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RESUMO 

RIBEIRO, João Batista, D.S., Universidade Federal de Viçosa, dezembro de 2005. 
OBTENÇÃO DE LINHAGENS RECOMBINANTES DE Penicillium griseoroseum PARA 
PRODUÇÃO DE POLIGALACTURONASE. Orientadora: Elza Fernandes de Araújo. 
Conselheiras: Marisa Vieira de Queiroz e Flávia Maria Lopes Passos. 

 

Análise de um fragmento de DNA de 170 pb da região promotora do gene pgg2 

contendo um possível CCAAT-box localizado a -270 pares de bases (pb) do códon de início 

da tradução, por meio de ensaios de migração retardada em gel, revelou a formação de 

complexos específicos deste fragmento de DNA com proteínas nucleares obtidas a partir de 

micélio cultivado em meio contendo pectina. A ligação de proteínas no elemento CCAAT foi 

confirmada quando a análise foi realizada utilizando um oligonucleotídeo fita dupla contendo 

essa seqüência. Substituição da seqüência original pela seqüência GTAGG diminuiu a 

formação de complexos específicos, comprovando o envolvimento do elemento CCAAT na 

regulação da expressão do gene pgg2. Um oligonucleotídeo de 23 pb contendo a seqüência 

CTACAGTG, similar à seqüência de um cis-elemento de resposta a AMPc encontrado em 

promotores de leveduras e mamíferos, também foi usado como sonda em ensaios de 

migração retardada em gel. Complexos de DNA-proteínas não foram detectados quando se 

utilizou extratos protéicos nucleares, preparados a partir de micélio cultivado em glicose e 

extrato de levedura, sugerindo que o elemento CTACAGTG não representa um sítio para a 

ligação de proteínas ativadoras. Foi construído um vetor para inativação do gene pgg2 de P. 

griseoroseum, denominado pPG15pgg2Δniafo, o qual contém o gene pgg2 interrompido por 

um fragmento de DNA de 4,0 Kb, correspondente ao gene nia de Fusarium oxysporum. A 

inativação do gene pgg2, demonstrou que a poligalacturonase codificada por este gene é 

responsável por 90 % da atividade total de PG de P. griseoroseum. Foi construído um vetor 

 ix



para expressão do gene pgg2 sob o controle do promotor constitutivo do gene gpdA de 

Aspergillus nidulans, o qual foi utilizado na transformação da linhagem PG63 de P. 

griseoroseum. Foram obtidas linhagens transformantes que, quando cultivadas na presença 

de glicose, sacarose ou caldo de cana, apresentaram aumento na atividade de PG de até 12 

vezes em relação à linhagem PG63 cultivada em pectina e extrato de levedura. A linhagem 

recombinante 146 apresentou aumento na atividade de PG quando cultivada em meio 

contendo glicose (1%) por 48 a 96 horas, utilizando-se 106 7 ou 10  conídios/mL do meio de 

cultura. Embora tenha sido observado menor massa micelial seca, quando as linhagens 

recombinantes foram cultivadas em sacarose e caldo de cana, a atividade de PG foi de 90 

% da determinada quando estas linhagens foram cultivadas em glicose. A poligalacturonase 

produzida pela linhagem recombinante 146 de P. griseoroseum apresentou alta atividade na 

faixa de pH de 3,5 a 5,0 e nas temperaturas de 30 a 60oC, sendo estável quando 

armazenada por pelo menos 5 semanas nas temperaturas de -20, 4 e 30oC. No entanto, 

apresentou baixa termoestabilidade, sofrendo desnaturação quando pré-incubada por 1 hora 

nas temperaturas de 40, 50 e 60oC. Os níveis enzimáticos relatados neste trabalho e as 

propriedades físico-químicas da PG II produzida pela linhagem recombinante 146 de P. 

griseoroseum demonstram a eficiência do sistema de expressão desenvolvido e que a PG II 

é uma enzima adequada para aplicação na indústria de processamento de sucos de frutas. 
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ABSTRACT 

RIBEIRO, João Batista, D.S., Universidade Federal de Viçosa, december, 2005. 
OBTENTION OF RECOMBINANT STRAINS FROM Penicillium griseoroseum FOR 
POLYGALACTURONASE PRODUCTION. Adviser: Elza Fernandes de Araújo. 
Committee members: Marisa Vieira de Queiroz and Flávia Maria Lopes Passos. 

 
Analysis of a 170 bp DNA fragment of the promoter region of the pgg2 gene  

containing a putative CAAT box at - 270 bp from ATG code by electrophoretic mobility shift 

assay with nuclear extracts prepared from mycelia grown under pectin-containing medium 

revealed a high mobility complex that was subsequently confirmed when analysis was 

conducted employing a double-stranded oligonucleotide spanning the CCAAT motif. A 

substitution in the core sequence for GTAGG partially abolished formation of specific 

complexes, showing the involvement of the CCAAT box in the regulation of the 

polygalacturonase gene studied. A 23 bp sinthetic double-stranded oligonucleotide 

containing a cis-element resembling the cAMP response element (CTACAGTG) observed in 

yeasts and mammals promoters was also used as probe in EMSA assays. Band shifts were 

not seen when nuclear extracts prepared from mycelia cultured on pectin and glucose-

containing medium supplemented with yeast extract were used in the reactions. This result 

suggests that the CTACAGTG element tested is not a target site for regulatory activators. In 

order to inactivate the P. griseoroseum pgg2 gene, a disruption vector, named 

pPG15pgg2Δniafo was constructed by inserting a 4 Kb HindIII DNA fragment, containing the 

nia D gene from Fusarium oxysporum in the coding region of pgg2. The disruption of pgg2 

resulted in transformant strains producing at most 12 % of PG activity of the host strain 

(PG63), indicating that this gene responds for almost 90% of PG total activity in P. 

griseoroseum. To overexpress extracellular polygalacturonase in P. griseoroseum,  an 

expression cassete was constructed, designated pAN52-pgg2 that contained the pgg2 gene 

 xi



under the control of the strong constitutive promoter gpdA from Aspergillus nidulans. The 

transformation of the PG63 mutant strain using this vector and the selective plasmid 

(pNPG1) resulted in the isolation of a recombinant strain (146) that, when cultivated in 

glucose, sucrose or sugar cane juice as sole carbon source, produced a PG activity 12 times 

higher than that produced by the mutant strain cultivated in pectin and yeast extract. The PG 

produced by the recombinant strain possesses an optimum pH range from 3,5 to 5,0 and is 

inactivated at the extrem pHs 2,5 and 8,0. It was demonstrated that this enzyme acts 

efficiently hydrolising polygalacturonic acid in a broad range of temperature (30 to 60 oC) with 

the optimal temperature ranging from 30 to 45 oC. In addition, storage of the recombinant 

strain culture supernatants at temperatures of - 20, 4, and 30 oC for five weeks did not affect 

enzyme activity. On the other hand, the enzyme exhibited low thermostability, being 

inactivated when pre-incubated for 1 hour at temperatures of 40, 50, and 60oC. 
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1 - INTRODUÇÃO GERAL 

Os três principais polissacarídeos pécticos encontrados em paredes celulares 

primárias de vegetais superiores são a homogalacturonana, rhamnogalacturonana I e 

rhamnogalacturonana II. A homogalacturonana é uma cadeia linear de resíduos de ácido D-

galacturônico em que alguns dos grupos carboxil são esterificados por grupamentos metil, a 

rhamnogalacturonana I é uma família de polissacarídeos que contêm um esqueleto principal 

do dissacarídeo [→4)-α-ácido-D-galacturônico-(1→2)-α-L-ramnose-(1→] e as 

rhamnogalacturonana II são um grupo de polissacarídeos que contêm um esqueleto linear 

de resíduos de ácido D-galacturônico unidos por ligações  α-1→4 apresentando como 

ramificações uma cadeia não sacarídica e um octassacarídeo ligados ao carbono 2 de 

alguns dos resíduos de ácido galacturônico da cadeia principal e dois dissacarídeos 

estruturalmente diferentes ligados ao C-3 da cadeia principal. As pectinas presentes na 

parede celular de vegetais, normalmente estão ligadas a microfibrilas de celulose, 

conferindo rigidez à parede (Visser e Voragen, 1996; Ridley et al., 2001). 

Considerando a heterogeneidade estrutural das substâncias pécticas, sua 

degradação completa requer a ação de várias enzimas, denominadas em conjunto 

pectinases. Essas enzimas hidrolisam a pectina por diferentes mecanismos e são divididas 

em 2 classes gerais: pectinesterase e despolimerase. A pectinesterase desesterifica a 

pectina produzindo ácido poligalacturônico e metanol. As despolimerases clivam as ligações 

glicosídicas da cadeia D-galacturonana de seus substratos específicos, pectato ou pectina, 

por hidrólise (hidrolases) ou por β-eliminação (liases) e são ainda classificadas com base na 

posição em que atua, que pode ser aleatória (endo) ou terminal (exo), quebrando as 

ligações glicosídicas. Dentre as despolimerases, encontram-se a endopoligalacturonase (EC 

3.2.1.15), exopoligalacturonase (EC 3.2.1.67), endopectato liase (EC 4.2.2.2), exopectato 

liase (EC 4.2.2.9) e a endopectina liase (EC 4.2.2.10). Outra enzima que atua na hidrólise da 

pectina é a ramnogalacturonase, a qual quebra as ligações entre os resíduos de ácido 

galacturônico e ramnose das cadeias de ramnogalacturonana I (Schols et al. 1990a). 
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Na indústria de alimentos, o complexo pectinolítico é utilizado na clarificação de 

sucos de frutas (Alanã et al., 1989), no preparo de frutas e vegetais para estocagem, na 

manufatura de produtos hidrolisados da pectina, na cura do café, cacau e fumo (Ghildyal et 

al., 1981) e na extração do óleo de sementes oleaginosas (Buenrostro e Lopes-Munguia, 

1986). Na indústria têxtil, essas enzimas são empregadas no processo de maceração das 

fibras vegetais, que consiste na degradação da pectina da lamela média resultando na 

desintegração de tecidos devido à separação das células (Bailey e Pessa, 1990). As fibras 

celulósicas resultantes dessa maceração têm sido obtidas para a fabricação têxtil. 

Dentre as pectinases mais usadas na clarificação de sucos encontram-se as 

pectina liases (PLs) e as poligalacturonases (PGs). Grassin e Fauquembergue (1996) 

afirmaram que a atividade de poligalacturonase é considerada chave nesse processo, pois a 

PG atua sobre o ácido péctico com grau de metilação abaixo de 60%, o qual é produzido por 

ação da pectina metil esterase sobre a pectina. A pectina liase, por outro lado atua sobre 

compostos pécticos com alto grau de metilação, portanto sua atuação não necessita da 

ação prévia de outras enzimas. Diversos estudos têm sido realizados no sentido de se 

caracterizar essas enzimas. 

D’Ângelo (1998) relatou a purificação e caracterização parcial das 

poligalacturonases de P. griseoroseum, sendo observadas duas PGs de carácter básico 

(PG1 e PG2) e uma PG de carácter ácido (PG 3). As PGs 1 e 3 apresentaram pH ótimo de 

atuação de 3,5 e a PG 2 apresentou melhor atividade em pH 4,5. As temperaturas ótimas 

para atuação dessas enzimas foram 40o oC para PG 1 e 45 C para as PGs 2 e 3. Em um 

trabalho similar, Miranda (1997) demonstrou que P. expansum também produz pelo menos 

três isoenzimas de poligalacturonases, que foram denominadas PG I, II e III. Essas enzimas 

foram parcialmente purificadas e caracterizadas, apresentando temperatura ótima de 

atividade de 50oC e pH ótimo igual a 5,0 (PGs II e III). O padrão de eluição dessas enzimas 

em cromatografia de troca iônica indicou que PG II e PG III são carregadas positivamente e 

PG I carregada negativamente. Poligalacturonases de outros organismos também foram 

purificadas e caracterizadas como, por exemplo, poligalacturonase de Aspergillus japonicus 

e poligalacturonases de Aspergillus niger (Kester e Visser, 1990; Bussink et al., 1991a). 

As poligalacturonases fúngicas, até hoje estudadas, são proteínas monoméricas 

apresentando entre 30.000 e 78.000 dáltons e contendo de 300 a 435 aminoácidos. Estudos 

enfocando a estrutura e o mecanismo de ação das poligalacturonases ainda são escassos, 

sendo a produzida por Erwinia carotovora a primeira poligalacturonase cuja estrutura foi 

elucidada. Foi demonstrado que essa enzima contém 10 voltas completas com conformação 

em folha β paralelas girando para a direita, uma α-hélice em uma volta adicional na 

extremidade N-terminal e uma volta incompleta na extremidade C-terminal. O alinhamento 

de 36 seqüências de poligalacturonases revelou quatro regiões conservadas: Asn201-Thr202-
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203Asp , Gly222-Asp223-Asp224, Gly250 251-His -Gly252 e Arg280-Ile281 282-Lys . Estas seqüências se 

dispõem antes ou nas voltas das fitas β. Este arranjo em agrupamento é uma clara 

indicação de conservação funcional e sugere fortemente que a região na superfície das fitas 

β 5 a 8 e as voltas adjacentes formam o sítio catalítico da enzima sendo indicados dois 

resíduos de aspartato como potenciais resíduos que compõem o sítio catalítico (Pickersgill 

et al, 1998). 

A estrutura da poligalacturonase mais abundante de A. niger (PGII) também foi 

estabelecida por cristalografia e os resíduos dos aminoácidos catalíticos, identificados por 

mutagênese sítio direcionada. Esta enzima se dobra formando uma folha β- paralela com 

giro para a direita com 10 voltas completas, a qual é composta de 4 folhas β paralelas 

apresentando uma α-hélice muito pequena que ancora o centro hidrofóbico da enzima. As 

regiões em alça formam uma fenda no exterior da folha β. Mutagêneses sítio direcionadas 

dos resíduos Asp180, Asp201, Asp202 223 256 258, His , Arg  e Lys  que estão localizados nessa 

fenda, resultaram em drástica redução de atividade, demonstrando que estes resíduos são 

importantes para a ligação do substrato e ou para a catálise. Uma comparação do sítio ativo 

da endopoligalacturonase II com o de ramnosidase, que também é uma glicosil hidrolase da 

família 28, sugeriu que Asp180 202 e Asp  ativam a molécula de água que promove o ataque 

nucleofílico, enquanto Asp201 protona o oxigênio glicosídico da ligação a ser hidrolisada (van 

Santen et al., 1999). Embora não se tenha um estudo similar e os aminoácidos catalíticos de 

poligalacturonases do gênero Penicillium não tenham sido identificados até o momento, é 

muito provável que esses aminoácidos sejam os mesmos que ocorrem na PGII de A. niger. 

Atualmente, existem diversas estratégias utilizando organismos procariotos e 

eucariotos disponíveis para a produção de proteínas extracelulares. Dependendo da 

proteína a ser produzida e sua aplicação, uma ou outra estratégia pode ser escolhida. 

Devido à propriedade natural dos fungos filamentosos de degradar polímeros biológicos 

complexos, esses organismos são excelentes produtores de um grande espectro de 

enzimas extracelulares, tais como, amilases, proteases, celulases, pectinases, catalases, 

lipases, fosfatases, glicose oxidase (van den Hombergh et al., 1997) e xilanases (Bailey e 

Poutanen, 1989). Segundo van den Hombergh et al., (1997) a utilização de fungos 

filamentosos para expressão de proteínas homólogas e heterólogas tem sido considerada 

muito atrativa, pois eles apresentam várias vantagens quando comparados com outros 

sistemas de expressão. Estas vantagens incluem a produção e secreção de grandes 

quantidades de proteínas; a expressão de proteínas eucarióticas que requerem 

modificações pós-traducionais como glicosilação e formação de pontes dissulfeto e ainda o 

fato de que vários processos de produção têm sido considerados seguros em diversos 

fungos (GRAS - “generally considered as safe”), possibilitando aplicações no setor 
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alimentício. Além disso, linhagens recombinantes estáveis podem ser obtidas, permitindo 

maior controle do processo.  

Considerando a alta eficiência de fungos filamentosos como produtores de enzimas 

extracelulares, alguns trabalhos foram realizados para a seleção de isolados fúngicos 

produtores de pectinases (Baracat et al., 1989; Alaña et al., 1989; Sólis et al., 1990; Lopes-

Shikida, 1995). Dentre os isolados testados, destacaram-se espécies de Penicillium, pois, 

além de apresentarem excelente atividade pectinolítica, praticamente não apresentaram 

atividade de celulases, que poderiam atuar enfraquecendo as fibras celulósicas e tal fato 

tornaria as preparações enzimáticas inadequadas à aplicação na indústria têxtil (Baracat et 

al., 1989). Foi demonstrado ainda que, dentre todos os isolados testados, P. expansum e P. 

griseoroseum apresentaram as maiores atividades de poligalacturonase e pectina liase, 

respectivamente. Devido a estas características, estas espécies vêm sendo estudadas 

visando à aplicação industrial. Para avaliar o potencial dessas espécies de Penicillium para 

aplicação também na indústria alimentícia, diversos trabalhos foram realizados para verificar 

se estes fungos produziam micotoxinas. Estes trabalhos demonstraram que esses isolados 

não produzem patulina, citrinina nem ocratoxina nas condições de cultivo utilizadas para a 

produção de pectinases mostrando o seu potencial para o setor alimentício (Ferreira, 2000; 

Vivan, 2002 e Visôtto, 2003).  

Teixeira (2005) demonstrou que P. griseoroseum não produz proteases 

extracelulares e apresenta baixa atividade de pectinesterase, sendo essas características 

desejáveis em linhagens com potencial para aplicação na indústria de sucos de frutas 

porque a pectinesterase atua desesterificando a pectina promovendo a liberação de ésteres 

voláteis que interferem na qualidade organoléptica e estabilidade do produto final (Grassin e 

Fauquembergue, 1996). 

