uma solucéo de neutralizacdo, Pl (acetato de potassio 5M, e acido acético
glacial 3M) e apds centrifugacdo recolheu-se o sobrenadante num tubo contendo
1volume de isopropanol 100% (v/v) a -20 °C. Por fim procedeu-se a lavagem do pelett
em etanol a 75% (v/v) e a secagem a 37 °C. O DNA extraido foi diluido em 20 pl de

agua ultra pura e a quantificacdo do DNA foi realizada como descrito no ponto 3.4.2.

3.4.7 — Andlise dos recombinates no vector pGEM®-T por digestdo enzimatica para

posterior clonagem no vector pET-28a (+)

Apds a extraccdo do DNA plasmidico referida no ponto 3.4.6 procedeu-se a
analise dos recombinantes por digestdo enzimatica com a enzima Pst I, visto ser uma
enzima que corta na ORF do gene lip2 e no polilinker do vector pET-28a(+),
confirmando assim a presenca de clones que possuem o gene pela visualizacéo de duas
bandas em gel de agarose 0,8% (p/v), correspondentes ao vector e ao gene. As reaccoes
de restricdo foram realizadas durante 3h30m a uma temperatura de 37°C para um
volume total de 30 ul. Para além do DNA, a mistura de reac¢do continha Pst | 2,5 U/ul,

em tampdo apropriado de acordo com as recomendacdes do fabricante.
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3.5 - Clonagem da ORF do gene lip2 no vector pET-28a(+)

Utilizou-se o plasmidio pET-28a(+), de 5369 pb (Figura 11), um vector que tem
uma configuracdo His-Tag/thrombin/T7Tag no extremo N-terminal e uma sequéncia
opcional His-Tag no extremo C-terminal. A sequéncia € humerada por uma convengao
pBR322, para que a regido da expressdo T7 se inverta num mapa circular. E um
plasmidio bacteriano autoreplicativo, cuja sequéncia se incluem os seguintes elementos:
0 gene de resisténcia a canamicina e a origem de replicacdo relaxada colEl. Os sitios
unicos de restri¢cdo sdo mostrados no mapa circular. A regido de clonagem/expressao da

cadeia codificante transcrita pela T7 RNA polimerase sdo demonstrados em baixo.
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Figura 11 — Estrutura do vector de clonagem bacteriana pET28a(+).
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3.5.1 - Digestdo do vector pET-28a(+) com enzimas de restri¢do para clonar a
ORF do gene lip2.

Para a clonagem no vector pET-28a(+) procedeu-se a digestdo enzimatica com as
enzimas de restricdo da ORF do gene lip2 clonado no vector pGEM®-T. Estes foram
digeridos para um volume de 30 pl num tampéo reaccdo 1X (Promega) com 2,5 U/ul de
Nde I (Promega) e Sal | (Promega) durante 3h30m a uma temperatura de 37°C. Os
fragmentos obtidos foram visualizados, extraidos e purificados através de gel de agarose

0,8% (p/v) de baixo ponto de fuséo.

3.5.2 - Extracgdo do DNA e purificagdo por banda em gel de agarose de baixo
ponto de fusdo 0,8% (p/v) da ORF do gene lip2 e pET-28a(+)

Os fragmentos de DNA digeridos como referido no ponto 3.5.1 foram extraidos e
purificados recorrendo ao corte da banda em agarose e 0 DNA foi purificado com o kit

comercial PCR Clean-Up System” (Promega) como referido no ponto 3.4.4.

3.5.3 - Ligacdo da ORF do gene lip2 no vector pET-28a(+) e transformacdo de
células competentes de E.coli.

A ligagdo da ORF do gene lip2 foi realizada para um volume total de 10 pl numa
relacdo de 3:1 de inserto para 100 ng de vector segundo a férmula indicada no ponto
3.4.5, 1U/ul enzima T4 DNA ligase (Promega) num tampé&o de reaccdo 1X. A reacgdo
decorreu durante 16 horas a temperatura ambiente (25°C).

A transformac&o foi realizada por choque térmico de acordo com o ponto 3.4.5, e
as E.coli foram plaqueadas em LB com canamicina (30 pg/ml) e incubadas durante
16horas a 37°C.

3.5.4 - Andlise dos recombinantes por digestdo enzimadtica

As colonias obtidas no ponto anterior foram inoculadas em meio liquido LB com
canamicina (30 pg/ml) e incubadas durante 16 horas a 37°C de modo a proceder-se a
extraccdo e quantificacdo do DNA plasmidico com referido no ponto 3.4.6. A analise do
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DNA plasmidico dos clones foi efectuada, por digestdo enzimatica com as respectivas
enzimas de restricdo Nde | e Sal I.

As reaccOes de digestdo foram realizadas durante 3h30m a uma temperatura de
37°C para um volume total de 30 pl. Para além do DNA, a mistura de reac¢do continha
Nde I e Sal I 2,5 U/ul, em tampdo apropriado 1X de acordo com as recomendacgdes do

fabricante.

3.6 - Expressao do gene lip2

3.6.1 - Indugdo da expressdo da proteina lip2

As colonias de E.coli transformadas com o plasmidio pET-28a(+), foram
inoculadas em meio LB liquido, com canamicina (30 pg/ml) a 37°C sob agitacdo a 180
rpm até atingirem uma absorvancia 0.5, para um comprimento de onda de 600nm. Os
pré-indculos foram entdo diluidos de 1:50 em LB com canamicina (30 pg/ml) e
incubados a 37°C até atingirem uma absorvancia de 0,5. A inducdo da expressdo da
proteina foi realizada pela adigdo de IPTG numa concentracdo final de 1 mM, apos as
culturas atingirem a densidade éptica de 0,5. A inducgdo realizou-se de 8 em 8 horas a
37°C sobre agitacdo vigorosa a 220 rpm, durante 5 tempos de crescimento. As culturas
foram centrifugadas a 3000 rpm durante 15 minutos a 4°C onde se procedeu a
precipitacdo das proteinas do sobrenadante e & extraccdo e precipitacdo através da lise

celular das E.coli.

3.6.2 - Preparacado de proteinas a partir do meio de cultura

Ao sobrenadante resultante do ponto 3.6.1 foi adicionado TCA (acido
tricloroacético) para uma concentracdo final de 8 % (v/v), para ocorrer a precipitacao
das proteinas. A precipitacdo decorreu durante 10 minutos. Seguidamente, procedeu-se
a sedimentacdo do precipitado por centrifugacdo a 10000 rpm durante 10 minutos.

O pellet proteico obtido foi lavado com acetona refrigerada a -20 °C e
sedimentado por centrifugacdo a 1000 rpm durante 10 minutos. Apds evaporagdo da

acetona, ressuspenderam-se os pellet proteicos numa solucdo de Tris-HCL 1M pH 6.8.
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3.6.3 - Preparacado de proteinas a partir de lisados bacterianos

Os pellet bacterianos obtidos como referido no ponto 3.6.1 foram ressuspendidos
numa solucéo de lise (Tris-HCI 50 mM pH 7,5, EDTA 50 mM e PMSF 1 mM).