A aplicação das enzimas pectinolítcas na indústria requer a obtenção de isolados 

com alta produção enzimática. Portanto, além dos estudos fisiológicos, é necessário o 

desenvolvimento de estudos genéticos que possibilitem o melhoramento das linhagens 

selecionadas (Fincham, 1989). Diversas estratégias podem ser empregadas no 

melhoramento genético de organismos, tais como: mutação e recombinação seguidas de 

seleção e manipulação de genes, como aumento do número de cópias do gene de 

interesse. 

Leuchtenberger e Mayer (1991) relataram a obtenção de mutantes de A. niger 

superprodutores de pectinases utilizando nitrosoguanidina e luz ultravioleta como agentes 

mutagênicos, sendo observados aumentos de 2 a 3 vezes na atividade de endo e exo-PG, 

pectinesterase e pectina liase, quando comparados com a linhagem selvagem. Hadj-Taieb 

et al. (2002) obtiveram um mutante (CT1) completamente constitutivo em relação à síntese 

de pectinases após tratamento de conídios da linhagem selvagem de Penicillium occitanis 
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com NaNO2. Estes autores observaram aumentos de 18 a 77 vezes na produção de 

diversas pectinases quando o fungo foi cultivado em pectina cítrica. Uma característica 

muito interessante do mutante CT1 é que ele superproduz apenas as enzimas do complexo 

pectinolítico, o que o torna importante não apenas como produtor dessas enzimas mas 

também para estudos de regulação da síntese de pectinases, pois nenhuma proteína 

específica envolvida na regulação dessas enzimas foi ainda identificada. Antier et al. (1993) 

obtiveram linhagens superprodutoras de pectinases usando 2-deoxi-D-glicose, um análogo 

tóxico da glicose, para isolar mutantes de A. niger menos sensível à repressão catabólica 

por glicose. Dois destes mutantes com atividade pectinolítica superior ao selvagem foram 

usados em cruzamento parassexual, sendo obtido um diplóide com produção de pectinases 

superior (127%) à das linhagens parentais (Loera et al., 1999). 

Fernandes-Salomão et al. (1996) obtiveram mutantes de P. expansum com 

aumento de até duas vezes na produção de pectina liase e poligalacturonase, utilizando 

nitrosoguanidina e luz ultravioleta como agentes mutagênicos. Visando ao melhoramento da 

produção de pectinases via processo parassexual, foram isoladas diversas linhagens 

mutantes auxotróficas e morfológicas de P. expansum (Lana, 1999) e P. griseoroseum 

(Brito, 1998). Estas linhagens mutantes foram caracterizadas quanto à produção de 

pectinases em meio sólido contendo pectina e os mutantes com atividade pectinolítica igual 

ou superior ao isolado selvagem foram selecionados para uso em cruzamentos para 

obtenção de linhagens diplóides e recombinantes com aumento na produção dessas 

enzimas. Varavallo (2002) relatou a obtenção de dezenas de linhagens recombinantes por 

meio de fusão de protoplastos intra e interespecífica de P. expansum e P. griseoroseum, 

obtendo recombinantes com até três vezes a produção de PL e 1,2 vezes a de PG em 

relação aos isolados selvagens. 

Outra estratégia que vem sendo usada no melhoramento de espécies de 

Penicillium para a produção de pectinases é a manipulação de genes e uma etapa 

fundamental deste processo é o isolamento e caracterização desses genes. Atualmente, 

muitos genes de endo e exo-poligalacturonases, bem como de outras pectinases de 

dezenas de espécies, foram clonados. Dias (1997) construiu um banco genômico e isolou 

um dos genes que codifica poligalacturonase em P. expansum. Utilizando este mesmo 

banco genômico, Cardoso (2000) isolou dois genes que codificam pectina liase e Ribeiro 

(2001) realizou o isolamento de um gene que codifica PG neste fungo. Um banco genômico 

de P. griseoroseum também foi construído por Ribon et al. (1999), sendo realizado o 

isolamento de dois genes que codificam pectina liase (Bazzolli, 2003) e o isolamento de dois 

genes que codificam PGs neste fungo (Ribon et al., 1999 e 2002). Também dois genes de 

PG de Penicillium olsonii foram isolados e caracterizados (Wagner et al., 2000). Estes 

autores realizaram a inativação de todos os genes de PG no genoma deste fungo, para 
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avaliar a contribuição de cada enzima na atividade total, demonstrando uma predominância 

de atividade de PG acídica em relação à atividade de PG com ponto isoelétrico superior a 7.  

Para aplicação da estratégia de melhoramento por meio da manipulação de genes, 

é fundamental conhecer a organização e o controle da expressão do gene que codifica a 

enzima de interesse e, em caso de famílias multigênicas, é interessante também uma 

caracterização detalhada das enzimas, considerando que elas podem apresentar diferenças 

em relação à especificidade pelo substrato, velocidade de reação e pH ótimo de atuação, 

como demonstrado para poligalacturonases de A. niger (Benen et al., 1999). Tal 

conhecimento permite direcionar a escolha do gene para uso na transformação, visando 

obter transformantes com alto número de cópias desse gene no genoma e aumento da 

produção da enzima. Para que o processo de produção de enzima seja viável, é necessário 

que o gene a ser usado na transformação seja eficientemente expresso, possibilitando a 

produção de altos níveis da enzima, preferencialmente com utilização de substrato de menor 

custo, não requerendo indução. Ribon et al. (2002) demonstrou que dois genes que 

codificam poligalacturonases em P. griseoroseum são transcricionalmente regulados e que o 

gene pgg1 se expressa apenas a partir de 72 h de crescimento, enquanto pgg2 apresenta 

expressão em todos os tempos estudados. Transcritos do gene pgg1 foram detectados 

apenas na presença de pectina, independente da adição de extrato de levedura. O gene 

pgg2 foi expresso na presença de pectina ou sacarose como fonte de carbono, sendo sua 

expressão reprimida por glicose, na ausência de extrato de levedura. 

A estratégia de aumento do número de cópias de genes de interesse tem sido 

utilizada com êxito para aumento da produção de enzimas em diversos fungos. Kubicek-

Pranz et al. (1991) obtiveram transformantes com maior atividade celulolítica em relação à 

linhagem selvagem, por meio dessa estratégia usando o gene de celobiohidrolase em 

Trichoderma reesei. Someren et al. (1991) relataram a obtenção de transformantes de A. 

niger com múltiplas cópias do gene pelA com superprodução da enzima pectina liase, em 

meio contendo pectina como única fonte de carbono. Esse gene foi também expresso em 

transformantes de A. nidulans, mesmo na ausência de pectina no meio de cultura e alta 

concentração de glicose. Bussink et al. (1991b) demonstraram que é possível a expressão 

heteróloga do gene pgaII de A. niger em A. tubigensis produzindo altos níveis de 

poligalacturonase. Também foram obtidos transformantes de A. niger com aumentos de dez 

vezes na produção de poligalacturonase, quando o gene homólogo pgaII foi utilizado na 

transformação (Bussink et al., 1992) e Ribeiro (2001) relatou a obtenção de linhagens 

transformantes de P. expansum com aumentos de quase duas vezes na atividade de 

poligalacturonase. 

Todavia, o aumento na atividade enzimática em transformantes contendo alto 

número de cópias de um gene nem sempre acontece. Ribeiro (2001) relatou a obtenção e 
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análise de mais de 200 transformantes com múltiplas cópias do gene pepg1 de P. 

expansum sendo observado que a maioria dos transformantes apresentou atividade da 

enzima igual à do isolado selvagem e um resultado similar a esse foi relatado por Cardoso 

(2004) para transformantes de  P. griseoroseum em relação à produção de pectina liase, 

onde 1500 linhagens transformantes foram avaliadas. Estes resultados são devidos aos 

mecanismos envolvidos na regulação destes genes em P. expansum e P. griseoroseum. 

O fungo filamentoso mais estudado quanto à produção de poligalacturonases é o 

fungo saprofítico A. niger. Kester e Visser (1990) relataram a purificação e caracterização de 

várias poligalacturonases (PG) a partir de uma preparação comercial obtidas de culturas 

desse fungo, sendo postulado a ocorrência de uma família multigênica, codificando essas 

enzimas nesse organismo. Esses autores verificaram que PG II era a enzima mais 

abundante na preparação, apresentando atividade específica superior às demais isoformas. 

Com base na seqüência parcial  de aminoácidos de PG II, uma mistura de oligonucleotídeos 

foi preparada e utilizada como sonda para o isolamento do gene correspondente a partir de 

uma biblioteca genômica de A. niger (Bussink et al, 1990). 

Em um trabalho posterior, Bussink et al (1992) utilizaram uma linhagem 

transformante de A. niger contendo múltiplas cópias do gene pgaII para estudar a regulação 

de sua expressão. As linhagens selvagem e transformante foram cultivadas em meio 

contendo pectina e polpa de beterraba ou em glicose e o RNA total extraído do micélio para 

análise por hibridização. Neste trabalho foi detectado aumento dos transcritos do gene pgaII 

na linhagem transformante em relação ao isolado selvagem, no entanto, quando glicose foi 

usada como única fonte de carbono a detecção do transcrito no transformante foi ainda 

menor do que na linhagem selvagem quando cultivada em pectina e polpa de beterraba. 

Este trabalho levou à conclusão de que o gene pgaII é fortemente regulado no nível de 

transcrição. Foi também demonstrado que este gene apresenta o mesmo padrão de 

expressão em outras espécies de Aspergillus. Linhagens transformantes (múltiplas cópias 

de pgaII) de A. nidulans produziram PGII mesmo na presença de glicose. Para estudar a 

região 5’ deste gene, Bussink et al (1992) construíram diversos plasmídeos com 

modificações desta região e os utilizaram na transformação de A. niger. Os efeitos dessas 

modificações foram testados em transformantes superprodutores da enzima com padrão 

similar de integração sendo observado uma região de 300 pares de bases antes do códon 

de início da tradução suficiente para ocorrer transcrição e que uma seqüência de 

nucleotídeos compreendida na posição -799 a -576 em relação ao ATG do gene pgaII 

contém um sítio que é essencial para a regulação da expressão do gene e é funcional a 

várias distâncias da unidade de transcrição. Ao mesmo tempo em que esta seqüência é 

dispensável para a transcrição em nível basal, ela aumenta a expressão do gene sob 

condições fisiológicas apropriadas. Isso indica a presença de um sítio de controle positivo e 
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por analogia com outros genes eucarióticos, os autores levantaram a hipótese que este seja 

um sítio para a ligação de uma proteína ativadora. Além disso, foram observadas evidências 

favoráveis à existência de sítio(s) para a ligação de proteínas repressoras na região -300 a -

529 em relação ao códon ATG. 

O segundo gene que codifica PG em A. niger (pgaI) foi isolado usando a mesma 

estratégia utilizada no isolamento do gene pgaII. A enzima PGI é responsável pela segunda 

atividade mais abundante na preparação de enzima industrial (Bussink, et al 1991a). O 

terceiro gene que codifica PG em A. niger foi designado pgaC. Este gene foi isolado por 

triagem da biblioteca genômica usando como sonda os genes pgaII e pgaI sob condições de 

baixo rigor. O sequenciamento do gene pgaC revelou uma região codificadora com três 

íntrons. O gene pgaC codifica uma possível pré-pro-proteina com 383 aminoácidos com 

massa molecular estimada em 61 kDa por SDS/PAGE, a qual é clivada após um par de 

aminoácidos básicos e apresenta aproximadamente 60% de similaridade de seqüência às 

outras PGs após o processamento. A seqüência de aminoácido N-amino terminal das PGs 

mostram inserções ou deleções de aminoácidos, características que também são 

observadas em PGs de fungos fitopatogênicos. Nas regiões reguladoras 5’ dos genes de 

PG foi encontrada uma seqüência de 10 nucleotídeos conservada, contendo uma seqüência 

CCAAT, a qual provavelmente representa um sítio de ligação para proteínas regulatórias, 

uma vez que apresenta alta similaridade com sítio de ativação CYC1 de levedura 

reconhecido pelo complexo de ativação HAP2/3/4. Foi observado que a atividade enzimática 

nos filtrados obtidos com o cultivo de transformantes produtores de PGC, foi muito menor do 

que nos filtrados contendo a mesma quantidade de PG1, indicando que estas 

poligalacturonases têm propriedades diferentes (Bussink et al, 1992). 

Parenicova et al (1998) relataram o isolamento e caracterização de um quarto 

membro da família multigênica que codifica poligalacturonase em A. niger (pgaE). Este gene 

consiste de 1293 pares de bases e é interrompido por três íntrons pequenos. A seqüência 

da proteína deduzida contém 378 resíduos de aminoácido incluindo 39 aminoácidos N-

terminal do prepropeptideo. A massa molecular e pI calculados da proteína processada são 

35.584 dáltons e 3,6, respectivamente. 

Waggoner e Dimond (1955) realizaram um trabalho onde foi demonstrada a síntese 

constitutiva de pectinesterase e síntese induzida de PG em Fusarium oxysporum. Ambas as 

enzimas foram produzidas pelo fungo cultivado em pectina, no entanto, em presença de 

pectina e glicose (0,05 M) apenas atividade de pectina esterase foi detectada. Estes dados, 

entretanto, contrastaram com os obtidos por outros autores onde se verificou a síntese 

induzida de ambas enzimas em P. chrysogenum e síntese constitutiva de PG e síntese 

induzida de pectina esterase em Botrytis cinerea e A. niger (Gäumam e Böhni, 1947, Phaff, 

1947). A repressão da síntese de PG em Fusarium oxysporum foi verificada também na 
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presença de sorbitol 0,06 M, 2-deoxi D-glicose 0,006 M e ácido monogalacturônico 0,05 M 

(Suresh e Dimond, 1968). Segundo os autores, esse dado mostra que quando o indutor é 

uma fonte de carbono prontamente metabolizável, às vezes, ele pode agir também como um 

repressor. Este fenômeno já foi observado em outros fungos filamentosos e foi denominado 

auto-repressão catabólica e é particularmente importante na regulação de enzimas 

extracelulares que degradam substratos complexos em organismos expostos a ambientes 

variáveis (Collmer, 1986). 

Spalding et al. (1973) relataram a repressão da síntese de PG em P. expansum 

cultivado em meio contendo pectina/polipectato (0,5%) adicionado dos seguintes açúcares: 

arabinose, manose, galactose, glicose, sacarose, rafinose, ácido galacturônico e ácido 

glutâmico, todos na concentração de 0,1 M e rafinose (0,03 M). Em estudos com essa 

mesma espécie, Piccoli-Valle et al (1995) observaram que em culturas com concentrações 

de 0,3% de sacarose houve uma repressão parcial da síntese de PG quando o açúcar era 

adicionado 6 ou 12 horas após o início do cultivo. No entanto, repressão total foi observada 

quando sacarose era adicionada desde o início do cultivo. 

Penicillium frequentans foi avaliado quanto a produção de pectinases em diversos 

substratos, sendo observado maiores níveis de atividade nas culturas suplementadas com 

pectina, ácido poligalacturônico e ácido monogalacturônico, nesta ordem. A repressão 

catabólica foi observada pela adição de glicose, em concentração igual ou superior a 0,8 % 

ao meio de cultivo já contendo 0,8 % de pectina (Siéssere, 1991). 

Segundo Freitas (1991) e Geöcze (1994), P. expansum apresentou produção de PG 

em todos os substratos pécticos testados (pectina, ácido poligalacturônico e bagaço de 

laranja) com exceção da fibra de rami. Contudo, quando o fungo foi cultivado em meio 

contendo pectina e sacarose, praticamente não se detectou diminuição da atividade da 

enzima. Não foi detectada nenhuma atividade de PG em sobrenadantes do fungo cultivado 

em glicose, xilose, citrato, acetato e celulose, apesar de a produção de massa micelial ter 

sido similar ou superior à observada quando o fungo foi cultivado em substratos pécticos. 

Um efeito inibitório de extrato de levedura sobre a atividade de PG em P. expansum foi 

evidenciado por Geöcze et al. (1995). Em P. griseoroseum verificou-se uma atividade mais 

elevada de PG em pectina 0,5 % e o fenômeno de repressão foi observado na presença de 

pectina combinada com sacarose ou glicose (Soares-Ramos, 1996). 

O fungo Colletotrichum gloeosporioides apresentou atividade de PG em meios de 

cultivo contendo extrato de parede celular de malva ou pectina ou mesmo na presença de 

glicose como única fonte de carbono, não apresentando distinção nos níveis enzimáticos 

produzidos nos diferentes substratos (Shih et al., 2000). Similarmente, em Botrytis cenerea 

foi verificada atividade de duas PGs mesmo quando o fungo foi cultivado em presença de 

glicose como única fonte de carbono (Johnston e Williamson, 1992). Riou et al. (1992) 
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relataram a ocorrência de 3 endoPGs induzidas, cuja síntese não foi verificada quando o 

fungo foi cultivado  em glicose, e 2 exo PGs constitutivas, as quais foram produzidas em 

meios contendo pectina cítrica, pectina de maçã, poligalacturonato de sódio, 

carboximetilcelulose e glicose, não estando sujeitas à repressão por glicose. O fenômeno de 

repressão catabólica sobre a síntese de exo PGs foi também verificado em Aspergillus 

awamori por Blandino et al., (2002) por análise da atividade enzimática em sobrenadantes 

de culturas cultivadas em glicose. No entanto, a síntese de endo PG não foi reprimida por 

esse açúcar. 