As bactérias foram lisadas com agitacdo no vortex, até que a solucdo se
apresentasse translicida. Posteriormente, centrifugou-se a solucdo para sedimentar o0s
detritos celulares, durante 30 minutos a 10000 rpm a uma temperatura de 4°C. O lisado
celular clarificado foi ressuspendido numa solugédo Tris-HCI 1M pH 6.8.

3.6.4 - Quantificacdo da proteina lipase

A quantificacdo da proteina lip2 foi realizada recorrendo ao Protein quantification
kit-general use (FluKa) usando o método Bradford. Este método é baseado na
interaccdo do corante Coomassie brilliant blue BG-250 e macromoléculas de proteinas
que contém aminoacidos de cadeias laterais basicas ou aromaticas. No pH de reaccao, a
interac¢do entre a proteina de alto peso molecular e o corante BG-250 provoca o
deslocamento do equilibrio do corante para a forma anidnica, que absorve fortemente
em 595 nm. Foi realizada uma quantificacdo da proteina lip2 obtendo-se uma

concentracdo de 0.8 pg/pl.

3.6.5- Andlise de proteinas em gel de poliacrilamida SDS-PAGE

A proteina foi analisada em gel de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE),
constituido por um gel de concentracdo com 4% (p/v) de acrilamida e um gel de
resolugdo com 15% de acrilamida (p/v).

Inicialmente, preparou-se o gel de resolucdo constituido por acrilamida 15%, Tris-
HCI 1,5 M para uma concentragéo final de 25% (v/v), SDS 10% para uma concentragao
final de 1% (v/v). Para a polimerizagé&o do gel foi adicionado APS 10% (perssulfato de
amonia) para uma concentracdo final de 0,05% (v/v) e TEMED (N, N, N’, N’-
tetrametiletilenodiamina) 0,05% (v/v).

O gel de resolucdo foi derramado entre duas placas de vidro (componentes do
aparelho de separacdo electroforética utilizando Mini Protean 3, Biorad. Verteu-se de

seguida o gel de concentracdo, preparado como descrito acima para o gel de resolugédo
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mas, substituindo a solugdo Tris HCI 1,5M por Tris 0,5M e utilizando o dobro da
quantidade de TEMED. De seguida, colocou-se um pente apropriado para a formagéo
de pocos no gel para a aplicacdo das amostras.

Antes de serem colocados no gel, as amostras foram misturadas com tampé&o de
amostra (SDS a 4% (p/v), glicerol a 50% (v/v), Tris HCL a 0,25 M, azul de bromofenol
a 0,005% (p/v) e B-Mercaptoetanol a 10% (v/v)), seguindo-se de desnaturacao a durante
4 minutos a 95 °C.

Paralelamente as amostras foi corrido um marcador de pesos moleculares
conhecidos de proteinas Prestained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas).

A electroforese decorreu sob uma diferenca de potencial de 100 V durante 90
minutos em tampéo de electroforese (Tris base 25 mM, SDS a 0,1 % (p/v), glicina 192
mM e SDS a 0,1% (p/v)).

3.6.6- Deteccdo ndo especifica de proteinas por coloragcdo com o azul brilhante
de Coomassie

Recorreu-se a coloracdo de azul brilhante de Coomassie, composta por azul
brilhante de Coomassie a 0,25% (p/v), metanol a 45% (v/v) e acido acético a 10% (v/v),
onde ficaram submergidos, a temperatura ambiente (25°C) com agitacdo suave, durante
30 minutos.

Ao fim desse tempo procedeu-se a remogdo do corante utilizando uma solucéo
composta por metanol a 45% (v/v) e acido acético a 10% (v/v), ao qual foi substituida
em intervalos de 60 minutos até se obter um contraste que permita a visualizacao e

distincdo das bandas no gel.

3.7 — Analise bioinformatica do gene lip2 de Trichoderma harzianum

As sequéncias completas de nucle6tidos do gene lip2 de T. harzianum foram
utilizadas para pesquisas de sequéncias similares em bancos de dados, utilizando a
ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Sequence Tool) na pagina NCBI (National

Center for Biotechnology Information) (http://www.ncni.nlm.nih.gov).

Segue-se a descri¢do das ferramentas bioinformaticas que foram utilizadas e as

suas finalidades.
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3.7.1- BLAST

Foi utilizado o programa BLAST para verificar a homologia existente entre a
sequéncia deduzida da ORF codificada por lip2 de Trichoderma harzianum e outras
depositadas em bases de dados de proteinas.

BLAST (Altshul et al., 1990) é um algoritmo optimizado para fazer alinhamentos
locais entre sequéncias de nucleotidos ou aminodcidos, procurando o maior grau de
similaridade ou conservacdo entre a sequéncia em estudo e sequéncias depositadas nas
bases de dados.

No final de cada alinhamento, o BLAST gera uma lista de sequéncias mais
similares & sequéncia alvo e classifica cada alinhamento individual utilizando dois
valores: 0 “score” € 0 “E-value”.

O “score” ¢ um numero constituido pela soma dos pesos atribuidos entre
aminoéacidos idénticos (maior peso), semelhantes (peso intermediario) e diferentes (peso
negativo). Logo, quanto maior for “score”, maior a similaridade entre as sequéncias. O
E-value é um valor estatistico que indica a expectativa de que outra sequéncia com
score idéntico ou maior ao valor obtido num determinado alinhamento seja encontrada.
Portanto, sequencias com alto score exibem um baixo E-value, e sequéncias iguais

possuem E-value igual a zero.

3.7.2- CLUSTAL W

As sequéncias com identidade ou similaridade foram utilizadas para o
alinhamento mdaltiplo utilizando o programa “Clustal W”.

Clustal W (Thompson et al., 1994) é um programa que executa alinhamentos
globais utilizando programagdo dindmica, € um método hierérquico. Ou seja, num
alinhamento de mdaltiplas sequéncias, o primeiro passo é alinhar cada uma delas entre si
através da programacdo dinamica, em pares, e assim identificar pares com as maiores
similaridades. Posto isso, 0 segundo passo na hierarquia € alinhar os pares mais

similares dois a dois, até que todas sequéncias sejam alinhadas (Barton, 2001).
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3.7.3- Andlise de dominios conservados

Os dominios conservados sao regides com caracteristicas estruturais similares que
ocorrem em diferentes proteinas e que podem ser classificados por analise comparativa.
A analise de dominios conservados indica-nos se uma determinada sequéncia de
aminoacidos possui uma zona que representa um dominio encontrado em outras
proteinas ja conhecidas.

A pesquisa de padrdes e de motivos foi feita recorrendo a ferramentas da expasy
(http://expasy.org/) e EMBL (http://www.ebi.ac.uk/embl/).
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4 — Resultados e Discussao

4.1 - Caracterizagao do gene lip2

A bioinformatica estrutural € uma subarea da bioinformatica, caracterizada por
dois objectivos: criar métodos para manipular informagdes da estrutura sobre
macromoléculas bioldgicas (como DNA e proteinas) e aplicar estes métodos para a
solucdo de problemas da &rea biologica, criando novos conhecimentos (Bourne &
Weissig, 2003).

A sequéncia do gene lip2 encontra-se depositada na base de dados GenBank
AM774154 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

O gene lip2 de Trichoderma harzianum sequenciado apresenta 1992 pb, sendo a

sua ORF (open reading frame) constituida por 1215 nucleotidos. Estdo sequenciados

550 pb da regido do promotor e 229 pb do terminador.

4.1.1 - Estudo da regido 5’ (promotor)

Os principais elementos do promotor de um gene eucariota situam-se
aproximadamente a 300 pb que antecedem o inicio de fase de leitura aberta - ORF. Na
figura 12 estdo representados alguns dos motivos encontrados frequentemente nesta
regiao.

Encontra-se presente nesta regido o sinal tipico de inicio da transcri¢do, tendo-se
identificado trés possiveis sequéncias box — CAAT, a -134 pb, -304 pb e -318 pb, ndo
sendo identificada a caixa TATA.

Existem muitas sequéncias ricas em CT, esta regido rica em pirimidinas é
encontrada na regido promotora em muitos genes de fungos filamentosos e ests,
frequentemente associada a sitios de inicio de transcricdo (Ballance, 1986; Cooley &
Caten, 1993).

Os promotores podem actuar como regides de controlo de regulagdo de genes. Os
elementos de resposta ao &cido oleico, OREs ("oleate response elements") sdo
elementos de transcricdo existente nos promotores dos genes de enzimas lipoliticas,
formado por dois tripletos de CGG-N (16.18y — CCG dispostos inversamente, intercalados

por 16 a 18 nucledtidos (Rottensteiner et al., 2002). No promotor do gene lip2 foi
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possivel identificar a sequéncia, mas com N=26, tal como tinha sido identificado no
promotor do gene lipl de T. harzianum (Jorge, ndo publicado). Contudo, anteriormente

ja tinham sido descritas lipases cujo promotor apresentava sequéncias de OREsS nao

canonicas (Gonzalez-Ramos, 1997; Choupina, 2000).

-548 atgtccca

-490 ttccaactaa
-430 gcaat
-370 cgtgat@
-310 caat.tct
-250 gggtgcgcgt
190 gtlcfedcted
-130 [agccgptttt

-70 tttctgccag

ccgcctgagg
ccgtacaggg
tagtadctag
cgcccagcett
tgcaagag
tcecgtcteg
cctgcgtc
gttgagctga

cccccatgcece

gagttagccg
ctcagcgacc
ctgccctggce
gccaccgggt
agcagcagcg
ccagcggtta
tacgtcag
gtttccagca
gtcttcctte

ccatccegtt
ccagattttg
gtcgggcccce
tcatgagacc
aatcgtgaga

caccaaagct

ttagcacgtg
ccccatctgce
gccgaattgt
aagtcagcca

tacaaaaaag

gefttctcic

gccageglete
aaagtgccgc
gcatj:Ecac
atgtctcgcc
cagttccgcet

gccacagc

ggdcggatcc

gaaaaagcat

cgcaattgagt]

aaggcgctct
tccatgatct

ccttgctagce

gatcatcgcc

attctgggca

agcgaacgaa
-10 tttgaaaaatg

Figura 12 — Regido promotora do gene lip2. Box- CAAT (verde), Blocos de pirimidina
(vermelho), elementos de resposta ao acido oleico (azul).

4.1.2 - Estudo da regido 3’ (terminador)

Na regido 3’ ndo codificante (Figura 13) encontram-se as sequéncias necessarias
para a finalizacdo da transcricdo. Nos eucariotas superiores, regides ricas em adeninas
participam na formacdo e poliadenilagdo do mRNA precursor. Estas sequéncias
representam um sinal de clivagem, que é reconhecido por uma endonuclease especifica

(Poli A polimerase), que tem como funcéo a adigdo de 100 a 200 residuos de adenina,

formando assim, a cauda poli A.

A partir da posi¢do 1959 encontra-se uma zona rica em adeninas.

1801 aactaatata
1861 tttgggaagc
1921 aatgatacct
1981

aaaaaaaaad

tatatgagga
aggcagtggt
acctagctaa

tc

taaagtcgcg
gtgggttgta
acataatatg

gaattccttt

Figura 13 — Regi&o terminador do gene lip2.

caacgattca
ataagatggg
ggacttgggg

aaacatgctg

tgatcgtttg
agttggatac

agcgagcata

atgaagagca
caacgtccat

aacatgatga

aataccatga

aaadagaaaaa
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4.1.3- Estudo da regido codificante

A fase de leitura aberta (ORF) foi identificada através do programa BioEdit.

A regido codificante possui 1215 pb, codifica uma proteina de 404 aminoacidos

com uma massa molecular estimada de 44604.3 Daltons (Figura 14). Esta sequéncia da

proteina encontra-se na base de dados da UniProt, com o ndmero de acesso
B7ZET5_TRIHA.

A composicdo em bases azotadas da fase de leitura aberta do gene lip2 é: T-

23,70%; C-27,98 %; A-20,99 % e G-27,33 %. A percentagem de (C + G) é de 55,31 %.
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721
241
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811
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Figura 14 — ORF do gene lip2.
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4.2. — Andlise das caracteristicas da proteina
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765
255

810
270

855
285

900
300

945
315

990
330

1035
345

1080
360

1125
375

1170
390

1215

A proteina codificada pelo gene lip2 apresenta um peso molecular estimado de

44604.3 Daltons, o seu ponto isoeléctrico global calculado tem um valor estimado de

5.0.

leucina € o aminoacido mais frequente.

Aminoéacido = N°

%

Aminodacido N°

%

Aminodacido N°

%

Na composicdo de aminoacidos indicada na Tabela 2, pode-se realcar que a

Ala (A)
Arg (R)
Asn (N)
Asp (D)
Cys (C)
GIn (Q)
Glu (E)

27
21
9
27
10
11
25

6.7
5.2
2.2
6.7
2.5
2.5
6.2

Gly (G)
His (H)

e (1)

Leu (L)
Lys (K)
Met (M)
Phe (F)

34
13
15
41
11
4
22

8.4
3.2
3.7
10.1
2.7
1.0
5.4

Pro (P)
Ser (S)
Thr (T)

Trp (W)

Tyr (Y)
Val (V)

28
32
23

12
31

6.9
7.9
5.7
2.0
3.0
7.7

Tabela 2 — Composicéo de aminoacidos da proteina codificada por lip2. N) Indica o nimero

total de cada aminoacido; %o) indica a percentagem em relacéo ao total de aminoacidos.
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1 Met Gly Trp Thr Phe Leu Gly Arg Phe Gly Leu Leu Leu Leu Val 15

16 Gln Leu Val Ala Ala Val Phe Val Glu Ala Ala Tyr Ile Asn Gln 30
31 Gln Glu Pro Leu Gly Val Lys Glu Pro Ala Ser Val Ser Ser Ile 45
46 Pro Val Ala Leu Phe Ala Asp Leu Glu Arg Leu Val 60
61 Asp Val Ser Tyr Cys Leu Gly Thr Thr Gly Ile Arg Lys Pro Phe 75
76 Gln Cys Val Ser Arg Cys Asp Glu Phe Pro Asn Val Thr Leu Ala 90
91 Ser Thr Trp Ser Thr Gly Phe Leu Phe Gly Asp Ser Cys Gly Phe 105