Ribon et al. (2002) avaliou o efeito de diferentes fontes de carbono na expressão dos 

genes que codificam PG em P. griseoroseum por hibridização e RT-PCR. Transcritos do 

gene pgg1 foram detectados apenas quando o fungo foi cultivado na presença de pectina, 

independente da adição de extrato de levedura. Por outro lado, transcritos do gene pgg2 foi 

detectado em micélio cultivado na presença de pectina e sacarose, mas  não na presença 

de glicose. Adição de extrato de levedura ao meio de cultura, na presença de glicose, 

resultou em ligeira expressão deste gene.  

Análise da região promotora dos genes pgg1 e pgg2 que codificam PG em P. 

griseoroseum revelou a presença de possíveis sítios de ligação para a proteína CREA no 

gene pgg2 (Ribon, 2001). Esta proteína se caracteriza por apresentar domínios dedos de 

zinco e desempenha um papel central no fenômeno de repressão catabólica, tendo sido 

identificada em várias espécies de Aspergillus (Scazzocchio et al., 1995, Mathieu et al., 

2005). Para verificar a funcionalidade desses possíveis cis-elementos, um fragmento de 

DNA contendo esta região foi usado em ensaios de ligação com extrato nuclear bruto de 

micélio cultivado em sacarose acrescido ou não de extrato de levedura ou em glicose, sendo 

observado modificação da mobilidade do fragmento de DNA de 335 pb (Ribon, 2001). 

Reymond-Cotton et al. (1996) relataram um trabalho com Sclerotinia sclerotiorum em 

que se verificou a presença de possíveis sítios de ligação da proteína CREA no promotor do 

gene pg1, cujos transcritos não foram detectados quando o fungo foi cultivado em glicose ou 

em poligalacturonato como fontes de carbono. No entanto, transcritos desse gene foram 

observados quando S. sclerotiorum foi cultivado em presença de tecidos do hospedeiro. 

Estes autores demonstraram, com experimentos de ligação DNA-proteína, que proteínas 

presentes nos extratos nucleares preparados de micélio cultivado em glicose ou 

poligalacturonato interagiam com diferentes regiões do promotor. Em seguida, foi feito um 

ensaio de ligação com fragmentos de DNA contendo a seqüência consenso 5’-SYGGRG-3’ 

com uma proteína de fusão GST-CREA de Aspergillus nidulans, sendo verificado a 

formação de vários complexos proteína-DNA, levando os autores a sugerir que uma 

proteína homóloga à CREA de A. nidulans poderia estar envolvida na regulação do gene 

pg1 de S. sclerotiorum. 
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Além de serem regulados por fonte de carbono, os genes que codificam 

poligalacturonases em fungos filamentosos podem ser regulados pelo pH do ambiente. 

Kojima et al. (1999) relataram a ocorrência de variação nos perfis de atividade de 

poligalacturonases em sobrenadantes de culturas de Aspergillus kawachii obtidas em 

diferentes pHs. Cromatografia de troca iônica revelou que a composição de PG nos 

diferentes sobrenadantes era diferente, predominando as PGs I e II na cultura de pH 2 e 

PG-B na cultura de pH 5. Os autores sugeriram que a síntese de PGI e PGII pode ser 

induzida por condições acídicas e que um sistema de expressão regulado por pH deve estar 

envolvido na produção de PG nesse fungo. Cotton et al. (2003) observaram que o pH do 

ambiente regula a expressão dos genes de S. sclerotiorum, sendo verificada a expressão de 

pg1, pg2 e pg3, por hibridização, apenas quando o fungo foi cultivado na faixa de pH 

acídica.  

Em estudos com A. niger  NCIM 548, Panda et al. (2004) relataram que a síntese 

de PG é drasticamente reduzida quando o fungo é cultivado em meio contendo pectina 

acrescido de glicose em concentrações superiores a 5 g/L do meio de cultura.Tendo em 

vista a alta complexidade da regulação da expressão dos genes pectinolíticos em fungos 

filamentosos, mesmo que se obtenha transformantes superprodutores dessas enzimas por 

aumento do número de cópias dos genes correspondentes, a ocorrência de repressão 

catabólica e principalmente o requerimento de indução da expressão do gene, constituem-

se em limitações do processo de produção enzimática em escala industrial, devido ao alto 

custo deste substrato na forma pura. Ainda que sejam encontrados genes que codificam 

poligalacturonases com expressão constitutiva em alguns fungos filamentosos (Phaff, 1947 

e Cotton et al., 2003), a maioria dos genes que codificam essas enzimas, além de 

requererem indução, sofrem repressão catabólica por uma série de açúcares, como é o 

caso de P. expansum quando cultivado na presença de pectina e dos açúcares glicose, 

galactose, arabinose, manose, sacarose, rafinose e ácido galacturônico (Spalding, 1973, 

Piccoli-Valle et al., 1995). Além disso, todos os genes de PG, que apresentam expressão 

constitutiva isolados até o momento, estão sob o controle de promotores fracos, não 

permitindo elevados níveis de expressão da enzima. Ribon et al. (1999 e 2002) relatou o 

isolamento e caracterização de 2 genes que codificam PG em P. griseoroseum, 

demonstrando que o gene pgg1 se expressa apenas em pectina a partir de 72 horas de 

crescimento e que pgg2 apresenta expressão em todos os tempos estudados a partir de 24 

horas, tanto em pectina como em sacarose e extrato de levedura. 

O estudo da regulação dos genes que codificam PG e outras pectinases, isolados 

até o momento, em P. expansum e P. griseoroseum mostrou que a expressão desses genes 

requer indução pela pectina. No entanto, este requerimento pode ser eliminado substituindo-

se o promotor original do gene de interesse por um promotor forte e constitutivo. Essa 
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estratégia apresenta, além da vantagem de aumentar a expressão da enzima de interesse, 

a possibilidade de reprimir a síntese da maioria das outras enzimas, uma vez que apenas 

aquela de interesse se encontra sob o controle de um promotor transcricionalmente ativo 

numa condição específica, como por exemplo, a presença de glicose no meio de cultura. 

Isso é particularmente interessante, na produção de proteínas que serão empregadas sem 

purificação prévia. O promotor do gene de gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (gpdA) de 

Aspergillus nidulans é um bom exemplo de promotor forte e constitutivo e tem sido 

empregado na expressão de proteínas homólogas e ou heterólogas em diversas espécies 

de Aspergillus (Van Gorcom et al., 1986; Punt et al., 1987), Penicillium (Kolar et al., 1988; 

Lopes et al., 2004; Cardoso, 2004), Trichoderma (Penttilã et al, 1987), entre outros fungos. 

Segundo Devchand e Gwynne (1991), em alguns casos, promotores induzidos são 

preferidos, uma vez que a superprodução de uma proteína recombinante pode comprometer 

o crescimento ou ser tóxica para o hospedeiro. Nesses casos, é desejável separar o 

crescimento da produção. Na presença de glicose ocorre o crescimento e acúmulo de 

massa micelial, sendo a expressão do gene de interesse reprimida. Por outro lado, quando a 

glicose acaba, o indutor apropriado pode ser adicionado possibilitando a expressão do gene. 

Um exemplo muito interessante disso é a produção de glicoamilase por Aspergillus niger. A 

produção dessa enzima é favorecida em condições limitantes de oxigênio, mas esta 

limitação é extremamente danosa para o crescimento fúngico. Nesse caso, a síntese e 

secreção da enzima ocorre após o término do crescimento, não estando associada ao 

mesmo (Wongwicharn et al., 1999). Por outro lado, Cardoso (2004) demonstrou eficiente 

expressão do gene que codifica pectina liase em P. griseoroseum sob o controle do 

promotor gpdA de Aspergillus nidulans em glicose como fonte de carbono sem nenhum 

prejuízo no crescimento da linhagem superprodutora. 

A estratégia de substituir o promotor original por um que seja mais eficientemente 

expresso tem mostrado bons resultados em vários fungos filamentosos. Margolles-Clark et 

al. (1996) construíram um vetor de expressão colocando a região codificadora de um gene 

de endoquitinase de Trichoderma harzianum, sob o controle do promotor de celulase (cbh1) 

de T. reesei, obtendo aumento de 10 vezes na atividade de quitinase na maioria dos 

transformantes analisados. Haran et al. (1993) obtiveram sucesso na transformação de T. 

harzianum com o gene de quitinase de Serratia marcescens sob o controle do promotor 

constitutivo 35 S. Foi também descrita a clonagem do cDNA de um gene de pectina metil 

esterase de A. aculeatus em um vetor de expressão de Aspergillus e usado na 

transformação de A. oryzae para a expressão heteróloga, purificação e caracterização da 

enzima. A pectina metil esterase I catalisou a remoção 75-85% dos grupos metil em pectina 

altamente metilada, e quando adicionada à pectina juntamente com poligalacturonases, uma 

rápida despolimerização foi observada (Christgau et al., 1996). 
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Outro requisito indispensável quando se deseja obter linhagens superprodutoras de 

enzima por aumento do número de cópias do gene correspondente é o estabelecimento de 

um sistema de transformação de alta eficiência, possibilitando que um grande número de 

transformantes sejam obtidos. Dentre as técnicas usadas na transformação de protoplastos 

de fungos, a que utiliza o polietilenoglicol é um método amplamente utilizado para 

transformação de muitos gêneros de fungos filamentosos, exemplificado por Aspergillus 

(Ballance e Turner, 1985;  Varadarajalu e Punekar, 2005), Penicillium (Queiroz et al., 1998, 

Dias, et al., 1999, Pereira et al., 2004) e Trichoderma (Herrera-Estrela et al., 1990). Além 

desse, outros métodos têm sido empregados na transformação de diversos fungos, como 

por exemplo, a utilização de cloreto de lítio na transformação de esporos intactos (Dhawale 

et al., 1984), eletroporação de conídios germinados (Dantas-Barbosa, et al., 1998) e o 

bombardeamento de partículas (biolística ou biobalística), envolvendo células fúngicas 

intactas (Klein et al., 1992), a qual é tecnicamente simples e pode ser usada para 

transformar qualquer espécie de fungo, incluindo aquelas espécies que dificilmente seriam 

transformadas por métodos convencionais. Outra técnica é a  transformação mediada por 

Agrobacterium, que vem sendo usada para transformar diversos fungos, como por exemplo, 

Rhizopus oryzae e Sclerotinia sclerotioroum (Michielse e Hooykaas, 2005; Weld et al., 

2005). 

Para a seleção das células transformadas, três diferentes tipos de marcadores 

podem ser utilizados: marcadores de seleção dominantes, genes que codificam um tRNA 

supressor e marcadores auxotróficos. A maioria dos marcadores de seleção dominantes 

baseiam-se na resistência a drogas, sendo amplamente aplicados em diferentes espécies 

de fungos como, por exemplo, resistência ao benomil (May et al., 1985) e resistência à 

higromicina B (Queener et al., 1985, Lima et al., 2003). Inicialmente, o principal método de 

seleção dos transformantes foi a conversão de mutantes auxotróficos em linhagens 

protrotróficas (Fincham, 1989). Obviamente, um pré-requisito para o uso deste método de 

seleção é a presença de um mutante apropriado. Mutações nos genes que codificam 

enzimas para a biossíntese de uridina e para utilização de nitrato são consideradas de 

grande importância para o desenvolvimento de sistemas de transferência de genes, 

principalmente em espécies que não são geneticamente bem caracterizadas (Unkles et al., 

1989). Além da relativa facilidade no isolamento de mutantes niaD em vários gêneros de 

fungos filamentosos, muitos genes de nitrato redutase já foram clonados e caracterizados, o 

que torna possível o estabelecimento de sistemas de transformação para as espécies de 

interesse (Diolez et al., 1993; Banks et al., 1993; Avila et al., 1995; Tudzynski et al., 1996; 

Haas et al., 1996; Cutler e Cooley, 1998; Torres, 2001). Pereira et al. (2004) relataram a 

obtenção de um mutante de P. griseoroseum contendo uma deleção de 122 pb no gene 
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niaD e o isolamento do gene que codifica nitrato redutase, os quais foram utilizados para 

estabelecer um sistema de transformação homóloga para este fungo. 

Uma vez obtidas linhagens com alta produção de PG, outro aspecto que deve ser 

levado em consideração é que a produção de enzimas extracelulares por fungos 

filamentosos é influenciada pelas condições fisiológicas da cultura e por fatores ambientais, 

como temperatura, pH, aeração do meio, concentração e idade do inóculo e concentração 

de substratos indutores e de repressores (Eveleigh e Montenecourt, 1979). Segundo 

Pedersen et al. (1993) a morfologia de crescimento e a concentração da massa micelial dos 

fungos filamentosos são também importantes parâmetros que devem ser considerados 

quando se trata de produção enzimática por fungos filamentosos. Tendo em vista tais 

informações, Piccoli-Vale et al. (2003) estudou a cinética de crescimento e produção de 

pectina liase por P. griseoroseum em fermentador aerado e com agitação mecânica. Foi 

observado que diferentes condições de agitação e aeração não influenciaram no aspecto 

macroscópico do desenvolvimento deste fungo, que cresceu formando de esferas em todos 

os tratamentos, cultivado em fermentador de 20 L, com volume de trabalho de 10 L. No 

entanto, a maior produção de pectina liase foi observada na velocidade de agitação 

constante de 200 RPM e com aeração inicial de 5 L/min e final de 10 L/min.  

Foi analisada também a influência da escala de cultivo na obtenção de pectina liase 

pelo cultivo de P. griseoroseum em biorreator de vidro jaquetado de 1 L, com volume de 

trabalho de 600 mL, montado sobre agitador magnético sem aeração forçada e 

fermentadores de 2 e 20 L, com volume de trabalho de 1 e 10 L, respectivamente, aerados e 

agitados mecanicamente, com pás tipo turbina Rushton (Piccoli-Vale et al., 2003). Foi 

observado que não houve diferença marcante entre a atividade de pectina liase do fungo 

cultivado em diferentes escalas e tipos de biorreatores, porém, o crescimento celular foi 

maior nos biorreatores de vidro jaquetado, com volume de trabalho de 600 mL. Cardoso 

(2004) também avaliou a produção de PL na linhagem recombinante 105 de P. 

griseoroseum  verificando um aumento linear da atividade enzimática até 120 horas de 

incubação em fermentadores de 3 e 20 litros, com volumes de trabalho de 2 e 10 litros, 

respectivamente. 

Considerando a potencialidade do uso de P. griseoroseum como produtor de 

poligalacturonase em escala industrial e visando uma melhor compreensão do sistema 

pectinolítico nesse organismo, este trabalho teve como objetivos verificar a funcionalidade 

de possíveis cis-elementos presentes na região promotora dos genes pgg1 e pgg2 de P. 

griseoroseum por meio de interação destes elementos com proteínas presentes em extratos 

nucleares brutos; inativar o gene pgg2 de P. griseoroseum para avaliar sua contribuição na 

atividade total de PG; subclonar a região codificadora do gene pgg2 de P. griseoroseum no 

plasmídeo pAN 52-1, sob o controle do promotor gpdA de A. nidulans e obter linhagens com 
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maior produção de poligalacturonase usando fontes de carbono de baixo custo como 

substrato e estabelecer as condições fisiológicas para a produção em batelada de PG pela 

linhagem superprodutora de PG.  
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CAPÍTULO I 

CARACTERIZAÇÃO DE CIS-ELEMENTOS PRESENTES NOS GENES pgg1 E pgg2, QUE 
CODIFICAM POLIGALACTURONASES E INATIVAÇÃO DO GENE  pgg2 DE  

Penicillium griseoroseum 

1 - INTRODUÇÃO 

O fungo filamentoso Penicillium griseoroseum apresenta grande potencial como 

produtor das enzimas do complexo pectinolítico (Baracat et al., 1989). Essas enzimas atuam 

sobre a molécula da pectina hidrolisando-a e são de grande interesse econômico devido à 

sua aplicação industrial (Ghildyal et al., 1981, Bailey e Pessa, 1990). Considerando a 

importância dessas enzimas, diversos trabalhos têm sido conduzidos no sentido de entender 

a regulação da síntese de pectinases em Penicillium spp. e genes que codificam 

poligalacturonase (PG) e pectina liase (PL) nessas espécies foram isolados (Ribon et al., 

1999; Ribon et al., 2002; Cardoso, 2004; Bazzolli, 2005). A síntese dessas enzimas em 

Penicillium spp, assim como na maioria dos organismos estudados, é regulada em nível de 

transcrição por dois mecanismos gerais: um de indução, em que atuam substâncias pécticas 

ou seus derivados, e um de repressão por fontes de carbono mais facilmente metabolizáveis 

como, por exemplo, glicose ou frutose (Ribon et al., 2002; Bazzolli, 2005). 
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Ribon et al. (1999 e 2002) realizaram o isolamento e caracterização de 2 genes de 

PG em P. griseoroseum, pgg1 e pgg2, verificando que esses genes codificam proteínas com 

massa molecular estimada em 38,4 e 38,3 KDa. O ponto isoelétrico da PG deduzida a partir 

da seqüência do gene pgg1 é 5,31 e do gene pgg2 é 8,31. Foi observado também que 

esses genes são transcricionalmente regulados e que o gene pgg1 se expressa apenas a 

partir de 72 horas de cultivo na presença de pectina enquanto pgg2 apresenta expressão 

em todos os tempos estudados a partir de 24 horas. D’Ângelo (1998) realizou a purificação 

parcial e caracterização das poligalacturonases de P. griseoroseum demonstrando que esse 

fungo produz pelo menos 3 poligalacturonases. Com base nos dados de D’Ângelo (1998) e 

Ribon et al. (1999), sugerimos que o gene pgg2 codifica a PG mais abundantemente 

expressa em P. griseoroseum e que essa enzima apresenta características físico-químicas 

mais favoráveis à aplicação industrial. 