106 Ile Ala Val Asp His Gly Ser Asp Gln Gln Arg Arg Asn Asp Val 120
121 Leu Ile Gly Asp Asp Glu Gln Gly Ala Ile Val Val Ala Phe Arg 135
136 Gly Thr Tyr Ser Ile Thr Asn Thr Ile Ile Asp Leu Ser Thr Met 150
151 Pro Gln Lys Tyr Val Pro Tyr Pro Ser Pro Asp His Gly Gly Glu 165
166 Ser Pro Glu Lys Pro Ser His Glu Cys Thr Asn Cys Thr Val His 180

181 Ser Gly Phe Leu Glu Ser Trp Lys Ser Ala Arg Glu Ser Val Leu 195

196 Pro Glu Leu Lys Ala Leu Arg Ala Lys Tyr Pro Ser His Pro 210
211 Gly His I eu Gly Ala Val Ala Cys Leu Ala 225

226 Ala Leu Glu Leu Lys Val Ser Leu Gly Trp Asp Asp Val Thr Val 240
241 Thr Thr Phe Gly Glu Pro Arg Val Gly Asn Ser Glu Phe Ala His 255

256 Phe Val Asp Asp Val Phe Tyr Leu Asp Gly Ile Ile Asp Pro Glu 270

271 Lys Arg Thr Tyr Arg Arg Val Thr His Ala Asp| Asp|Pro Val Pro 285

286 Leu Leu Pro Pro Gly Glu Phe Gly Tyr Gln Ser His Gly Gly Glu 300
301 Ile Phe Ile Ser Lys Ser Ala Leu Ser Pro Ser Glu Thr Asp Val 315
316 Gln Leu Cys Val Gly Asp Ala Asp Pro Asn Cys Ser Ala Arg Asp 330
331 Asp Ser Ser Met Glu Gly Leu Leu Asn Arg Leu Leu His Phe Trp 345
346 Gly Thr Thr Ala Ser Leu Glu Glu Tyr Thr Glu Arg Met Ser Ile 360

361 Pro Thr Arg Phe Lys Leu Trp Gln Leu Phe Phe Al4 His| Arg Asp 375

376 Tyr Phe Trp Arg Leu Gly Leu Cys Val Pro Gly Gly Asp Pro Thr 390

391 Asn Trp Gly Arg Pro Pro Tyr Ala Pro His Asp Glu Glu Leu

Figura 15- Sequéncia deduzida de aminoacidos da proteina codificada pelo gene lip2.
Péptido sinal a vermelho; localizacdo peroxissomal a verde; N-glicosilacdo a rosa; espago
oxianionico a azul; centro activo a laranja, com a serina activa na caixa a preto; residuos do
acido aspartico e histidina nas caixas a cinza, na triade catalitica a roxo; O-glicosilacdo a

castanho.
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Na figura 15 esta representada a sequéncia de aminoacidos da proteina codificada
pelo gene lip2. Ha 32 aminoécidos bésicos (lisina e arginina); 52 acidos (acido aspartico
e acido glutdmico); 144 hidrofobicos (alanina, fenilalanina, isoleucina, leucina,
triptofano e valina) e 97 polares (aspargina, cisteina, glutamina, serina, tirosina e

treonina).

A proteina codificada por lip2 é uma lipase com serina no centro activo
(PROSITE PS00120) (Sigrist et al., 2002). A sua estrutura primaria coincide com o
consenso G-X-S-X-G, descrito como centro activo de lipases (Reetz, 2002). Neste caso,
a triade catalitica é formada por trés amino4cidos: uma serina, &cido aspartico, e uma
histidina.

A sequéncia em redor da serina do centro activo estd bem conservada, e € usada
como ‘"signature pattern". E a sequéncia [LIV]-{KG}-[LIVFY]-[LIVMST]-G-
[HYWV]-S-{YAG}-G-[GSTAC], que em lip2 estd presente na sequéncia
VHLIGHSLGG, correspondente aos aminoacidos 210 a 219.

A proteina lip2 é integrada na familia das lipases_classe3 (InterPro IPR002921),
(Pfam PF01746) (posicdo 131-292). Na figura 16 encontram-se as classificagbes das
diferentes bases de dados de familias de proteinas para lip2

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/InterProScan/).

InterPro Match — » Query Sequence 1 Description
1 04

| IPRODZ2921 | Lipase, class 3

PFO1764 ¢ L W Lipase 3
| nalPR | unintegrated
G3DSA3.40.50.1 320 » —— . —————(—— [ G305A:3.40.50.1820
PS00120k [ LIFASE_SER

35F53474r —— e ————————— W 55F53474

E PRODOM EPRINTS QPR W FFAM WEMART W TICRFAMS O PROFLE
OO HAMAP O FROSITE MSUPERFAMILY ESIGNALP ETMHMM W PANTHER WGENEID

Figura 16 — Pesquisa de motivos para lip2 em bases de dados de familias de proteinas.
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Potencial fosforilagdo

Aparecem na sequéncia deduzida de aminoacidos os sitios mais caracteristicos das
lipases: entre os residuos 130-144, o espago oxianionico; de 210-219, o padrdo das
lipases com serina no centro activo (serina activa na posicao 216); os residuos de acido
aspartico e de histidina da triade catalitica nas posicdes 282 e 373 respectivamente.
Apresenta cinco possiveis sitios de N-glicosilagdo nos residuos de asparagina nas
posicbes 61, 146, 237, 331, 388. Nas proteinas eucaridticas a unido do nucleo
oligossacaridico estabelece-se através de uma ligacdo N-glicosidica com o &tomo de um
grupo amino de um residuo de asparagina incluindo na sequéncia tripeptidica
Asparagina-X-(Serina/Treonina), em que X pode ser qualquer aminoécido excepto
Prolina (Murzin et al., 1995). Ndo se encontraram locais de N-miristolacdo, mas foi
possivel identificar um local de O-glicosilagdo na posicdo 306 a partir do programa
OGPET (http://ogpet.utep.edu/OGPET/), aparecendo como I-N-KSA-N-SP, sendo N
qualquer aminoacido. Esta € uma modificacdo pos-tradugdo abundante nas proteinas

nucleares e citoplasmaticas em eucariotas (Campo, 2008). As proteinas O-glicosiladas
também sdo fosfoproteinas que formam reversiveis complexos multiméricos de
proteinas, sugerindo que a O-glicosilacdo pode regular a fosoforilagdo de proteinas,

interac¢do proteina-proteina ou ambas (Julenius et al., 2005).

Ha 28 sitios preditos de fosforilagcbes como indicado na figura 17: dezassete em

serina, cinco em treonina e seis em tirosina. (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/).