Embora haja relatos de genes que codificam poligalacturonases isolados e 

caracterizados de diversas espécies fúngicas, ainda existem poucos estudos enfocando as 

proteínas e os cis-elementos específicos envolvidos na regulação da transcrição desses 

genes, considerando que possíveis cis-elementos têm sido observados para todos os genes 

isolados. Dentre as seqüências  descritas, há indicações de que CCAAT, SYGGRG e 

CCCTGA desempenham papéis importantes na transcrição dos genes que codificam PGs 

(Bussink et al, 1991; Benen et al, 1996; Ishida et al, 1997; Parenicova et al, 1998; Wubben 

et al, 2000; Li et al., 2004; Yan e Liou, 2005). 

Bussink et al. (1991b), após verificarem que em Aspergillus niger o gene pgaI é 

induzido na presença de pectina e reprimido por glicose, realizaram um estudo para avaliar 

o papel de diversas seqüências da região promotora na expressão do gene. Foi verificado 

que uma seqüência de 300 pb antes do códon de início da tradução era suficiente para 

ocorrer transcrição e uma região de 223 pb (-799 a -576) foi apontada como um local 

importante para a ligação de proteínas ativadoras. Reymond-Cotton et al. (1996) 

observaram a formação de complexos DNA-proteína com a sequência consenso 5’-

SYGGRG-3’ sugerindo que uma proteína homóloga à CREA de A. nidulans estava envolvida 

na regulação do gene pg1 de S. sclerotiorum. 

Ribon (2001) analisou as regiões promotoras dos genes pgg1 e pgg2 de P. 

griseoroseum visando à investigação dos elementos específicos envolvidos na regulação da 

expressão desses genes. Verificou-se a presença de possíveis cis-elementos, como por 

exemplo, um CCAAT Box na posição - 270, um TATAATATA a - 522 e um elemento de 

resposta ao cAMP  a -757 no gene pgg2. No gene pgg1 foi também encontrado um possível 

TATATAA na posição - 93. O presente trabalho teve como objetivos verificar a 

funcionalidade in vitro desses cis-elementos por meio de ensaios de retardamento em gel 

utilizando extrato nuclear protéico de P. griseoroseum cultivado em diferentes fontes de 
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carbono, inativar o gene pgg2 no genoma de P. griseoroseum e avaliar a contribuição da 

atividade da PG, codificada por esse gene, na atividade total de PG nesse fungo. 
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2 - MATERIAL E MÉTODOS 

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Genética Molecular e de 

Microrganismos, do Departamento de Microbiologia/BIOAGRO, da Universidade Federal de 

Viçosa, em Viçosa, Minas Gerais. 

 

2.1. Microrganismos e plasmídeos utilizados 
Para estudar a ligação de proteínas reguladoras aos cis-elementos da região 

promotora dos genes pgg1 e pgg2, foi utilizada a linhagem selvagem de P. griseoroseum, 

isolada de sementes florestais na Universidade Federal de Viçosa-Brasil. Para a inativação 

do gene pgg2 foi utilizada a linhagem mutante espontâneo PG63 nia- de P. griseoroseum 

(Pereira et al., 2004). O plasmídeo pPG15 que contém a região codificadora e parte do 

promotor do gene  pgg2 que codifica a poligalacturonase II de P. griseoroseum e o 

plasmídeo pNH24 contendo o gene niaD de Fusarium oxysporum foram utilizados para 

construção do vetor de inativação (Ribon et al., 1999; Diolez et al., 1993). Para amplificação 

dos plasmídeos foi utilizada a bactéria Escherichia coli K12 linhagem DH5α. 

 

2.2. Manutenção das culturas, preparo de inóculo e condições de cultivo 
Os fungos foram cultivados a 25oC por 5 dias, em placas de Petri contendo meio 

completo sólido (6,0 g NaNO3; 1,5 g KH2PO4; 0,5 g KCl; 0,5 g MgSO4.7H2O; 0,01 g FeSO4; 

0,01 g ZnSO4; 10,0 g glicose; 2,0 g peptona; 1,5 g caseína hidrolisada; 0,5 g extrato de 

levedura; 1 mL de solução de vitaminas; 15 g ágar em 1000 mL de água destilada - pH 6,8 - 

Pontecorvo et al., 1953, modificado por Azevedo e Costa, 1973), e estocados sob 

refrigeração por no máximo dois dias, quando não utilizados imediatamente. Após o 

crescimento, os conídios foram raspados da superfície da cultura com auxílio de uma alça 
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de platina e suspensos em Tween 80 a 0,1% (v/v). Foram inoculados 105 conídios por placa 

de meio completo recoberto com papel celofane, para as linhagens selvagem e PG63, ou 

em meio mínimo (6,0 g NaNO3; 1,5 g KH2PO4; 0,5 g KCl; 0,5 g MgSO4.7H2O; 0,01 g FeSO4; 

0,01 g ZnSO4; 10,0 g glicose; 15 g ágar em 1000 mL de água destilada - pH 6,8) para os 

transformantes. As placas foram incubadas a 25oC por 24 a 30 horas para a produção de 

massa micelial, utilizada no preparo de protoplastos, ou por 48 horas para extração de DNA 

total. Para a produção de massa micelial, para isolamento de núcleos e extração de 

proteínas nucleares, foram inoculados 106 -1 conídios mL  de meio mineral (K2HPO4 6,8gL-1, 

KH2PO4
 -13,4gL , (NH4)2SO4 1,0 gL-1, pH 6,3) suplementado com extrato de levedura (0,06% 

p/v) e MgSO4.7H2O (0,11% p/v). Como fonte de carbono foi utilizada pectina cítrica (Sigma 

P9135), glicose ou sacarose 0,3 % p/v. Foram utilizados frascos Erlenmeyer de 500 mL com 

volume de trabalho de 250 mL, os quais foram incubados a 25oC, 150 RPM, por 24 ou 76 

horas. Após o crescimento, o micélio foi coletado em peneira de 400 mesh, lavado com 

água destilada, seco com gaze e congelado em nitrogênio líquido. 

 

2.3 - Isolamento de núcleos e obtenção de extratos nucleares 
A metodologia empregada para a preparação de extratos nucleares foi a descrita por 

Nagata et al. (1993), com algumas modificações. O micélio foi triturado em N2 líquido até a 

obtenção de um pó fino, o qual foi ressuspendido em tampão A (glicerol 25% p/v, PIPES-

KOH 10 mM, pH 7,0, MgCl2 10 mM, β-mercaptoetanol 10 mM, Triton X-100 0,5%), na 

concentração final de 20 gramas de micélio por 100 mL. A preparação foi homogeneizada 

em homogeneizador “Potter” (15 mL) e centrifugada por 10 minutos, a 1000 g, a 4oC em 

centrifuga Sorvall RC-5C (DuPont). O sobrenadante foi recolhido e 20 mL de tampão A 

foram adicionados ao sedimento. O material foi novamente centrifugado, após 

homogeneização em homogeneizador “Potter”. Os sobrenadantes foram misturados e 

centrifugados a 5000 g, por 10 minutos, a 4oC. O sedimento foi lavado em tampão B 

(tampão A sem Triton X-100). A fração nuclear foi cuidadosamente ressuspendida em 1 mL 

de tampão B e colocada sobre 12 mL de uma solução constituída de Percoll 40%, preparada 

em tampão C (Sacarose 20%, MgCl2 5 mM, PIPES-KOH 5 mM pH 7,0). A centrifugação foi 

feita em rotor “swing”, a 3000 g, por 40 minutos, a 4oC. A solução de percoll foi descartada e 

o sedimento, cuidadosamente ressuspendido em 2 mL de tampão B e novamente 

centrifugado. A fração nuclear foi lavada com tampão B e ressuspendida em 300 μL de 

tampão de extração nuclear (glicerol 10% p/v, HEPES-KOH 15mM pH 7,9, KCL 0,5 M, 

MgCl2 5 mM, EDTA 0,5 mM, DTT 1 mM, PMSF 0,5 mM e aprotinina, leupeptina, pepstatina a 

10μg/mL cada). A preparação foi colocada em banho de gelo por 30 minutos, e centrifugada 

por 10 minutos, 12000 RPM, a 4oC. O extrato nuclear assim obtido foi dialisado por 2 horas 

a 4oC, em tampão D (glicerol 15% p/v, HEPES-KOH 15 mM pH 7,9, KCl 100 mM, EDTA 1 
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mM, PMSF 0,5 mM, DTT 2 mM). Em seguida, o material foi centrifugado por 10 minutos, a 

10000 g. A determinação da quantidade de proteína nuclear foi feita segundo Bradford 

(1976). Alíquotas contendo 10 μg de proteína foram congeladas em N2 líquido e 

armazenadas a - 80oC. 

 
2.4 - Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS 

Os extratos nucleares brutos foram submetidos a eletroforese para uma pré 

avaliação da qualidade das preparações de proteínas nucleares. O gel de separação 

contendo 14% acrilamida (Tris-HCl 0,375 M, pH 8,8; SDS 0,1%; persulfato de amônio 

0,06%; TEMED 0,05%) e o gel empilhador com 5% de acrilamida (Tris-HCl 0,14M, pH 6,8; 

SDS 0,1%; persulfato de amônio 0,1% e TEMED 0,05%) foram feitos segundo Laemmli 

(1970). Um tampão (Tris-HCl 0,06M pH 6,8; glicerol 10%; SDS 0,3%; β-mercaptoetanol 2% 

e azul de bromofenol 1%) foi adicionado às amostras e estas aquecidas por 3 minutos em 

banho fervente antes da aplicação no gel. Foi realizada uma pré-corrida a 60 volts por 30 

minutos seguida de uma corrida de 4 horas a 80 volts em tampão de corrida (Tris-HCl 0,07M 

pH 8,5; glicina 0,58M; SDS 0,24%). O gel foi corado (metanol 45%, ácido acético 9%; 

Coomassie Brilhant Blue R-250 0,1%) durante 2 horas e descorado (ácido acético 7,5%; 

metanol 25%) durante 8 horas em temperatura ambiente. 

 
 
2.5 - Preparação dos fragmentos de DNA para os ensaios de ligação 

Diferentes fragmentos de DNA das regiões 5’ terminais dos genes pgg1 e pgg2 

foram obtidos por amplificação dos plasmídeos pPGR e pPGR4.3, com oligonucleotídeos 

específicos (Tabela 1). Os fragmentos de DNA amplificados foram precipitados e, em 

seguida, marcados com [γ-32P]dATP, empregando-se a enzima polinucleotídeo quinase 

(Promega), conforme recomendações do fabricante. Alguns fragmentos de DNA foram 

clivados com enzimas de restrição originando-se fragmentos menores que foram purificados 

após separação por eletroforese em gel de agarose e marcados radioativamente. 

 

2.6 - Ensaios de ligação 

A mistura de ligação consistiu de 4 μL de tampão de ligação 5x (KCl 200 mM, EDTA 

5 mM, HEPES-KOH 125 mM, pH 7,9, glicerol 50% p/v), 2 μg de poli(dIdC), 1 a 5 ng do 

fragmento de DNA radioativo (104 CPM), 10 μg de extrato nuclear bruto e água deionizada 

para um volume final de 20 μL. Como competidor específico foi utilizado um excesso molar 

da mesma seqüência utilizada como sonda porém não marcada radioativamente. 

Inicialmente, a reação foi mantida a temperatura ambiente por 10 minutos, e incubada nas 

mesmas condições na presença do fragmento de DNA marcado. Um gel não desnaturante 
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de poliacrilamida 4% (acrilamida/bisacrilamida, 19:1) foi preparado e feita uma pré-corrida 

por 30 minutos, a 90V, em TEB 0,5 X. Em seguida, as amostras foram submetidas a 

eletroforese por 4 a 5 horas a 100V, em temperatura ambiente. O gel foi transferido para 

papel Whatmann 3MM, protegido por filme PVC, e exposto ao filme auto-radiográfico 

BIOMAX MR (Kodak), por 20 horas a -80oC, entre dois intensificadores. 

Foram realizados ensaios de ligação utilizando oligonucleotídeos dupla-fita (Tabela 

1). Para tal, oligonucleotideos complementares foram desenhados com base na seqüência 

desejada, anelados por 5 minutos, a 40oC e marcados radioativamente como descrito acima. 
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Tabela 1 - Oligonucleotídeos utilizados para a obtenção dos fragmentos de DNA utilizados 

nos ensaios de retardamento em gel. 

Seqüência Posição Oligonucleotídeo 
(5’→3’) 5’ 3’ 

TGAGGAATGAATGAATGAATG PG2.5 -80 -100 

GCCCATTCTAGACTAGGTGG PG2.7 -311 -329 

GGTACCTTTGATCCTTTGTAG PG2.8 -843 -823 

GGCGTIAACCCCTGTTCTTAG PG2.9 -238 -258 

TGATTTTCCAATGAGGGGTCC CAATPG2A -281 -261 

GGACCCCTCATIGGAAAATCA -261 -281 CAATPG2B 

GATTTTCGTAGGAGGGGTCT CAATmutPG2A -280 -260 

AGACCCCTCCTATGAAAATC CAATmutPG2B -260 -280 

GAGGTATAATATAGTCTTCAG TATAPG2A -534 -514 

CTGAAGACTATATTATACCTC -514 -534 TATAPG2B 
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 A  
-----GGTAAGCTTAACGGGAATGAAGCTTATATATGGCCCATTCCTCCGAGTTGCCGCAAAGAACGGATGGATACTTGGCCG     -676 
 
CGTAGCTTTCTGACTTCTTTTTAGAATCCTTTTGAATGTCTTAGATGTCTTTTTAGATGACTTTTTTTGGTTAATTTAAAAAA     -593 
 
ATTTTCCAGATATTTTCACTTCCATGCCTTTTTCAGGTTCGTAGATCGGCAGAAAAAAGGGGCCAAAGGCTTAACTTCTGAAA     -510 
 
CTGGGTCCACGGCCCGGGGGTTACTTCACGGAGTATCTTATTCCTCGCTTGTCGAGTGCATCTCAGTTCTCTCCTACACATGG     -427 
 
GCTCAACCTCGTTTAAATGCCATTACATAGTGGATCCCCACCTAGAAATCCGAATGTCTTATATTCGAAACAGCCATCTGAAG     -344 
 
TCACAAATGAGCTTGACTTATTCTACCACCCCTTGGCGGGATTCGTCTTCCATCGCCGCTTTGAAACTGAAACGAAGCCCCGC     -261 
 
AGGACGGATAAACCACAAAGCTCAGGATCACATTGGAGGAAAAATTCATCGGTGCCTGTTCTCGGAAAGATACAACCCTTCAA     -178 
 
AGGAAAATCTCGGTTCCTCTCAATCTAATTTCGGCTCTAGTTCTAGATTCCAGTTCGTTTCAGGATGAACCGTAGAGGTATAT      -95 
 
AAGACTCCCCTCGTCTGCTCTTGCGAAAATCATAAACAAACCATCACACTCTTTTAAAACCCCACATTCATTTCTATTTCATA      -12 
 
TTTTCTTTATCATG --------------------------------------------------------------------       +3 

 
 
 
 
 
B 

---------------------------------------------------------------------------GGTAAGTG -1012 
 
CGGGTGTACTTTGAAAAAATAGGAAGGGTGGTCTGGCAATGATTTATTCCTGATTTATCTGCCAATTTATTGGGTACCTTAAG  -926 
 
GGGTAGGGTAACCCACCCACCATGTCGGTGGATAACCTTTCCAATGTAGTACCTCCCAATAGTTACGGCTTCTCTCCGGAGGT  -846 
 
ACCTTTGATCCTTTTGTAGCTCCCTAAATATGATTTATCAGCACAGAAAATAGTCGGCAACATAACTAACCGGCCTTGTCTAC  -763 
 
AGTGTATTTCTTGCCTCGTGCCTGAATATCTAGACAGGGCACCAATCAAACAAAAGACATGGTAAATAAAAGGGTGCATTGTT  -680 
 
TCAGCGCCACAGAATCTTTTGGAAGGGGTCTCTTCACATACGGAGTATTTCGTGTGGAACCAGCCCTACATCGGTAAATTCTT  -597 
 
CAAATCAAGTGCTTGGCGTGAAACACAAGCTCGATAGGGCTCCACATGGTTTGCGATAGTGGAGGTATAATATAGTCTTCAGG  -514 
 
CATCAATGCCATGTTCTTATTGGATAATAACTAGATATGTCTCGGCTTTTAACCCGAAGATATTCCGCGTATTAATTATCCCA  -431 
 
GCAATGGTCCATTTTAGCAGGGATTCTAGACTAGGTGGAGTTAAATGTTTCGGAGAGTTGCCCAGTCGGGTGTAGCTGACCAT  -348 
 
GTAGCTGGCCCTAGTAGATTAATCCAATGGAGCATCTAACAATTATCCATGCATCCCTGGATCTTATGATTTTCCAATGAGGG  -265 
 
GTCCAACTAAGAACAGGGGTTAACGCCATGACAGATGGCGGTAGTCCCGTTTCATAGAGATACTAGCGTAGGATCTATAAGGA  -182 
 
GGATGCTTGGCGGACCAAGCATTTAAATACCAAGGCCAAGCTCGGTGGAATAGCTTGTTCAAACTCATTCATTCATTCATTCA  -99 
 
TTCATTCATTCATTCCTCATTTCCTATTACACTCAGGTCGGCTAGTCCGGAACATCTACACTCTCTTTAATTGTCTGTTGATC  -16 
 
GGACACCTACTTAAAATG-----------------------------------------------------------------   +3 
 

 

 

Figura 1. Seqüências de nucleotídeos das regiões promotoras dos genes pgg1 (A) e pgg2 

(B), que codificam poligalacturonases em Penicillium griseoroseum (Ribon, 2001). 