Serine
Threanine
Tyrosine

T T T T T T
a ) 1@a 154 Z2ia 258 308 358 408

Posigdo das sequéncias

Figura 17— Locais de fosforilacdes na sequéncia de aminoacidos de lip2.
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De acordo com 0 programa NetPhosk 1.0 server,
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhosk/), os sitios de fosforilagdo por quinases com

um score superior a 0.8 encontram-se nas posicdes: 68, 149, 273 (treonina) e 91, 186
(serina) para a fosforilacdo pela fosfoquinase C (PKC). Estas fosfoquinases estdo
envolvidas no controlo da funcdo de outras proteinas através da fosforilacdo de grupos
hidroxilo de serinas ou treoninas. As PKC sdo activadas por sinais tais como aumento
de diacilglicerol ou calcio.

O estudo das proteinas peroxissomais revelou a existéncia de sequéncias de
aminoacidos responsaveis pelo seu reconhecimento e direccionamento para o interior
dos peroxissomas, tendo sido denominadas de PTS (“peroxisomal targeting signals™ =
sequéncia-sinal peroxissomal) (Waterham & Cregg, 1997). Esta consiste numa
sequéncia conservada tripeptidica na extremidade carboxilica formada pelos
aminoacidos Serina-Lisina-Leucina (SKL) podendo, no entanto, apresentar certas
variantes sem afectar a sua funcdo como (Ser/Al)-(Lys/Arg/His)-Leu (Subramani,
1996). Esta sequéncia encontra-se na posi¢ao 57 (Figura 15), indiciando para lip2 uma
localizagéo peroxissomal.

Geralmente as proteinas cujo destino final na célula é o reticulo endoplasmatico
possuem uma sequéncia sinal no extremo amino terminal com caracteristicas
marcadamente hidrofobicas. Na figura 18, encontra-se o perfil hidropatico de lip2 de
acordo com o algoritmo de Kyte & Doolittle (1982). De acordo com SignalP 3.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), o péptido sinal encontra-se na sequéncia nas

posicdes 1-25, indicando que é uma proteina extracelular.

i i 1 i i : L X
=1- 188 158 zao 258 el 258 488
Fosigao

Figura 18 — Perfil hidopéatico de lip2 segundo o algoritmo de Kyte &Doolittle (1982).
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O sistema de redes neutrais de "Pdle Biolnformatique Lionnais/Network Protein

Sequence Analysis" (http://npsa-pbil.ibcp.fr) prediz para a proteina lip2 uma estrutura

secundaria tipica das a/p hidrolases, em que se alterna varios dominios em conformacéo
de hélice o com dominios em conformagdo de folha B. A serina activa localiza-se no
final de uma estrutura de folha B, 0 qual é caracteristico deste tipo de centro activo
(Figura 19).

It
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Figura 19 - Predigdo da estrutura secundéria de lip2 de acordo com "Hierarchical Neural
Network" (Combet et al., 2000). A azul esta representada a hélice a, a vermelho as folhas § e a
rosa os “coil”.

Encontra-se representado na figura 20 a estrutura tridimensional de lip2, estando a
azul as folhas B, a vermelho as hélices a e a cinza os “coli” que fazem a ligacdo das

folhas B com as hélices a.
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Figura 20 — Estrutura tridimensional da proteina lip2, tomando como referéncia a proteina

pdb 1dt3, de Thermomyces lanuginosa (predicdo EasyPred).

(http://www.cbs.dtu.dk/biotools/EasyPred/)

4.2.1 - Anadlise comparativa da sequéncia proteica da lipase

A sequéncia de nucledtidos lip2 foi submetida aos bancos de dados de sequéncias
proteicas (htpp://www.uniprot.org/), tendo-se verificado maior homologia da proteina
codificada pelo gene lip2: B7ZET5_TRIHA- Hypocrea lixii, com a proteina de Nectria
haematococca (Fusarium solani subsp. pisi) (EEU47691) com 75% de homologia e E-
value 1e*; Gibberella zeae (hypothetical protein FG01240.1) (EAA68101) com 76%
de homologia e E-value 7e™*?; Gibberella zeae (triacylglycerol lipase FGL2)
(ABW?74155) com 76% e E-value 6e™**!; e Glomerella graminicola (EFQ29359) com
71% de homologia e E-value 3%,

Fez-se o alinhamento de lip2 com as sequéncias de maior homologia referidas
anteriormente, usando o algoritmo Clustal W2. Os resultados estéo indicados na figura
21, e permitem verificar o grau de conservacdo existente nos motivos caracteristicos de
lipases.

Desta comparacdo, pode-se dizer que lip2 compartilha com as outras proteinas
caracteristicas fundamentais da estrutura priméria relacionadas com os dominios que
conferem actividade enzimatica, como a serina activa (caixa preto) e 0 espago

oxianionico (caixa a laranja).
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EARGE101 MEFKLADSLSLITVQLILAT STLALSNEGSSSQKHSFNFSAFSPFEG————ISVEFFATLE 56

LBWT4155 MEFELADSLSLITVQLILAT STLATLSNPGSSSQKHSEPNPSAPSPKG————-15VEPFFATLE 56
EET47891 MERLESTASARLFALYLATTTLVLSLYIF--PQHGSARTSQATTPHS-——-1I5V5SLFATLE 54
AMTT4154 MGWIFLGRFGLLLILVIVARVFVERRY TN--QOEPLGVEEPASVSS———-IFVALFRADLE 54
EFQ29359 ——MFSPMQPLLYLLOLASLVGLASAT PSGHNVOQPLSLTNDSEKADAPPFLIVSVELFRSLE 57
e w . . . T + =
Ennes101 BLSRILVDIAYCIGTTGVEKPFNCVSRCHDFPSLSLINAWNT GPLLSDSCGYIAVDHGVAD 116
ABWT4155 RLSELWVDIAYCIGITGVEEPFNCVSRCHDFEFSLSLINAWNTGPLLSDSCGY IAVDHGVAR 1146
EEU47691 RLSRILWDISYCIGTTGVREPFECVSRCSDFESLELITTWNTGPLLGDSCGYTAVDHGVED 114
LMTT4154 RLARIWVINSYCLGTTGIRKPFCVSRCDEFPNVILASTWSTGFLFGDSCGFIAVDHESDD 114
EFQ29359 RISRIVDITYCWEISGISQPFSCVSRCEEFFSFILVSTWNIGVLLSDSCGY IAVDHGVER 117

* vhkokdke nckkokdndn vdedk dhdkddkd wohdk vk Lk dde kw ddkdekwddekddd

ERRBE1O01 YSIANTIVDLSTVEQEYVEYPSPDHGGSEFFNEFERNT 174
ABWT4155 YSIANTIVDLSTVEFQEYVEFYPSPDHGGSEFFNEFEHRT 174
EEU47651 YSITNIIVDLSTVEREYVEYESPGDGDEEFFEKFEYE 172
AMTT4154 YSITHNIIIDLSTMPQEYVEYPSPDHGG-ESPEKFSHE 173
EFQ293539 YSFSHAIIDLSTIFQEYVEYPSPDDGG-QFSEQFEHE 176
ks skakokhkk ok ok hhkkk k2 rak s
ERRGE1IO01 CTHCTWVHMGFLOSWENTRQFVLPQLEQLELYPSYFIQL CLARLELEWVSL 234
ABWT4155 CINCIVHMGFLOSWENIEQFVLEQLEQLELOYESYPIQL CLARLELEVSL 234
EET476391 CTHCTWVHMGELDSWENARRLVLEQLEQLETQYPSYFIQL CLAALELEVSL 232
AMTT4154 CTHCITWVHSGFLESWESARESVLFELEATLRAKYFPSHFVHL CLARLELEWVSL. 233
EFQ2935% CEECTVHMGFLASWRQARNLVVEFEVEKLEDQYFDYEFIHY MLASLEFEVSE 236
* rhkhkhEk kkk EEk ek Horkow oo * rEE ake e HE e ckdk o Hk ko
ERRGE101 GWENVIVIIFGEFEVGNEGLARFVDEVEYLND--DNNEFEGREFREVTHE] 3E 292
ABWT4155 GWENVIVIIFGESEVGNEGLARFVDEVEYLND--DNNEFEGREFREVTHE] 3E 292
EET47691 GFDOVIVITEFGEFEVGHDGLARFVDEVFQLDG--REENLEERDYREWVTHE] GE 290
AMTT4154 GWDODWVIVIIFGEFEVGHNSEFAHFVDIVFYLDE--IIDFEKRTYREVTHA GE 291
EFQ2935% GWDNIVVITIFGEREVGEHNQGLCN Y VDEVEFGLONEKDENLSERSYREWV T HA TE 294
#uwwoww Hkkkhkd wkdkdk T L Lt EEkk ww . . * w o e o *
ERRGE101 WEYKSHAGEVY ITKQELTFSESDIYMCIGONDPECTAGRDDSTWMTI TERLFHAENLWIAS 352
ABWT4155 WEYKSHAGEVY ITHEQELTPSESDIYMCIGDNDFECIAGRADDSLWMITERLFHAENLWIAS 352
EET47691 WEYKSHAGEIYIAKOQLSPSEADIHLCOVGDNDPFACIAGRDDSVWSALERLLHARSVEADS 350
AMTT4154 FEYQSHEGEIFISKSALSESETDVOLCVGDADENCSARDDSSMEGLLNRLLAFWETTAST. 351
EFQ293539 WEYKFHAGEYYISEVDLSESLEDWVIVCRGDSDARCITEGDGSFFESEVQELAEVAESVV 356
vhks ok kk akek  ckakk ke 1k kk Kk ok 2k _k +
ERRGE1IO01 DELAEFNG-——-FESEFELW] CWVEGGDFADWGRGRYQGLG-FDTEE 407
ABWT4155 DELAEFNG--——-FESRFELWQ CVPGEDEADWGRGRYQGLG-FDTEE 407
EET476391 EESVQAREG————-FEFSEFELWQ CAPFGGDFADWGRGFYQ--G-FDIEE 403
AMTT4154 EEYTEEM5--—-IFTRFELWQ CVPGGDEINWGRFPFYA————-FPHDEE 403
EFQ2935% ADETEKWMERLEFVEFEARLELWY CVPGEDEANWGRDEKHGGHENFVLDE 4146
' vk w ok w o ok e Pek  ddkcdkdedk w owdkdkd . * v
ERRBE1O01 L 408
ABWT4155 L 408
EEU47651 L 404
AMTT4154 L 404
EFQ2935% L 417
*

Figura 21 — Anélise comparativa de sequéncias. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos
deduzida para a proteina lip2 de Trichoderma harzianum (Hypocrea lixii), com quatro
sequéncias codificadoras de lipases de outros organismos relacionados: Fusarium solani;
Gibberella zeae; Gibberella zeae e Glomerella graminicola, obtidos através do GenBank: Os
aminodcidos idénticos estdo marcados abaixo das sequéncias com (*) aminoacidos com
substituicdo conservada marcados com () e aminoacidos com substituicdo semi-conservada
marcados com (.). Nas caixas a preto encontra-se a serina activa, o acido aspartico e histidina da

triade catalitica, na caixa a laranja encontra-se 0 espago oxianionico.
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As distancias evolutivas entre a proteina lip2 e 0s restantes organismos em
comparacao podem ser observadas na arvore filogenética (Figura 22). Das comparagdes
realizadas, Glomerella graminicola (EFQ29359) € a que se encontra mais proxima, em
contrario, as mais afastadas sdo Gibberella zeae (EAA68101); Gibberella zeae
(triacylglycerol lipase FGL2) (ABW74155).

AM774154:0.21959
EEU47691: 0.12058
{ (EAAGE101: 0.00000

L ABW74155; 0.00246
EFQ29359: 0.25071

Figura 22 — Dendrograma das distancias evolutivas entre lip2 e organismos relacionados.
Nectria haematococca (Fusarium solani); Gibberella zeae; Gibberella zeae; Glomerella

graminicola.

Em contrério as sequéncias referidas anteriormente, lip2 ndo apresenta qualquer

tipo de homologia com lipl de T. harzianum (Figura 23).

1ip2 e
lipl MFSLITLTGLLLAVASNAGLAGADGETVALRYSTVVGESSSNGVDSFRGI PYAQPEVGSLE 60
lip2 e MGWIFLGRFGLLLLVQLVALVFVEALYINQQE--———PL 34
lipl LKPEQPITSSLGEVATATFKACEQFSSQFTESGLEEALVDI ITHNI SNVVNGDEDCLTL. 120
lip2 FADLERLAR-—————————————————————— LVDVSYCLGT 68
lipl FI¥GGAFESGATQGVDSTNLIQASIASGTPIIFVAANYRLGE 180
lip2 VDHGSDQORENDV
lipl
lip2 LIGDDEQGLTY g PDHEGESEEKESHECTNC 177
lipl LFGGNNSYHGKPLFRAALMESGSI LEAEPANSTEAQLI YDEVVDSAGCSTSSDTLACLRS 300
lip2 TVHSGFLESWKSARESVLPELKALR-AKYPSHEVHLI GHSLGGAVACLAALELKVSLGWD 236
lipl VDFNIFLLARESVEISSSYNSIALSYLPREDSTVLLDSEEILESRGQFAKVELLLGDRED 360
lip2 DVTVITFGEPRVG-NSEFAHFVDDVFYLDGIIDPEK---RTYREVTHADDEVELLEEGEF 292
lipl EGTLFSVYQLNLTSTQDVEEY LGS LY FQQATASOVQDLVATYEDDESAGSEFRTGSINSL. 420

lip2 352

lipl 480

lip2 403

lipl 540

lip2 PR 404

lipl FRSLSFDFIRSNSQALHT 558

Figura 23 — Homologia entre lip2 e lipl de T. harzianum.
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4.3 — Extraccdo de DNA

Os resultados da extraccdo do DNA gendémico de Trichoderma harzianum para

posterior utilizagdo em PCR encontram-se ilustrada na figura 24.

M MI A

s e e -
'.-—-"""""

Figura 24 -. Extrac¢do de DNA genomico de Trichoderma harzianum. Gel de agarose 0.8%
(p/v), em TAE 1X. M) Marcador de peso molecular de 1kb (Promega); MI) Marcador de

intensidade de 290 ng/ul; 1) DNA genémico de Trichoderma harzianum.