O sítio de início da tradução está sublinhado. Possíveis sítios de ligação de fatores 

de transcrição referidos no texto estão em negrito. As seqüências usadas como 

molde para desenhar os oligonucleotídeos estão duplamente sublinhados. Estas 

seqüências estão depositadas no Gene Bank sob número de acesso AF085238 

(pgg2) e  AF195790 (pgg1). 
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2.7. Construção do vetor de inativação do gene pgg2 
Para a  construção do vetor de inativação, o plasmídeo pPG15 foi clivado com a 

endonuclease de restrição Bal I, liberando um fragmento de DNA de 200 pares de bases 

que corresponde à parte central da região codificadora do gene pgg2. Em seguida, o 

fragmento de DNA de 4,69 Kb (pBluescript contendo partes do gene pgg2 nas 

extremidades) foi purificado do gel de agarose e ligado com um fragmento de Hind III de 4,4 

Kb do plasmídeo pNH24, correspondente ao gene niaD de Fusarium oxysporum. Os dois 

fragmentos de DNA foram submetidos a tratamento com nuclease S1 antes de serem 

usados na reação de ligação. 

 
2.8. Transformação bacteriana e extração de DNA plasmidial 

A transformação bacteriana e extração de DNA plasmidial foram realizadas segundo 

o protocolo descrito por Sambrook et al. (1989). 

 
2.9. Obtenção de protoplastos de P. griseoroseum PG63 

A obtenção dos protoplastos baseou-se no método de Dias et al. (1997). O micélio 

foi coletado, ressuspendido em KCl 0,6 M em tampão fosfato 100 mM pH 5,8 contendo 3 mg 

mL-1 o do complexo enzimático glucanex (Novo Nordisk® CH4243) e incubado a 27 C sob 

agitação lenta por aproximadamente 3 horas. Os protoplastos foram separados dos 

fragmentos de hifas por filtração, e lavados 3 vezes em Sorbitol 1M, CaCl2 50 mM e Tris-HCl 

100 mM (SCT) por centrifugação. O sedimento contendo os protoplastos foi ressuspendido 

em SCT para se obter uma suspensão com 108 -1 protoplastos mL . 

 
2.10. Transformação de protoplastos de P. griseoroseum PG63 

A transformação baseou-se na metodologia estabelecida por Queiroz et al. (1999). 

Os protoplastos foram misturados com 5 μg do vetor de inativação e 50 μL de 

polietilenoglicol 6000 a 60% (p/v). Essa mistura foi incubada a 0oC por 20 minutos, 

seguindo-se a adição de 0,5 mL da mesma solução de polietilenoglicol. Após 20 minutos a 

25oC, o volume foi completado para 1,5 mL com SCT. Os protoplastos foram recuperados 

por centrifugação, ressuspendidos em 0,5 mL de SCT, e em seguida inoculados em meio 

mínimo com estabilizador osmótico (6 g NaNO3; 1,5 g KH2PO4; 0,5 g KCl; 0,5 g 

MgSO4.7H O; 0,01 g FeSO2 4; 0,01 g ZnSO4; 10 g glicose, 171 g sacarose, 15 g ágar em 

1000 mL de água destilada-pH 6,8), pelo método de “pour plate”, e mantidos a 27oC por 5 

dias. 
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2.11. Purificação monospórica dos transformantes 

A purificação monospórica foi realizada pela semeadura de 100μL de suspensão de 

conídios diluída em meio mínimo (MM)  e transferência de uma colônia isolada, proveniente 

de um único conídio, para uma nova placa de Petri contendo MM após o período de 

crescimento. 

 

2.12. Estabilidade mitótica dos transformantes 
Para avaliar a estabilidade mitótica dos transformantes quanto ao gene da nitrato 

redutase, eles foram sucessivamente transferidos para MC sólido (não seletivo), num total 

de cinco passagens e, após isso, novamente transferidos para o MM. A cada passagem as 

placas foram incubadas a 25oC por aproximadamente 5 dias.  

 

2.13. Extração de DNA total e reação da polimerase em cadeia (PCR) 
As extrações de DNA total das linhagens transformantes, selvagem e PG63 

basearam-se na técnica descrita por Specht et al. (1982) com modificações. A reação de 

amplificação foi feita em um volume de 25μL, contendo 10mM Tris-HCl, pH 8,0, 50mM KCl, 

2,5mM MgCl2, 0,1mM de cada um dos desoxinucleotídeos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) e 5 

pmol dos oligonucleotídeos pipg2 (5’-AACTCCCACCATGGAGATCGCC-3’) e pfpg2 (5’-

CACAACTTGGATCCGCGAGT-3’), 20 ng de DNA total da linhagem PG63 ou dos 

transformantes; 1 unidade da enzima Taq DNA polimerase. As amplificações foram 

realizadas em termociclador “Programmable Thermal Controller-100” (MJ Research, Inc.). 

Quarenta ciclos foram empregados, cada ciclo consistindo de um passo a 94oC por 1 min, 

um passo a 52oC por 1 min e um passo a 72oC, por 1 min e 30 seg. Ao final de 40 ciclos, foi 

realizada uma etapa final de extensão a 72oC, por 7 min. Como controle foram utilizados os 

oligonucleotídeos ITS 1 e ITS 4. Em seguida, as reações de amplificação foram aplicadas 

em gel de agarose 0,8% e submetidas a uma corrida eletroforética. 

  

2.14. Caracterização molecular das linhagens transformantes 
As reações de clivagem, utilizando enzimas de restrição que não clivam o vetor de 

inativação, foram aplicadas em gel de agarose 0,8% e após a corrida, transferidas para 

membranas de náilon (Duralon-UVTM, Stratagene), conforme descrito por Southern et al. 

(1975). A sonda utilizada para análise do padrão de integração foi o gene pgg2 marcado 

com dUTP-fluoresceína segundo instruções do fabricante. A hibridização foi feita por 18 

horas a 65oC e as lavagens das membranas duas vezes em SSC 2X, SDS 0,1% por 20 

minutos e 2 vezes em SSC 1X, SDS 0,1% por 10 minutos a 65oC. A membrana foi colocada 

em contato com filme XOMAT K (Kodak), por uma hora à temperatura ambiente. 
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2.15. Obtenção do sobrenadante da cultura e determinação da atividade de 
poligalacturonase 

Os transformantes contendo o gene pgg2 inativado foram avaliados, quanto à 

produção da enzima poligalacturonase pela dosagem de açúcar redutor, pelo método do 

DNS (Miller, 1959). Para obtenção do filtrado da cultura, foram adicionados 5 x 107 conídios 

em frascos Erlenmeyer contendo 50 mL de meio mineral tamponado [MMNT - 6,980 g 

K2HPO4, 5,44 g KH PO2 4, 1,0 g (NH4)2SO4, em 1000 mL água destilada - pH 6,3] 

suplementado com MgSO4.7H2O (0,11%), sacarose ou pectina (0,3%) e extrato de levedura 

(0,06%), a 25 oC, sob agitação rotacional de 150 RPM por 48 horas. Para preparo da 

mistura de reação, foi adicionado 1 mL do sobrenadante da cultura a 1 mL de solução do 

substrato (4 mL de solução de NaCl 2,5 M, 0,6 g ácido poligalacturônico, 50 mL de tampão 

acetato de sódio 100 mM, pH 4,8 e água destilada em quantidade suficiente para 100 mL). 

O branco da reação foi feito, adicionando-se uma alíquota de 0,125 mL da mistura de 

reação, retirada no tempo zero, a um tubo contendo 0,5 mL de DNS e completando-se o 

volume para 1 mL com água destilada. Em  seguida, a  mistura  de  reação foi incubada a 40 
oC por 20 minutos. Uma alíquota de 0,125 mL da mistura de reação foi retirada, após 20 

minutos, e adicionada a um tubo contendo 0,5 mL de DNS, sendo o volume completado 

para 1 mL com água destilada. Os tubos foram mantidos a 95-100ºC por 5 minutos e, em 

seguida, o volume de cada tubo, completado para 5 mL com água destilada. A leitura da 

absorvância foi realizada a 540 nm. Para determinar a quantidade de ácido galacturônico 

presente na amostra, foi construída uma curva padrão para o ácido galacturônico. Para cada 

transformante analisado, foi utilizada a atividade enzimática da linhagem PG63 como padrão 

para comparações. A atividade enzimática foi expressa em μmoles de ácido galacturônico 

liberado por minuto de reação. 
 
2.16. Avaliação do crescimento fúngico  

A produção de massa micelial foi quantificada pela coleta do micélio em peneira de 

400 malhas/polegada2 (37μm de poro), seguida por sua lavagem com água destilada, 

acondicionamento em cadinhos de papel alumínio e secagem a 105oC até a obtenção de 

massa constante (Calam, 1969). 
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3 - RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 - Identificação de cis-elementos na região promotora do gene pgg1 de Penicillium 

griseoroseum. 
Para verificar a funcionalidade do possível cis-elemento TAATA na expressão do 

gene pgg1, um fragmento de DNA de 100 pares de bases contendo a seqüência TATATAA 

localizada na posição -93 em relação ao ponto +1 da tradução foi empregado como sonda 

em ensaios de ligação com extratos protéicos nucleares preparados a partir de micélio 

cultivado em meio mineral contendo pectina como única fonte de carbono suplementado 

com extrato de levedura por 76 horas a 25 oC. A Figura 2 mostra sinal de interação de 

proteínas nucleares com o fragmento de DNA de 100 pares de bases, indicando que o 

mesmo apresenta sítios para a ligação de fatores protéicos, sugerindo que a seqüência 

TATATAA exerce um papel importante na montagem do complexo de iniciação da 

transcrição do gene pgg1 de P. griseoroseum. 

Seqüências TAATA são encontradas nas regiões promotoras de muitos genes 

eucarióticos, geralmente localizadas entre -40 e -120 nucleotídeos do sítio de início da 

transcrição e apresentam um papel importante para a acurácia e eficiência do início da 

transcrição. Embora o elemento TATA box seja encontrado na maioria dos genes 

eucarióticos, em alguns casos ele está ausente (Punt et al., 1995; Latchman, 2004).  
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Figura 2. Ensaio de retardamento em gel da interação DNA-proteína entre extratos 

nucleares de Penicillium griseoroseum e o fragmento de DNA de 100 pb do gene 

pgg1, que contém o cis-elemento TATATAA. Este fragmento foi incubado na 

ausência e na presença de 10 μg de proteínas do extrato nuclear preparado a 

partir de micélio cultivado em pectina e extrato de levedura, por 76 horas, e do 

competidor específico (fragmento de 100 pb não marcado) com excesso molar de 

vinte e cinqüenta vezes. O competidor inespecífico poli dIdC foi adicionado com 

excesso molar de dez, vinte e 50 vezes. A seta à direita indica a posição da banda 

correspondente ao complexo DNA-proteína 
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3.2 - Identificação de cis-elementos na região promotora do gene pgg2 de P. 

griseoroseum.  
O gene pgg2 foi descrito em trabalhos anteriores como um modelo interessante para 

estudos de regulação transcricional, devido aos seus altos níveis de expressão em 

diferentes tempos e condições de cultivo mesmo na presença de açúcares não indutores 

como sacarose, diferente do gene pgg1 que somente se expressa na presença de pectina e 

após 76 horas de cultivo. O gene pgg2 é sujeito à repressão catabólica por glicose, 

entretanto, transcritos de pgg2 são detectados em preparações de RNA total obtidas a partir 

de micélio cultivado em meio contendo glicose e extrato de levedura mostrando que a 

presença do extrato de levedura, de alguma maneira diminui a repressão por esse açúcar 

(Ribon et al., 2002). 

Ribon (2001) avaliou a região 5’ do gene pgg2 (Figura 1B) e detectou diversos cis-

elementos, que são sítios prováveis de ligação para proteínas reguladoras que poderiam 

estar envolvidas na regulação da expressão do gene pgg2. Neste trabalho, foi avaliada a 

relevância de alguns desses possíveis cis-elementos para a expressão do gene pgg2. 

Inicialmente foi testado se o cis-elemento CCAAT localizado a -270 pb do códon de início da 

tradução representava um sítio para a ligação de proteínas. Tendo em vista que cis-

elementos CCAAT têm sido referidos como sítios de ligação para proteínas que modulam a 

expressão de genes eucarióticos, consideramos que esse elemento poderia ser importante 

para a constante expressão de pgg2 observada nos trabalhos anteriores.  

Extratos nucleares foram preparados a partir de micélio de P. griseoroseum cultivado 

em meio mineral contendo pectina como única fonte de carbono por 24 horas e utilizados 

em ensaios de interação DNA-proteínas, usando inicialmente um fragmento de 170pb 

contendo o possível cis-elemento CCAAT (Nagata et al., 1993; Ribon et al., 2002). A Figura 

3 evidencia a presença de uma banda correspondente a um complexo DNA-proteína 

indicando que proteínas no extrato nuclear reconhecem o elemento CCAAT presente no 

fragmento de 170 pb (Figura 3). Outra indicação da funcionalidade desse cis-elemento foi 

obtida com um ensaio de ligação usando o oligonucleotídeo dupla fita de 21 pares de base 

contendo o sítio CCAAT como sonda, onde se observou também a formação de complexos. 

Além disso, a substituição da seqüência CCAAT por CGTAGG praticamente aboliu a 

formação de complexos DNA-proteína específicos, confirmando que CCAAT é um sítio para 

a ligação de proteínas reguladoras ou fatores de transcrição (Figura 4). 
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 Extrato nuclear      -       +       +       +        +      +      +      +      + 

Competidor           -       -      10X    20X     50X      -      -        -       -  
Poli   (dIdC)          -       -       -        -         -     5X   10X    20X  50X   

170 pb 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Ensaio de retardamento em gel da interação DNA-proteína entre extratos 

protéicos nucleares de Penicillium griseoroseum e o fragmento de DNA de 170 pb 

(5ng) do gene pgg2, que contém o cis-elemento CCAAT. Este fragmento foi 

incubado na ausência e na presença de 10 μg de proteínas do extrato nuclear 

preparado a partir de micélio cultivado em pectina e extrato de levedura, por 24 

horas, e do competidor específico (fragmento de 170pb não marcado) com excesso 

molar de dez, vinte e cinqüenta vezes. O competidor inespecífico (poli dIdC) foi 

adicionado com excesso molar de cinco, dez, vinte  e 50 vezes. A seta da direita 

indica a posição da banda correspondente ao complexo DNA- proteína. 
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 Extrato nuclear     -        +        +        +        +

Competidor           -        -      25 X    50X     - 
Oligo mutado        -        -         -         -        + 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Ensaio de retardamento em gel da interação DNA-proteína entre extratos 

nucleares de Penicillium griseoroseum e o fragmento de DNA dupla fita de 25 pb 

obtido a partir dos oligonucleotídeos sintéticos CAAT1 e CAAT2  e CAATmut1 e 

CAATmut2 contendo o possível elemento CAAT do gene pgg2. Estes fragmentos 

foram incubados na ausência e na presença de 10 μg de proteínas do extrato 

nuclear preparado a partir de micélio cultivado em pectina e extrato de levedura, 

por 24 horas. O competidor específico (fragmento de 100 pb não marcado) foi 

adicionado com excesso molar de vinte e cinco e cinqüenta vezes. A seta indica a 

posição da banda correspondente ao complexo DNA- proteína. 
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Em um contexto geral, estes resultados mostraram que a seqüência CCAAT no gene 

pgg2 é responsável pela ligação de complexos protéicos presentes nos extratos nucleares 

obtidos de micélio de P. griseoroseum cultivado sob condições de indução e pode ser 

importante para a expressão desse gene in vivo. Considerando que pectina e sacarose 

ativam  a transcrição do gene pgg2 nas 24 horas iniciais do cultivo in vitro, é razoável inferir 

que  a seqüência CCAAT pode estar envolvida na expressão do gene de poligalacturonase 

também em outras fontes de carbono. Sacarose não é um constituinte normal da molécula 

de pectina, então a ativação gênica pode ocorrer de maneira diferente não exclusiva para o 

sistema pectinolítico a qual pode ser uma via geral controlada por um elemento CCAAT. É 

provável que este elemento regule a expressão do gene pgg2 em pectina mas não esteja 

envolvido na regulação da expressão do gene pgg1 que é induzido somente por pectina 

após 76 horas de cultivo do fungo  (Ribon et al., 2002). Isso coincide com a inexistência de 

uma seqüência CCAAT no promotor do gene pgg1 (Figura 1). CCAAT “boxes” têm sido 

relatados como moduladores da transcrição em eucariotos e sua funcionalidade tem sido 

reportada para alguns genes que codificam outras enzimas que degradam os constituintes 

da parede celular vegetal, tais como celulase e xilanase e também enzimas de importância 

biotecnológica, como por exemplo a amilase e isopenicilina sintase (Raymondjean et al, 

1988; Litzka et al, 1996; Zeilinger et al, 1996; Zeilinger et al, 1998; Tanaka et al, 2000). 

Ligação de proteínas a estas seqüências tem sido identificada em Aspergillus nidulans e 

Neurospora crassa  à semelhança do complexo HAP de Saccharomyces cerevisiae (Litzka 

et al, 1996; Chen et al, 1998; Steidl et al, 1999; de Vries et al, 2001). Até o momento, 

proteínas homólogas a estas ainda não foram descritas em Penicillium.  

Como mencionado anteriormente, o gene pgg2 é expresso quando o fungo é 

cultivado em meio de cultura contendo glicose suplementado com extrato de levedura mas 

não em meio contendo apenas glicose (Ribon et at., 2002). Próximo do CCAAT box (-270) 

existe um elemento GAGGGG (-264) reconhecido como sítio para ligação da proteína 

repressora CREA em outros fungos filamentosos. Deste modo, sob condição de repressão 

uma proteína similar a CREA poderia reconhecer e se ligar ao sítio reconhecido pelo fator 

ativador, inibindo a transcrição de pgg2. No entanto, a presença de extrato de levedura no 

meio de cultura modula a resposta de indução sugerindo a participação de um ativador 

transcricional. Considerando que o extrato de levedura tem sido reportado estar envolvido 

na produção de pectina liase em P. griseoroseum devido à elevação dos níveis de AMPc e 

trabalhos têm identificado um elemento de resposta a AMPc no promotor de alguns genes 

de fungos filamentosos, foi feita uma avaliação da seqüência da região promotora do gene 

pgg2 com particular interesse em possíveis elementos de resposta a AMPc visando uma 

explicação para esse padrão de expressão (Baracat-Pereira et al, 1999; Fox et al, 2000; 

Conkright et al, 2003). 
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O elemento que mais se assemelhou à seqüência C/T/G/TGACGTCAA/C descrita na 

literatura foi uma seqüência CTACAGTG invertida localizada a -757 em relação ao códon de 

início da tradução ATG (Figura 1). Ribon (2001) realizou um ensaio de interação DNA-

proteína onde foi verificada a formação de complexo entre um fragmento de 118 pb 

contendo esse possível cis-elemento e proteínas do extrato nuclear preparado a partir de 

micélio cultivado na presença de pectina ou glicose suplementado com extrato de levedura. 

Para confirmar o papel dessa seqüência na expressão de pgg2 na presença de glicose e 

extrato de levedura, foram preparados extratos nucleares brutos de micélio de P. 

griseoroseum cultivado em glicose e extrato de levedura e foram realizados ensaios de 

ligação de DNA-proteína utilizando como sonda um oligonucleotídeo dupla fita de 23 pb 

contendo a referida seqüência. A Figura 5 mostra que não houve formação de complexos 

DNA-proteína quando se usou esse oligonucleotídeo nos ensaios de ligação. Considerando 

que os extratos nucleares apresentavam boa qualidade (Figura 6), isso demonstra que essa 

seqüência não é um sítio para a ligação de fatores protéicos.  No entanto, considerando os 

resultados obtidos por Ribon (2001), não se pode descartar que o fragmento de 118 pb 

usado como sonda possua uma seqüência alvo para proteínas regulatórias e para 

comprovar isso são necessários estudos adicionais. 

Talvez a ligação da proteína regulatória a um sítio nesse fragmento neutralize 

parcialmente o efeito de uma proteína homóloga à proteína CREA ligada ao sítio GAGGGG 

(-264) e esteja envolvida no recrutamento da maquinaria de transcrição, permitindo a 

expressão do gene quando o fungo é cultivado em glicose e extrato de levedura. Não se 

pode descartar que esta função é realizada por outros co-ativadores ligados em outros sítios 

na região promotora de pgg2. Considerando que muitas perguntas sobre a regulação da 

expressão desse gene permanecem sem respostas, estudos adicionais ainda são 

necessários para determinar a relação entre a ligação de reguladores transcricionais “in 

vivo” e o nível de expressão do gene. 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 43



 
 

  -     G   GEL    P  PEL 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5. Ensaio de retardamento em gel da interação DNA-proteína entre extratos 

nucleares de Penicillium griseoroseum e o fragmento de DNA dupla fita de 25 pb 

obtido a partir dos oligonucleotídeos sintéticos CRER e CREF, contendo o possível 

elemento de resposta ao cAMP do gene pgg2. Este fragmento foi incubado na 

ausência e na presença de 10 μg de proteínas do extrato nuclear preparado a 

partir de micélio cultivado em glicose (G), glicose e extrato de levedura (GEL), 

pectina (P) e pectina e extrato de levedura (PEL), por 24 horas. 
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Figura 6. Perfil de proteínas dos extratos nucleares de Penicillium griseoroseum separadas 

por SDS-PAGE. O fungo foi cultivado em pectina e extrato de levedura (2-3), 

pectina (4-5), glicose e extrato de levedura (6) e sacarose e extrato de levedura (7-

8). M: Marcador de massa molecular. 
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3.3 - Inativação do gene pgg2 e avaliação da atividade da PGII na atividade total de 
poligalacturonase em Penicillium griseoroseum. 
 

Trabalhos anteriores sugerem que o gene pgg2 codifica a poligalacturonase mais 

abundante em sobrenadantes de culturas de P. griseoroseum  e que essa PG é a mais 

promissora para aplicação industrial, considerando suas propriedades físico-químicas 

(D’Ângelo, 1998; Ribon et al., 2001, Ribon et al., 2002). Para avaliar a contribuição da 

expressão de pgg2 na atividade total de PG foram realizados diversos experimentos visando 

à inativação desse gene. 

 

3.3.1 - Construção do vetor de inativação pPG15pgg2Δniafo 

Para a construção do vetor de inativação do gene pgg2 de P. griseoroseum, os 

plasmídeos pPG15, contendo o gene pgg2 e o plasmídeo pNH24, contendo o gene nia de 

Fusarium oxysporum foram clivados com as enzimas de restrição Bal I e Hind III, 

respectivamente. A Clivagem do plasmídeo pPG15 liberou um fragmento de DNA de 200pb 

da porção central do gene pgg2 e um fragmento de 4,3 Kb. A clivagem do plamídeo pNH24 

gerou um fragmento de 4,0Kb correspondente ao gene nia e um de 2,89Kb correspondente 

ao vetor pUC18. Os fragmentos de DNA de 4,3 e 4,0 Kb foram tratados com a enzima 

nuclease S1 e ligados entre si originando o plasmídeo pPG15pgg2Δniafo, contendo o gene 

pgg2 mutado pela inserção do gene nia na sua região codificadora. A estratégia usada na 

construção do vetor de inativação está esquematizada na Figura 7. 

3.3.2 - Inativação do gene pgg2 de P. griseoroseum 

Visando a obtenção de transformantes contendo o gene pgg2 inativado, vários 

experimentos de transformação foram realizados utilizando o plasmídeo pPG15pgg2Δniafo. 

Foram obtidos 653 transformantes, sendo a eficiência de transformação de 30 

transformantes por micrograma de DNA. 
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Figura 7. Construção do vetor de inativação pPG15pgg2Δniafo. O plasmídeo pPG15 

contendo o gene pgg2 de Penicillium griseoroseum foi clivado com a endonuclease 

de restrição Bal I liberando um fragmento de DNA de 200 pb. Um fragmento de 

DNA de 4,0 Kb Hind III do plasmídeo pNH24 correspondente ao gene nia de 

Fusarium oxysporum foi subclonado em substituição ao fragmento de DNA de 200 

pb interrompendo o gene pgg2, originando o vetor de inativação. Os dois 

fragmentos de DNA utilizados na reação de ligação foram previamente tratados 

com nuclease S1. 
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Os transformantes contendo o pgg2 inativado foram identificados por PCR utilizando 

os oligonucleotídeos pipg2 e pfpg2, que anelam no início e no final da região codificadora do 

gene, respectivamente. Esta estratégia baseou-se no fato de que o gene pgg2 apresenta-se 

em cópia única no genoma de P. griseoroseum e que a amplificação do DNA total dos 

transformantes contendo a cópia do gene pgg2 selvagem resultaria em um fragmento de 

DNA de 1,3 Kb, ao passo que a amplificação do DNA total dos transformantes contendo a 

cópia do gene pgg2 mutada pela inserção do gene nia de F. oxysporum não amplificaria 

nenhum fragmento de DNA devido ao tamanho do gene mutado. 

A Figura 8 mostra o resultado de reações de amplificação do DNA total de nove dos 

150 transformantes analisados, onde se observou uma banda correspondente ao fragmento 

de DNA de 1,3 Kb em todas as canaletas, exceto naquelas correspondentes as reações 

utilizando DNA dos transformantes T6 e T8. A ausência de bandas nessas canaletas sugere 

que o gene pgg2 foi inativado nessas linhagens transformadas. Para confirmar a inativação 

do gene pgg2 de P. griseoroseum, o DNA total dos transformantes que não apresentaram o 

fragmento de PCR de 1,3 Kb foi clivado usando a enzima de restrição Sal I, os fragmentos 

resultantes foram separados por eletroforese em gel de agarose e hibridizados com o 

fragmento de 4,0 Kb/Sal I marcado com dUTP-fluoresceína. A Figura 9 mostra o padrão de 

hibridização de 5 transformantes demonstrando que a maioria dos transformantes 

apresentou uma banda de 4 Kb correspondente ao fragmento de DNA genômico que 

contém o gene pgg2, indicando que nessas linhagens transformantes esse gene permanece 

intacto. Por outro lado, pela análise do padrão de hibridização do transformante T6 

observou-se a presença de uma banda de 8,1 Kb hibridizando com a sonda e ausência da 

banda de 4,0 Kb. A soma do fragmento de DNA genômico de 4,0 Kb contendo o gene pgg2 

com o fragmento de 4,4 Kb contendo o gene nia de F. oxysporum resulta num fragmento de 

8,4 Kb, portanto, concluímos que a banda de 8,1 Kb corresponde ao gene ppg2 interrompido 

pelo gene nia, e que esta é resultante da ocorrência de duplo “crossing over” levando à troca 

do alelo intacto pelo interrompido.  
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Figura 8. Reação da polimerase em cadeia (PCR) do DNA total da linhagem mutante PG63 

e das linhagens transformantes (T) de Penicillium griseoroseum obtidos com o 

plasmídeo pPG15pgg2Δniafo. M: DNA do bacteriófago φX174 clivado com a 

endonuclease de restrição Hae III. 
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Figura 9. Análise do DNA total das linhagens recombinantes, obtidas por transformação da 

linhagem mutante PG63 com o vetor de inativação pPG15pgg2Δniafo, por 

hibridização. A) Auto-radiografia da hibridização do DNA total das linhagens 

transformantes (T) e da linhagem PG63 digerido com a enzima Sal I com o 

fragmento de DNA de 1,3 Kb, utilizado como sonda, correspondente à região 

codificadora do gene pgg2 de P. griseoroseum, marcado com dUTP-fluoresceína. 

B) Desenho esquemático representando os eventos moleculares que deram 

origem ao transformante T6 contendo o gene pgg2 inativado. S: Sonda. 
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Trezentos transformantes foram selecionados para realização de purificação 

monospórica. Cento e cinqüenta desses transformantes foram analisados por PCR e apenas 

os transformantes T6 (dado não mostrado) e T8 (1,33%) apresentaram o padrão de 

integração do tipo troca gênica com substituição do gene selvagem pelo mutante (Figuras 8 

e 9). Este é um resultado inesperado, considerando que Pereira et al. (2004) utilizando o 

gene nia de P. griseoroseum para transformar esse mesmo fungo, relatou a ocorrência de 

integração  de uma única cópia do gene, por troca gênica, em 100 % dos transformantes 

analisados. Talvez essa diferença na taxa de eventos de integração do tipo troca gênica 

possa ser explicada pelo fato de se tratar de diferentes loci. Outro aspecto importante a ser 

considerado é o tamanho da região de homologia, o qual pode ter afetado a freqüência de 

integração do tipo troca gênica pois Pereira et al. (2004) usou uma região de homologia bem 

maior do que a que foi utilizada neste trabalho. 

Nenhum dos transformantes analisados apresentou integração de múltiplas cópias 

do vetor e integração em sítios ectópicos. Este dado contrasta com relatos de Ribeiro (2001) 

onde se observou integração ectópica de múltiplas cópias do gene pepg1 no genoma de 

todos os transformantes de Penicillium expansum. Este dado é surpreendente, uma vez que 

P. expansum e P. griseoroseum são espécies muito relacionadas.  

Adachi et al. (2002) relataram a obtenção de transformantes contendo os genes 

LEUC e ATR de Mycosphaerella graminicola interrompidos, sendo observado 4,3 % e 5,3 % 

de transformantes contendo os genes LEUC e ATR inativados, respectivamente, dentre 

todos os transformantes analisados. Estas freqüências de transformantes contendo os 

genes alvos mutados são consideravelmente maiores do que as que foram observadas 

neste trabalho e isso pode ser devido ao fato de que esses autores usaram vetores de 

inativação contendo seqüências homólogas maiores. Eles utilizaram seqüências homólogas 

de 3,1 a 6,7 Kb, enquanto neste trabalho, foi utilizada uma seqüência com 1,4 Kb de 

homologia. 

Ribon et al. (2002) avaliaram o efeito de diferentes fontes de carbono na expressão 

dos genes que codificam PG em P. griseoroseum por hibridização e RT-PCR. Transcritos do 

gene pgg1 foram detectados apenas quando o fungo foi cultivado na presença de pectina, 

independente da adição de extrato de levedura. Por outro lado, transcritos do gene pgg2 

foram detectados quando o fungo foi cultivado na presença de pectina e sacarose, mas  não 

na presença de glicose. Adição de extrato de levedura ao meio de cultura resultou em ligeira 

expressão deste gene. Considerando o padrão de expressão dos genes pgg1 e pgg2 de P. 

griseoseoroseum em meio de cultura contendo sacarose e pectina suplementados com 

extrato de levedura, essas fontes de carbono foram utilizadas no cultivo das linhagens 

transformadas T6 e T8, por um período de 48 ou 96 horas, para avaliação da atividade de 

PG. A Tabela 2 e a Figura 10 mostram a atividade de PG apresentada por essas linhagens. 
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Foi observado que os transformantes T6 e T8 não apresentaram atividade de PG 

quando cultivados em meio mineral tamponado contendo sacarose e extrato de levedura por 

48 horas (Tabela 2). Esse resultado confirma a inativação do gene pgg2 e está de acordo 

com os estudos de regulação da expressão dos genes que codificam poligalacturonase em 

P. griseoroseum realizados por Ribon et al. (2002) onde a maior expressão observada foi 

em relação ao gene pgg2. Além disso, D’Ângelo (1998) relatou que P. griseoroseum produz 

pelo menos três PGs quando cultivado na presença de pectina e extrato de levedura. Por 

analogia com outros fungos filamentosos e considerando os relatos de  D’Ângelo (1998) é 

razoável supor que existe uma família multi-gênica com pelo menos três genes codificando 

as poligalacturonases em P. griseoroseum como observado para diversas espécies de 

Aspergillus (Bussink et al., 1990, Bussink et al., 1991). No entanto, Ribon et al. (1999 e 

2002), após um laborioso trabalho de triagem do banco genômico deste fungo relatou o 

isolamento de apenas dois genes codificando endo-PGs mas não descartou a existência de 

um terceiro gene. Considerando a hipótese da existência de um terceiro membro da família 

de genes que codificam PG em P. griseoroseum, como sugerem os dados de D’Ângelo 

(1998), os resultados aqui apresentados indicam que esse gene também não se expressa 

quando o fungo é cultivado na presença de sacarose e extrato de levedura por até 96 horas 

(dados não mostrados).  

Para avaliar a contribuição da expressão do gene pgg2 na atividade total de 

poligalacturonase de P. griseoroseum, os transformantes T6 e T8 foram cultivados em meio 

mineral tamponado na presença de pectina e extrato de levedura por 96 horas e a atividade 

de PG foi analisada a partir de sobrenadantes das culturas. A Figura 10 mostra que a 

atividade de PG dos transformantes T6 e T8 representa apenas 10 e 12 %, 

respectivamente, da atividade de PG da linhagem PG63 indicando que em torno de 90% da 

atividade total de poligalacturonase de P. griseoroseum se deve à expressão do gene pgg2. 

Wagner et al. (2000) relataram o isolamento, a caracterização e a inativação de dois genes 

de PG de P. olsonii. Estes autores, no entanto, observaram uma predominância de atividade 

de PG acídica em relação à atividade de PG com ponto isoelétrico superior a 7,0, o que é 

contrastante com os nossos resultados, uma vez que pgg2 codifica uma PG, cujo ponto 

isoelétrico, deduzido a partir da seqüência gênica, é de 8,4. Estes resultados se constituem 

em mais uma indicação do potencial do uso do gene pgg2 em programas de melhoramento 

da produção de enzimas do complexo pectinolítico. 
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Tabela 2. Atividade de poligalacturonase dos transformantes T6 e T8 de Penicillium 

griseoroseum. Os ensaios enzimáticos foram realizados a partir de 

sobrenadantes da cultura da linhagem PG63 (controle) e dos transformantes 

cultivados em meio mineral tamponado contendo sacarose e extrato de levedura, 

a 25 oC, 150 RPM, por 48 horas. 

 
-1Linhagem Atividade relativa* Massa seca (gL ) 

PG63 1,0 4,66 

T6 Nula 4,41 

T8 Nula 3,55 

*Atividade de PG das linhagens transformantes em relação à da linhagem PG63
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Figura 10. Avaliação da atividade de poligalacturonase dos transformantes T6 e T8 de 

Penicillium griseoroseum em relação à linhagem PG63. Os ensaios enzimáticos 

foram realizados a partir de sobrenadantes da cultura da linhagem PG63 

(controle) e dos transformantes cultivados em meio mineral tamponado contendo 

pectina e extrato de levedura, a 25 oC, 150 RPM, por 96 horas. 
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CAPÍTULO 2 

OBTENÇÃO DE LINHAGENS RECOMBINANTES DE Penicillium griseoroseum COM 
ALTA PRODUÇÃO DE POLIGALACTURONASE  

1 - INTRODUÇÃO 

Espécies de Penicillium produzem múltiplas formas da enzima poligalacturonase 

(PG), a qual juntamente com outras enzimas do complexo pectinolítico, estão envolvidas na 

quebra da molécula de pectina, um polissacarídeo complexo, presente na lamela média e 

parede celular de plantas (Miranda, 1997, D’Ângelo, 1998, Vries et al., 1986, Kawano et al., 

1999). Essas enzimas são de grande interesse econômico, devido à sua aplicação 

industrial, como na indústria de alimentos para o processamento de sucos e na indústria 

têxtil para a desengomagem de fibras vegetais para a fabricação de tecidos (Bailey e Pessa, 

1990; Kashyap et al., 2001). 