4.4 - Clonagem e expressao do gene lip2

4.4.1 - Clonagem do gene lip2 no vector pGEM®-T

Um fragmento de 1215 pb foi amplificado por PCR a partir do DNA gendémico de
T. harzianum, com a combinacdo de oligonucleotideos lip2petNdel e lip2pet sal 1. Os
produtos da reaccdo de amplificacdo foram analisados mediante electroforese em gel de
agarose 0.8% (p/v). Na amplificacdo do gene lip2 visualizou-se uma banda do tamanho
da ORF de 1215 pb, como seria esperado (Figura 25).

Figura 25 — Amplificacdo do gene lip2.
Gel de agarose 0.8% (p/v), em TAE 1X.
1) Fragmentos amplificados de 1215 pb;
CN) controlo negativo; M) marcador de

peso molecular 1kb (Promega).
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As bandas correspondentes aos fragmentos amplificados foram, entéo, purificadas
para posterior ligacéo e transformac&o no vector pGEM®-T.

O vector pGEM®-T é um sistema de clonagem particularmente construido para
clonagem de produtos resultantes de reacces de PCR. Possibilita também o rastreio de
coldnias transformadas para posterior identificagdo dos clones recombinantes. O rastreio
é realizado através da manifestacdo da cor. A insercdao de um fragmento no local de
clonagem traduz-se no aparecimento de colonias brancas, as recombinantes. A cor azul
é indicativa da auséncia de recombinacéo (Figura 26).

As bactérias E.coli DHS5o transformadas foram semeadas em placas LB com
ampicilina, IPTG e X-Gal.

Figura 26 — Placa de Petri com os transformantes.

Ap0s o periodo de incubacdo, as colonias brancas, potencialmente recombinantes,
foram seleccionadas ao acaso e subcultivadas em meio liquido LB com ampicilina.
Procedeu-se a extracgdo de DNA plasmidico de cada uma das subculturas.

Este procedimento teve como objectivo principal., obter uma maior quantidade de
DNA da ORF do gene lip2 e facilitar a sua ligacdo no vector pET-28a(+), visto que, ndo

foi possivel clonar directamente através dos locais de restricdo inseridos por PCR.

4.4.2 - Confirmagado e digestdao dos clones positivos

A digestdo com a enzima Pst | foi realizada para comprovar a presenca do

fragmento de interesse, (ORF do lip2).
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O produto de DNA resultante da digestdo enzimatica foi separado por
electroforese em gel de agarose 0.8% (p/v), observando-se duas bandas, uma de
tamanho 3000pb e outra 980pb correspondente ao vector pGEM®-T, quando comparado
com o marcador de peso molecular 1Kb (Promega).

O resultado da digestdo pode ser observada, na figura 27, para os clones
escolhidos aleatoriamente. Este resultado revela-nos que nem todos os clones continham

0 inserto.

Figura 27 — Digestdo enzimatica do vector pPGEM®-T com a enzima Pst I. Gel de agarose
0,8 % (p/v), em TAE 1X. M) Marcador de peso molecular de 1kb (Promega); 1) Plasmidios ndo
digeridos (3000pb); 2) Plasmidios digeridos (3000pb e 980pb).

Apb6s a confirmagdo dos transformantes positivos estes foram novamente
digeridos para a obtencdo do inserto de interesse. Realizou-se uma digestdo com as
enzimas Nde | e Sal | para ocorrer a libertacdo do fragmento e a fim de garantir que o
fragmento digerido possuisse os locais de ligacdo ao vector pET-28a(+) (Figura 28).

O produto resultante da digestdo enzimatica foi separado por electroforese em gel
de agarose 0.8% (p/v), e a banda de interesse, contendo o inserto, (Figura 28 (1a)) foi

recortada.
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Figura 28 — Digestao enzimatica dos plasmidios. Gel de agarose 0,8 % (p/v) em TAE 1X. M)
Marcador de peso molecular de 1kb (Promega); 1) clone positivo digerido com Nde | e Sal I;
1a) Fragmento de ORF lip2; 2) Clone positivo digerido com Nde I; 3) clone positivo digerido
com Sal I.

Ap0s a recuperacdo da banda procedeu-se a sua purificacdo. Também o plasmidio
pET28a(+) foi purificado apds ter sido digerido com as enzimas Nde | e Sal I, com a
finalidade de se proceder a ligacdo com a enzima T4 DNA ligase e transformacao de
E.coli DH50.

4.4.3 - Clonagem do gene lip2 no vector pET28a(+)

As E.coli seleccionadas, foram crescidas em LB com canamicina e procedeu-se a
extraccdo do DNA plasmidico e a digestdo enzimatica com as enzimas Nde I, Sal | e Pst
I, de modo a confirmar a clonagem da ORF do gene lip2 e a orientagcdo da mesmo.

A enzima Pst | foi utilizada com o objectivo de confirmar o clone. A digestdo
enzimatica originou a visualizacdo de um fragmento de aproximadamente 5604pb
correspondente vector pET-28a(+) e outro com 980pb, correspondente a parte do gene
lip2, em gel de agarose (Figura 29 (5)).

Na digestdo enzimatica com a enzima Nde | verificou-se a presenca de uma banda
de 6584pb, confirmando a clonagem da ORF do gene lip2 no vector pET-28a(+) (Figura
29 (2)). Ao contréario do que seria esperado, na digestdo com a enzima Sal | verificou-se
a presenca de duas bandas. Tal facto deve-se a insercdo de um local de reconhecimento

para a enzima Sal | no polinker do vector de subclonagem pGEM®-T, visualizando-se
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assim uma banda de aproximadamente 5369pb correspondente ao vector pET-28a(+) e
outra de 1300pb correspondente a ORF do gene lip2, (Figura 29(3)).

Na digestdo enzimatica com as enzimas Nde | e Sal | observa-se um fragmento de
DNA plasmidico com um tamanho 5369pb, correspondente ao vector pET-28a(+) e
outro de 1215pb correspondente a ORF do gene lip2, como se pode observar na figura
29 (4).

Na figura 29 estd representado o resultado da extraccdo de plasmidios
recombinantes, sendo possivel observar bandas com diferentes tamanhos
comparativamente com o marcador de peso molecular e com o vector pET-28a(+) de
5369pb (Figura 29 (1)).
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Figura 29 — Digestao enzimatica dos plasmidios. Gel de agarose 0,8 % (p/v) em TAE 1X. M)
marcador de peso molecular de 1kb (Promega); 1) vector pET-28a(+) sem digerir; 2) plasmidio
digerido com a enzima Nde I; 3) plasmidio digerido com Sal I; 4) plasmidio digerido com Nde |
e Sal I; 5) plasmidio digerido com Pst 1.

4.5 — Expressao da proteina

O recurso ao sistema de expressao pET28a(+) permitiu a clonagem do gene lip2 e
desta forma efectuar o seu estudo isoladamente, sendo assim possivel avaliar a
expressdo da proteina.
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A inducdo da expressdo da proteina foi realizada pela adicdo de IPTG e
precipitacdo por TCA. Apds a quantificacdo recorrendo ao Protein quantification Kkit-
general use (FluKa) e usando a técnica de Bradford, foram carregadas amostras
recolhidas para diferentes tempos no gel de poliacrilamida SDS-PAGE e descorado a
fim de visualizar o perfil de bandas das diferentes amostras.

O perfil de bandas obtidas em SDS-PAGE (Figura 30) indica-nos a existéncia de
uma banda de tamanho correspondente ao da proteina lip2 (tamanho estimado 44kD),
por comparacdo com o marcador de proteinas Prestained Protein Molecular Weight
Marker (Fermentas) (Figura 31), entre a banda de 35kD e 50kD.

- Y
NS

11

afil-

Figura 30 - Electroforese desnaturante (SDS-PAGE) de lip2. M) Prestained Protein

Molecular Weight Marker (Fermentas); 1) proteina do sobrenadante induzida ao fim de 8horas;
2) proteina do sobrenadante induzida ao fim de 16horas; 3) proteina do sobrenadante ndo

induzida.

Uma observacdo mais pormenorizada do gel indica que a proteina € expressa no
meio com inducdo ao fim de 8 horas de crescimento. De acordo com a curva de
crescimento da E.coli, a expressdo ocorre na fase exponencial., ndo se verificando

expressdo nas restantes fases.
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Os resultados revelam, que a proteina € encontrada no sobrenadante, ou seja, €

excretada para 0 meio de cultura.

Tendo em conta que a proteina lip2 € uma proteina extracelular, os resultados

coincidem com o teoricamente esperado.

L~ 120
S — ~ 85
— ~ 50
|_mo-.35
|~ 25
~ 20
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Figura 31 — marcador de proteinas com a indicacdo dos tamanhos (kDa). Prestained

Protein Molecular Weight Marker (Fermentas)
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5 — Conclusdes

Com este trabalho conseguiu-se fazer uma primeira abordagem & caracterizagédo
do gene lip2 de T. harzianum. Lip2 tem uma ORF de 1215pb, e codifica uma proteina
de 404 aminoacidos e 44 kDa (B7ZET5_TRIHA). E uma triacilglicerol lipase com
serina no centro activo. Pelas suas caracteristicas diferentes das de outras lipases
caracterizadas, é incluida na familia das lipases_classe 3 (InterPro IPR002921).

Apresenta valores de homologia superiores a 70% com lipases de Nectria

-139

haematococca (Fusarium solani subsp. pisi) (E-value 1e), Gibberella zeae (E-value

72 ¢ de 6e-'*), e de Glomerella graminicola (E-value 3e-**

), mas ndo com lipl de T.
harzianum (BOB099_TRIHA), verificando-se que os dois genes (lipl e lip2) codificam
proteinas com caracteristicas diferentes.

A clonagem de lip2 no vector de expressdo bacteriano pET28a(+), seguida de
inducdo, levou a expressdo heter6loga da proteina, confirmada por SDS-PAGE. No
entanto, pensa-se que esta expressao ndo se verifica a nivel da actividade enzimatica da
proteina, uma vez que nao foi possivel detectar-se actividade esterasica ou lipolitica em
placas de tributirina-agar ou de rodamina B lipase agar (ensaios ndo incluidos em
material e métodos), o que nos leva a supor ser necessaria a expressao em vector
eucariota para uma mais completa caracterizacdo de lip2.

Supbe-se que esta proteina, pela sua provavel localizacdo extracelular, possa
contribuir, em conjunto com outras enzimas amplamente descritas em T. harzianum, no

mecanismo de controlo bioldgico de fitopatogéneos.
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7 — Anexos

Anexo I: Meios de Cultura, Tampdes e Solugdes utilizadas

Meio PDA

PDA (Potato Dextrose Agar — HIMEDIA), 39 g/l seguindo-se autoclavagem a 121°C

Meio LB (Luria-Bertani)

Meio rico para E.coli: Para 1 litro:

10 g de triptona

5 g extracto de levedura

10 g NaCl

Ajustou-se o pH a 7.5 com NaOH. Esterilizacdo em autoclave, no caso do meio LB-agar

foi adicionado 15¢g de agar e depois de autoclavado e procedeu-se ao plequeamento.

Anexo Il: Extraccdo de DNA

Por cada 0,1 g de micélio fresco colocou- se aproximadamente 50 mg de areia estéril,
10 mg de PVPP e 750 pl de buffer de extraccdo B e macerou-se até a mistura ficar
homogénea; centrifugou-se durante 7 minutos a 1300 rpm; removeu-se 0 sobrenadante
para um novo tubo e adicionou-se 500 pl de fenol-cloroformio — alcool isoamilico
(25:24:1); inverteu-se os tubos cuidadosamente e centrifugou-se durante 5 minutos a
13200 rpm; recolheu-se o sobrenadante para um novo tubo e preencheu-se os tubos com
isopropanol (-20°C); inverteu-se os tubos cuidadosamente e centrifugou-se durante 10
min a 4°C a 13200 rpm; retirou-se o isopropanol e adicionou-se aos tubos 1 ml de
etanol a 70%; inverteu-se cuidadosamente e centrifugou-se durante 2 min a 4°C a 13200
rpm; retirou-se o etanol e deixou-se secar o conteudo do tubo, invertendo em estufa
durante alguns minutos a 50-60 °C até secar o pellet do DNA; adicionou-se
aproximadamente 35 pl de agua estéril no tubo; acrescentou-se 5 mg/ml de RNAse e

colocou-se em banho-maria durante 5 minutos a 37 °C.
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Anexo I11: Amplificacdo do DNA por PCR
dNTPs (200mM)

Adicionou-se, em tubos tipo eppendorf de 0,5ml, 360ul de agua destilada, 10ul de
dATP, 10ul de dCTP, 10ul de dTTP e 10ul de dGTP. Agitou-se em vortex e
armazenou-se a -20°C.

Controlo de eficiéncia do PCR

Gel de agarose 2% (p/v)

Dissolveram-se 0.6 g de agarose em 30 ml de tampdo TAE 1x, sob aquecimento e com
agitacdo, até a agarose estar completamente dissolvida. Adicionou-se 1ul de brometo de

etidioSug/pl.

Gel de agarose 0.8% (p/v)

Dissolveram-se 0.24 g de agarose em 30 ml de tampdo TAE 1x, sob aguecimento e com
agitacdo, até a agarose estar completamente dissolvida. Adicionou-se 1ul de brometo de

etidio 5 pg/ul.

Solucéo de Brometo de Etidio

Brometo de Etidio 0,5 pg/ml.

Solucgéo de Orange G concentrado (5x)

12,5¢g Ficoll

0,125g Orange G

Dissolveu-se em agua destilada e perfez-se o volume até 50ml. Armazenaram-se em

aliquotas de 2ml a -20°C.

Solucéo de Orange G diluido (1x)

Diluiu-se 100ml de Orange G 5x em 400ml de agua destilada e armazenou-se a 4°C.
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