Baracat et al., (1989) relataram que Penicillium griseoroseum e P. expansum 

apresentam considerável atividade de poligalacturonase associada a baixa atividade de 

celulase, mostrando o potencial dessas espécies para aplicação na indústria têxtil. Além 

disso, esses fungos não produzem ocratoxina, citrinina nem patulina nas condições de 

produção das pectinases o que os torna interessantes para a indústria de alimentos 

(Ferreira, 2000; Vivan, 2002; Visôtto, 2003). Diversos trabalhos foram realizados visando a 
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otimização da produção de pectinases em Penicillium spp (Freitas, 1991; Geöcze et al., 

1995; Piccoli-Valle et al., 1995; Soares-Ramos, 1996; Baracat-Pereira et al., 1997; Minussi 

et al., 1997; Baracat-Pereira et al., 1999). Ribon et al. (1999 e 2002) isolaram e 

caracterizaram dois genes, pgg1 e pgg2, que codificam PG em P. griseoroseum. Foi 

demonstrado que a expressão desses genes é transcricionalmente regulada e que o gene 

pgg1 se expressa apenas a partir de 72 h de cultivo na presença de pectina, enquanto pgg2 

apresenta expressão em todos os tempos estudados a partir de 24 horas de cultivo em 

pectina ou sacarose e extrato de levedura. O gene pgg2 codifica uma PG de 376 

aminoácidos com ponto isoelétrico deduzido de 8,4. D’Ângelo (1998) demonstrou que a PGII 

apresenta baixo Km, atua em uma faixa de temperatura ampla e em pH baixo, o que indica 

o potencial do gene pgg2 para ser utilizado no melhoramento visando o aumento da 

produção de PG por obtenção de linhagens com maior número de cópias do gene no 

genoma, pois, além da otimização das condições fisiológicas, é necessário a obtenção de 

linhagens, geneticamente melhoradas, para aplicação industrial deste fungo. 

Ribeiro (2001) realizou a transformação de P. expansum com o gene pepg1 que 

codifica PG neste mesmo fungo. O gene pepg1 foi isolado por Dias (1997) e caracterizado 

por Ribeiro (2001), apresentando 100 % de homologia com o gene pgg2 de P. 

griseoroseum. Foram obtidas linhagens transformantes com quase duas vezes a atividade 

de poligalacturonase produzida pelo isolado selvagem. No entanto, o aumento na produção 

de poligalacturonase nesses transformantes é insuficiente para aplicação industrial, sendo a 

baixa produção de PG atribuída aos complexos mecanismos envolvidos na regulação da 

expressão do gene. O aumento do número de cópias de genes que codificam pectinases foi 

utilizado com grande sucesso em diversas espécies de Aspergillus, produzindo linhagens 

com alta produção de PG, pectina liase (PL) e pectina esterase (Bussink et al., 1991; 

Someren et al., 1991; Khanh et al., 1991), todavia não apresentou bons resultados para 

produção de PG e PL em P. expansum e P. griseoroseum, sendo relatado aumentos de no 

máximo 3 vezes em relação aos isolados selvagens após análise de mais de 1700 

transformantes (Ribeiro, 2001 e Cardoso, 2004). 

Outra estratégia que pode ser usada para obtenção de linhagens produtoras de PG é 

a substituição do promotor endógeno por um que seja constitutivo e forte, o que tem sido 

possível graças ao grande número de promotores fortes disponíveis, tais como, os 

promotores dos genes de gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (gpdA) de Aspergillus 

nidulans (Punt et al., 1990 e 1992), de celobiohidrolase I (cbh1) de Trichoderma reesei 

(Shoemaker et al., 1983), de glutamato desidrogenase (gdhA) de Aspergillus awamori 

(Cardoza et al., 1998), de isopenicilina N-sintase (pcbC) (Gutíerrez et al., 1997), de 

endoxilanase (xylP) de Penicillium chrysogenum, dentre outros.  
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Margolles-Clark et al. (1996) construíram um vetor de expressão colocando a região 

estrutural do gene que codifica uma endoquitinase de Trichoderma harzianum sob o controle 

do promotor de celulase (cbh1) de T. reesei, obtendo aumento de 10 vezes na atividade de 

quitinase na maioria dos transformantes analisados. Haran et al. (1993) também obtiveram 

sucesso na transformação de T. harzianum com o gene de quitinase de Serratia 

marcescens sob o controle do promotor constitutivo 35 S. O promotor gpdA de Aspergillus 

nidulans tem sido empregado na expressão de proteínas homólogas e ou heterólogas em 

diversas espécies de fungos filamentosos incluindo espécies do gênero Penicillium (Van 

Gorcom et al., 1986; Punt et al., 1987; Kolar et al., 1988; Lopes, 2004; Cardoso, 2004; 

Penttilã et al, 1987). 

Além das características genéticas, é importante avaliar as condições de cultivo do 

fungo para melhorar a produção da enzima. Segundo Frost e Most (1987), a escolha de 

meios adequados e das demais condições de cultivo do microrganismo pode intensificar os 

processos metabólicos do fungo e, conseqüentemente, contribuir para o aumento da 

produção da enzima. 

Tendo em vista o potencial de P. griseoroseum como organismo produtor de enzimas 

pectinolíticas e a ampla aplicação industrial dessas enzimas, o presente trabalho teve como 

objetivos construir um vetor de expressão utilizando o gene pgg2 de P. griseoroseum, obter 

linhagens transformantes com alta atividade de poligalacturonase, avaliar o efeito de 

diferentes condições de cultivo sobre o crescimento da linhagem recombinante e produção 

da enzima e avaliar alguns fatores que influenciam a atividade enzimática. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Microrganismos e plasmídeos utilizados 
Foi utilizada a linhagem selvagem de Penicillium griseoroseum, isolada de sementes 

florestais na Universidade Federal de Viçosa e a linhagem mutante nia- de Penicillium 

griseoroseum, PG63. A linhagem PG63 e o plasmídeo pNPG1 (9,1Kb) contendo o gene de 

nitrato redutase (nia) de P. griseoroseum utilizados nos experimentos de transformação 

foram obtidos por Pereira et al. (2004). 

O plasmídeo pAN52-1-GFP (6,4kb), contendo o gene que codifica a proteína verde 

fluorescente GFP da hidromedusa Aequorea victoria (SGFP-TYG), sob o controle do 

promotor constitutivo e forte do gene gpdA e da região terminadora do gene trpC de 

Aspergillus nidulans (Punt et al., 1988) e o plasmídeo pPG15, que contém um fragmento de 

DNA (1,6 Kb) correspondente ao  gene pgg2 de P. griseoroseum foram utilizados para 

construção do vetor de expressão (Ribon et al., 1999). Para amplificação dos plasmídeos foi 

utilizada a bactéria Escherichia coli K12 linhagem DH5α. 

 
2.2. Manutenção das culturas e obtenção do inóculo 

Os fungos foram cultivados por 5 dias a 25oC, em placas de Petri contendo meio 

completo sólido (6,0 g NaNO3; 1,5 g KH2PO4; 0,5 g KCl; 0,5 g MgSO4.7H2O; 0,01 g FeSO4; 

0,01 g ZnSO4; 10,0 g glicose; 2,0 g peptona; 1,5 g caseína hidrolisada; 0,5 g extrato de 

levedura; 1 mL de solução de vitaminas; 15 g ágar em 1000 mL de água destilada - pH 6,8 - 

Pontecorvo et al., 1953, modificado por Azevedo e Costa, 1973), e estocados sob 

refrigeração por no máximo cinco dias, quando não utilizados imediatamente. Após o cultivo, 

os conídios foram raspados da superfície da cultura com auxílio de uma alça de platina, para 

obtenção de uma suspensão de conídios em solução de Tween 80 a 0,2% (v/v). Foram 
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5inoculados 10  conídios por placa de meio completo recoberto com papel celofane, para as 

linhagens selvagem e PG63, ou em meio mínimo (6,0 g NaNO3; 1,5 g KH2PO4; 0,5 g KCl; 

0,5 g MgSO4.7H2O; 0,01 g FeSO4; 0,01 g ZnSO4; 10,0 g glicose; 15 g ágar em 1000 mL de 

água destilada - pH 6,8) para as linhagens transformantes. Após a inoculação, as culturas 

foram incubadas a 25oC para a produção de massa micelial para obtenção de protoplastos 

(24 a 30 horas) ou para extração de DNA (48 horas). 

 
2.3. Construção do vetor de expressão 

Para substituição da região codificadora do gene gfp pela região codificadora do 

gene pgg2, oligonucleotídeos específicos foram desenhados para introdução de sítio de 

restrição para a enzima NcoI no códon de início da tradução ATG e para introdução de um 

sítio de restrição para a enzima BamHI após a região de término da tradução do gene pgg2. 

A reação de amplificação foi feita em um volume de 25μL, contendo  Tris-HCl, 10mM pH 8,0, 

KCl 50mM, MgCl2 2,5mM, cada um dos desoxinucleotídeos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) na 

concentração de 0,1mM e 5 pmol dos oligonucleotídeos pgg2.1 (5’-

AACTCCCACCATGGAGATCGCC-3’) e pgg2.2 (5’-CACAACTTGGATCCGCGAGT-3’), 10 

ng do plasmídeo pPG 15; 1 unidade da Amplitaq Gold  DNA polimerase (Perkin Elmer). As 

amplificações foram realizadas em termociclador “Programmable Thermal Controller-100” 

(MJ Research, Inc.). Quarenta ciclos foram empregados, cada ciclo consistindo de um passo 

a 94oC por 1 min, um passo a 52o oC por 1 min e um passo a 72 C, por 1 min e 30 seg. Ao 

final de 40 ciclos, foi realizada uma etapa final a 72oC, por 7 min. O fragmento de DNA do 

gene pgg2, gerado pela amplificação, foi clivado com as enzimas de restrição NcoI e BamHI 

e usado na reação de ligação juntamente com fragmento de DNA do plasmídeo pAN52-1-

GFP clivado com as mesmas enzimas.  

 
2.4. Obtenção de protoplastos da linhagem de P. griseoroseum PG63 

A obtenção dos protoplastos baseou-se no método de Dias et al. (1997). O micélio 

foi coletado, ressuspendido em KCl 0,6 M em tampão fosfato 100 mM pH 5,8 contendo 3 mg 

mL-1 o do complexo enzimático glucanex (Novo Nordisk® CH4243) e incubado a 25 C sob 

agitação (80RPM) por aproximadamente 3 horas. Os protoplastos foram separados dos 

fragmentos de hifas por filtração, e lavados 3 vezes em Sorbitol 1M, CaCl2 50 mM e Tris-HCl 

100 mM (SCT) por centrifugação. O sedimento contendo os protoplastos foi ressuspendido 

em SCT para se obter uma concentração final de 108 -1 protoplastos mL  de suspensão. 

 
2.5. Transformação de protoplastos da linhagem de P. griseoroseum PG63 

A transformação baseou-se na metodologia estabelecida por Queiroz et al. (1998). 

Os protoplastos foram misturados com 3 μg do DNA do plasmídeo pNPG1, 10 μg do DNA 
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do plasmídeo pAN52pgg2 e 50 μL de polietilenoglicol 6000 a 60% (p/v). A mistura foi 

incubada a 0oC por 20 minutos, seguindo-se a adição de 0,5 mL da mesma solução de 

polietilenoglicol. Após 20 minutos a 25oC, o volume foi completado para 1,5 mL com SCT. 

Os protoplastos foram recuperados por centrifugação, ressuspendidos em 0,5 mL de SCT, e 

em seguida plaqueados em meio mínimo com estabilizador osmótico (6 g NaNO3; 1,5 g 

KH2PO4; 0,5 g KCl; 0,5 g MgSO4.7H2O; 0,01 g FeSO4; 0,01 g ZnSO4; 10 g glicose, 171 g 

sacarose, 15 g ágar em 1000 mL de água destilada, pH 6,8), pelo método de “pour plate”, e 

mantidos a 25oC por 5 dias. 
 
2.6. Purificação monospórica dos transformantes 

A purificação monospórica foi realizada pela semeadura de 100μL de suspensão 

diluída de conídios em meio mínimo (MM) e transferência de uma colônia isolada, para uma 

nova placa de Petri contendo MM após o período de crescimento. 

 

2.7. Estabilidade mitótica dos transformantes 
Para avaliar a estabilidade mitótica das linhagens transformantes quanto ao gene da 

nitrato redutase, foram feitas sucessivas transferências para MC (não seletivo), num total de 

cinco passagens e, após isso, novamente transferidas para MM. A cada passagem as 

placas foram incubadas a 25oC por aproximadamente 5 dias.  

 

2.8. Determinação da atividade de poligalacturonase no sobrenadante da cultura 
A atividade de poligalacturonase de sobrenadantes de cultivo das possíveis 

linhagens co-transformadas foi avaliada por meio de dosagem de açúcar redutor, pelo 

método do DNS (Miller, 1959). A cultura foi conduzida com um inóculo inicial de 5 x 107 

conídios em frascos Erlenmeyer contendo 50 mL de meio mineral tamponado [MMT - 7,0 g 

K2HPO4, 5,4 g KH2PO4, 1,0 g (NH4)2SO4, em 1000 mL água destilada - pH 6,3] 

suplementado com MgSO4.7H2O (0,11%), glicose (0,3%) e extrato de levedura (0,06%), a 

25 oC, sob agitação rotacional de 150 RPM por 48 horas. A mistura de reação consistiu de 1 

mL do sobrenadante da cultura e 1 mL de solução do substrato (4 mL de solução de NaCl 

2,5 M, 0,6 g ácido poligalacturônico, 50 mL de tampão acetato de sódio 100 mM, pH 4,8 e 

água destilada em quantidade suficiente para 100 mL de solução tampão). O controle da 

reação foi feito, adicionando-se uma alíquota de 0,25 mL da mistura de reação, retirada no 

tempo zero, a um tubo contendo 1 mL de DNS e completando-se o volume para 2 mL com 

água destilada. Em  seguida, a  mistura  de  reação foi incubada a 40o C por 20 minutos. 

Uma alíquota de 0,25 mL da mistura de reação foi retirada, após o tempo de reação, e 

adicionada a um tubo contendo 1 mL de DNS, sendo o volume completado para 2 mL com 
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água destilada. Os tubos foram mantidos a 95-100ºC por 5 minutos e, em seguida, o volume 

de cada tubo foi completado para 10 mL com água destilada. A leitura da absorvância foi 

realizada a 540 nm. Para determinar a quantidade de ácido galacturônico presente na 

amostra, foi construída uma curva padrão para o ácido galacturônico. Para cada linhagem 

transformante analisada, foi utilizada a atividade enzimática das linhagens selvagem e 

mutante como padrão para comparações. A atividade enzimática foi expressa em μmol de 

ácido galacturônico liberado por mL da mistura de reação por minuto. 
 
2.9. Avaliação do crescimento fúngico 

A produção de massa micelial foi quantificada pela coleta do micélio em peneira de 

400 malhas/polegada2 (37μm de poro), seguida por lavagem com água destilada, 

acondicionamento em cadinhos de papel alumínio e secagem a 105oC até a obtenção de 

massa constante (Calam, 1969). 
 
2.10. Transformação bacteriana e extração de DNA plasmidial 

A transformação bacteriana e extração de DNA plasmidial foram realizadas segundo 

os protocolos descritos por Sambrook et al. (1989). 
 

2.11. Efeito da concentração de glicose e tempo de cultivo na produção  de PG pela 
linhagem recombinante 146 de P. griseoroseum 

O efeito de diferentes tempos de cultivo, 24; 48; 72 e 96 horas, quantidade de inóculo 

e concentrações de glicose foi avaliado para produção de PG pela linhagem recombinante 

cultivada em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de meio mineral tamponado.  
 

2.12. Efeito da fonte de carbono na produção de PG pela linhagem recombinante 
Para avaliar o efeito de diferentes fontes de carbono na produção de PG, a linhagem 

recombinante foi cultivada em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de meio 

mineral tamponado contendo caldo de cana, glicose, sacarose (Merck) e sacarose 

comercial, todos na concentração de 1%. 
 

2.13. Efeito da  temperatura na atividade de PG da linhagem recombinante 
O efeito da temperatura na atividade da PG produzida pela linhagem recombinante 

foi testado por meio da realização de ensaios enzimáticos nas temperaturas de 30 a 70 oC 

variando de 5 em 5oC. O sobrenadante da cultura foi obtido por cultivo da linhagem 

recombinante em meio mineral tamponado contendo glicose como fonte de carbono. 
 

2.14. Efeito do pH e da temperatura de armazenamento na atividade e estabilidade da 
PG 

o oO sobrenadante da cultura foi incubado nas temperaturas de -20 C (freezer) e 7 C 
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o(geladeira) na ausência de crioprotetor e 30 C (bancada), durante um período de 5 semanas 

para determinação da estabilidade de PG quanto ao tempo de armazenamento e nas 

temperaturas de 40o oC, 50 C e 60oC durante um período de 6 horas para determinação da 

estabilidade térmica. Azida de sódio foi utilizada na concentração de 0,03% para inibir o 

crescimento de bactérias e fungos no sobrenadante armazenado a 7 e 30oC. O pH de 

atividade da PG foi avaliado na faixa de 2,0 a 8,0. 
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3 - RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 - Obtenção de linhagens recombinantes de P. griseoroseum com alta produção de 
poligalacturonase 
 

A região codificadora do gene pgg2 foi clonada sob o controle da região promotora 

do gene gpd e região terminadora do gene trpC de Aspergillus nidulans originando o vetor 

de expressão pAN52pgg2. As etapas empregadas na construção deste vetor estão 

esquematizadas na Figura 1. 

Na transformação da linhagem PG63 de P. griseoroseum foram utilizadas cinco 

preparações de DNA do plasmídeo recombinante pAN52pgg2 oriundas da transformação de 

E. coli DH5α com diferentes reações de ligação. No intuito de aumentar a eficiência de co-

transformação, o vetor de expressão pAN52pgg2 foi adicionado na mistura de 

transformação na proporção de 5:1 em relação ao plasmídeo contendo o gene niaD, 

marcador de seleção. Foram obtidos 1.350 transformantes, sendo a frequência de 

transformação de 40 transformantes por μg de DNA do plasmídeo pNPG1.  

Os transformantes foram transferidos para placas de Petri com meio mínimo e 

estocados a 4oC. Todos os transformantes apresentaram crescimento vigoroso em meio 

contendo nitrato de sódio como única fonte de nitrogênio. Cerca de 100 a 150 

transformantes obtidos com cada preparação de DNA plasmidial do vetor de expressão 

pAN52pgg2 foram cultivados em meio mineral tamponado líquido contendo apenas glicose 

como fonte de carbono para avaliação da atividade de PG presente no sobrenadante da 

cultura. Observou-se que 80 % dos transformantes analisados apresentaram atividade de 

PG mesmo tendo sido cultivados em presença de glicose que reprime fortemente a 

expressão dos genes que codificam PG em Penicillium spp, sendo observados 

 67



  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Xho I

Eco RI ApR 

pAN52-1-GFP 
6,4Kb 

TtrpC 

Bam HI 

Nco I 

Pgpd 

gfp 

ApR 
Xho I

Eco RI
pAN52-1 

6,4Kb 
TtrpC 

Pgpd 

Bam HI 

Nco I 

ATCA CCATGG 

GGATCC ACTTAA 

ApR 
XhoI

Nco I

pAN52pgg2
6,9 Kb 

TtrpCPgpd

XhoI

pgg2 BamHI

Eco RI

Ap R

Tpgg2

Ppgg2 
região codificadora do gene pgg2

pPG15
5,5 Kb 

Ap R

Xba I Xba I

      primer pg2.2 
3’CTAACGGTCC CCTAGG TTACCAC 5’ 

5’CCTACTTACCATGGGTACTTCT3

3’GGATGAATAATACGCATGAAGA 
Fita “non sense” do  gene pgg2 

CTAACGGTCC GCTAGA TTACCAC 5’

’ 
primer pg2.1 

GATTGCCAGG CGATCT AATGGAG 3’ 

Fita “sense” do gene pgg2 

5’CCTACTTATTATGCGTACTTCT 

 

Sítio de Bam HI

5’CCTACTTA CCATGG GTACTTCT 

 
 
 
Figura 1. Esquema representando a estratégia utilizada na construção do plasmídeo 

recombinante pAN52-pgg2. O fragmento de DNA Nco I-Bam HI do plasmídeo 

pAN52-1-GFP foi ligado ao fragmento de DNA Nco I-Bam HI do amplificado de 1,2 

Kb, contendo a região codificadora do gene pgg2 de P. griseoroseum. As caixas 

pontilhadas indicam as modificações nas seqüências dos oligonucleotídeos para 

geração dos sítios de restrição para as enzimas NcoI e BamHI. 

GATTGCCAGG GGATCC AATGGAG 3’
CTAACGGTCC CCTAGG TTACCAC 5’ 3’GGATGAAT GGTACC CATGAAGA 

Sítio de Nco I 
Região codificadora do gene pgg2  
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transformantes apresentando até 12 vezes a atividade de PG quando comparado com a 

atividade de PG da linhagem PG63 cultivada em pectina e extrato de levedura. Este 

resultado indica que a maioria das linhagens é co-transformante, contendo cópias do vetor 

de expressão pAN52-pgg2 integradas no genoma. A Tabela 1 mostra a massa micelial seca 

e atividade de PG de 10 linhagens recombinantes cultivadas na presença de glicose em 

relação à linhagem PG63 cultivada em pectina e extrato de levedura. Esta linhagem 

apresentou atividade máxima de PG quando cultivada em pectina e extrato de levedura e 

atividade praticamente nula quando cultivada em meio contendo glicose e extrato de 

levedura. 

Para confirmar a integração do vetor pAN52pgg2 no genoma de P. griseoroseum, 

foi feita extração de DNA total de 10 linhagens recombinantes apresentando variações na 

atividade de PG e analisados por PCR. Foram utilizados oligonucleotídeos que anelam na 

região terminadora trpC e na região central do gene pgg2, amplificando um fragmento de 

DNA de 820 pb detectado somente nas linhagens co-transformadas, indicando a integração 

do vetor de expressão. Como controle negativo foi usado o DNA total da linhagem PG63. A 

Figura 2 mostra o resultado da amplificação do DNA total das linhagens recombinantes e da 

linhagem PG63, evidenciando que todas as linhagens recombinantes testadas contêm pelo 

menos uma cópia do vetor de expressão no seu genoma. O número de cópias e o padrão 

de  integração do vetor pAN52pgg2 no genoma dessas linhagens recombinantes será 

investigado por hibridização. 

A substituição do promotor endógeno do gene pgg2 pelo promotor gpdA de A. 

nidulans possibilitou a obtenção de linhagens recombinantes de P. griseoroseum com alta 

produção de PG. Esse promotor é um bom exemplo de promotor forte e constitutivo e tem 

sido utilizado com sucesso na expressão de proteínas homólogas e heterólogas em diversas 

espécies de Aspergillus (Punt et al., 1987, Levasseur et al., 2004), Penicillium (Kolar et al., 

1988; Lopes, 2004; Cardoso, 2004), Trichoderma (Penttilã et al, 1987), entre outros fungos. 

Molarejo et al., (1999) avaliaram o efeito de diferentes promotores na expressão de uma 

seqüência sintética de nucleotídeos, que codifica a proteína taumatina II de 

Thaumatococcus daniellii, em Aspergillus awamori. Foi demonstrado que os melhores 

resultados foram obtidos com a utilização do promotor gpd. 

Considerando que a síntese de pectinases em fungos filamentosos é um processo 

complexo, no qual estão envolvidos muitos genes estruturais e regulatórios, diversos 

autores utilizaram as estratégias de mutação e recombinação, via processo parassexual, 

visando ao melhoramento genético de Penicillium spp. Com análise de quase duas mil 

linhagens mutantes e recombinantes de P. expansum e P. griseoroseum, foram identificadas 

linhagens com aumento na produção de PG e PL, no entanto, não foram obtidas linhagens 
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Tabela 1. Atividade relativa de poligalacturonase e massa do micélio seco da linhagem 

mutante PG 63 e das linhagens transformadas de Penicillium griseoroseum 

cultivadas em meio mineral tamponado contendo glicose (G) ou pectina (P) como 

fonte de carbono suplementado com extrato de levedura.  

 
aLinhagem Massa micelial seca (g/L) Atividade relativa (%)

P 4,02 100 Selvagem

G 6,12 0,00 Selvagem

PG 63P 3,90 100 

PG 63G 6,15 0,00 

G 6,04 1136 T3.3

G 5,89 265 T5.5

G 6,02 877 T21

G 5,68 726 T23

G 5,47 723 T128

G 6,1 600 T135

G 4,6 327 T137

G 6,27 1258 146

G 6,00 1153 T143

G 6,04 614 T136

aAtividade de PG das linhagens transformantes em relação à da atividade da linhagem PG63  
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Figura 2. Reação da polimerase em cadeia (PCR) do DNA total das linhagens 

transformantes de Penicillium griseoroseum obtidas pela transformação com os 

plasmídeos pNPG1 e pAN52-pgg2. A linhagem PG63 foi utilizada como controle. 

M: DNA do fago φX174 clivado com a enzima de restrição Hae III. 
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superprodutoras que viabilizasse economicamente a produção enzimática em grande escala 

(Fernandes-Salomão et al., 1996; Brito, 1998, Lana, 1999, Varavallo, 2002).  

Outra estratégia utilizada visando o aumento da produção de PG e PL em P. 

expansum e  P. griseoroseum foi o aumento do número de cópias dos genes que codificam 

essas enzimas no genoma desses fungos (Ribeiro, 2001; Cardoso, 2004). Obtenção de 

linhagens de Aspergillus spp. com alto número de cópias de genes que codificam pectinases 

no genoma resultou em elevada produção enzimática, indicando a eficácia do uso dessa 

estratégia para o melhoramento genético de espécies deste gênero (Bussink et al., 1991a; 

Bussink et al., 1991b, Bussink et al., 1992, Khanh et al., 1991). No entanto, Ribeiro (2001) e 

Cardoso (2004) verificaram, após avaliação de mais de mil linhagens transformantes, que 

essa estratégia não foi adequada para o melhoramento da produção de PG e PL em P. 

expansum e P. griseoroseum, respectivamente. 

A obtenção de linhagens recombinantes de P. griseoroseum, contendo cópias do 

gene pgg2 sob o controle da região promotora gpdA e região terminadora trpC, com alta 

produção de PG indica que a estratégia de manipulação gênica e aumento do número de 

cópias do gene modificado é mais promissora no melhoramento genético de P. expansum e 

P. griseoroseum para a produção de PG do que os métodos convencionais de 

melhoramento (mutação e recombinação) e do que o aumento do número de cópias do 

gene sob o controle das seqüências regulatórias endógenas. Cardoso (2004) chegou a uma 

conclusão similar devido à obtenção de linhagens recombinantes de P. griseoroseum, 

contendo múltiplas cópias do gene plg1 sob o controle do promotor gpd, as quais 

apresentaram elevada atividade de pectina liase em relação à linhagem selvagem.  
A estratégia de substituir o promotor original por um que seja mais eficiente em 

promover a expressão tem mostrado bons resultados também em outros fungos 

filamentosos. Margolles-Clark et al. (1996) observaram aumento de 10 vezes na atividade 

de quitinase em linhagens  obtidas por transformação de Trichoderma harzianum com um 

gene de endoquitinase sob o controle do promotor de celulase (cbh1) de T. reesei. Lopes et 

al. (2004) e Mikkelsen et al. (2003) relataram o uso do promotor gpd de A. nidulans para 

obtenção de transformantes de P. griseoroseum e Penicillium paxilli com alta expressão dos 

genes que codificam as proteínas verde (GFP) e vermelha (DsRed), respectivamente. 

Levasseur et al. (2004) relataram a obtenção de linhagens transformantes de A. niger  

contendo o gene faeB sob o controle do promotor gpd e terminador trpC de A. nidulans com 

aumento de 16 vezes na produção de feruloyl esterase B. O promotor gpd de Schizophyllum 

commune também foi usado para expressão do gene de lacase em Pycnoporus 

cinnabarinus resultando em aumento de 1,4 vezes na produção da enzima. Levando em 

consideração a força do promotor gpd e a capacidade de secreção de proteínas 

extracelulares de P. griseoroseum (Cardoso, 2004), é provável que a análise de um número 
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maior de linhagens transformantes deste fungo obtidas por transformação com o vetor 

pAN52pgg2 possibilite a detecção de linhagens com atividade de PG ainda mais elevada. 

Após purificação monospórica e avaliação da atividade de PG de vários 

transformantes com diferentes níveis de aumento da produção da enzima, a linhagem 

transformante 146 foi selecionada para a otimização de alguns parâmetros que afetam a 

produção enzimática. A escolha dessa linhagem baseou-se no fato de apresentar maior 

atividade de PG e um crescimento vigoroso com elevada taxa de esporulação, o que é 

importante na obtenção do inóculo. Além disso, não foi observada nenhuma alteração na 

atividade de PG em sobrenadantes obtidos a partir de diferentes cultivos por um período de 

5 meses, indicando que essa linhagem apresenta alta estabilidade mitótica. 
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3.2 Produção de poligalacturonase pela linhagem recombinante 146 de Penicillium 

griseoroseum. 
A primeira condição avaliada para a produção de PG pela linhagem recombinante 

146 foi a concentração de inóculo. A Figura 3 mostra que a concentração de inóculo 

influenciou na produção de PG pela linhagem recombinante 146 quando cultivada em meio 

contendo glicose na concentração de 0,5 %, sendo as concentrações de 106 7 e 10  conídios 

por mililitro da cultura as que proporcionaram melhor produção de PG e crescimento 

micelial. Esse padrão se manteve quando a linhagem recombinante 146 foi cultivada em 

glicose 1 % (Dados não mostrados). Análise da atividade de PG em sobrenadantes obtidos 

pelo cultivo de 105 conídios por mililitro da cultura revelou redução de 30 % de atividade da 

enzima, indicando menor produção de PG nessa condição. 

Considerando que nas concentrações de 106 7 e 10  conídios por mililitro da cultura a 

atividade da enzima foi praticamente a mesma, foram utilizados 106 conídios por mililitro 

para a produção de PG pela linhagem recombinante 146. Essa concentração de inóculo 

coincide com a que foi estabelecida para a linhagem selvagem de P. griseoroseum para 

produção de PGs (Soares-Ramos, 1996). Cardoso (2004) observou que 106 conídios/mL 

foram mais adequados para produção de pectina liase pela linhagem recombinante T105 de 

P. griseoroseum. Esse resultado, juntamente com o fato de a linhagem 146 produzir PG em 

meio mineral tamponado, que é o mesmo meio utilizado para produzir PL é muito 

interessante porque possibilita a produção simultânea das duas enzimas por uma mesma 

linhagem contendo os dois vetores de expressão em condições similares. Para linhagem 

selvagem de P. griseoroseum a otimização das condições de cultivo para produção de PG 

foram definidas por Soares-Ramos (1996), sendo observado que a concentação de inóculo 

inicial utilizada não teve influência na atividade de PG, optando-se por utilizar em seus 

experimentos um inóculo de 106 conídios/mL. 

Para avaliar a influência da concentração da fonte de carbono e tempo de cultivo na 

produção de PG, a linhagem 146 foi cultivada em frascos Erlenmeyers de 125 mL contendo 

50 mL meio mineral tamponado com glicose nas concentrações de 0,5, 1, 1,5 e 2,0 % e os 

sobrenandantes das culturas foram coletados de 24 em 24 horas até 96 horas de cultivo 

para todas as concentrações da fonte de carbono utilizadas. 

A Figura 4 mostra que maior atividade de PG (417,1 U/mL) foi obtida quando a 

linhagem recombinante 146 foi cultivada por 72 horas na presença de glicose 1 %, diferente 

do observado para a PL produzida pela linhagem 105 de P. griseoroseum, a qual 

apresentou atividade máxima de PL com 48 horas de cultivo (Cardoso, 2004). Com 48 horas 

de cultivo a linhagem recombinante 146 apresentou 83 % (347,7) da atividade máxima da 

PG. Diminuição do tempo de cultivo é interessante, considerando que do ponto de vista 
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Figura 3. Efeito da concentração de inóculo na atividade de poligalacturonase. A linhagem 

recombinante 146 de Penicillium griseoroseum foi cultivada em meio mineral 

tamponado contendo glicose 0,5 % como fonte de carbono, por 48 horas. Uma 

unidade de PG foi definida como a quantidade de ácido galacturônico, em 

μmoles,  liberado na mistura de reação por minuto. Os valores apresentados 

representam a média de triplicatas. 
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 industrial, redução do tempo de produção da enzima pode representar diminuição de custos 

e aumento de produtividade (Frost e Most, 1987). Aumentos da concentração de glicose 

para 1,5 e 2,0% não levou a aumentos na atividade de PG. Por outro lado, a massa micelial 

aumentou de forma quase linear com a concentração de glicose e com o tempo. 

Cardoso (2004) avaliou o efeito da concentração de glicose no meio de cultura e do 

tempo de cultivo sobre a produção de pectina liase na linhagem recombinante 105 de P. 

griseoroseum, a qual contém múltiplas cópias do gene plg1 sob o controle do promotor gpd 

de A. nidulans. Foi demonstrado que essa linhagem apresentou atividade máxima de PL em 

48 horas de cultivo em meio contendo glicose 0,3% e que o aumento da concentração de 

glicose para 1% levou a aumento da atividade da enzima, não tendo sido testados outros 

tempos de cultivo para o meio contendo 1% de glicose. 

O requerimento de indução da expressão do gene de PG de P. griseoroseum por 

pectina constitui-se numa limitação do processo de produção enzimática em escala 

industrial devido ao custo deste substrato, havendo uma busca constante de fontes 

alternativas para o cultivo de microrganismos e produção de pectinases. Deste modo, além  

da glicose, outras fontes de carbono foram testadas para o cultivo da linhagem 

recombinante 146. A Figura 5 mostra o efeito de diferentes fontes de carbono no 

crescimento e atividade de PG da linhagem recombinante 146. Foram testados caldo de 

cana, sacarose comercial (marca Cristalçúcar), sacarose (Merck), glicose e extrato de 

levedura e sacarose e extrato de levedura, todos na concentração de 1%. A linhagem 

recombinante 146 apresentou alta atividade de PG em todas as fontes de carbono testadas, 

sendo a maior atividade absoluta (378,9) observada quando cultivada em glicose e extrato 

de levedura. No entanto, a relação da atividade de PG pela massa micelial e atividade 

específica foi maior quando a linhagem recombinante foi cultivada em acúcar comercial 

(71,38) seguida da sacarose Merck (65,0). Este resultado é muito interessante, uma vez 

que o custo desse produto é relativamente baixo.  

A atividade de PG da linhagem recombinante 146 quando cultivada na presença de 

caldo de cana como fonte de carbono foi 10 vezes maior do que a atividade de PG 

produzida pela linhagem PG63 cultivada em pectina e extrato de levedura. A alta atividade 

de PG apresentada pela linhagem recombinante 146 quando cultivada nesse substrato 

indica a potencialidade do uso de caldo de cana para produção de PG, em escala industrial, 

por linhagens geneticamente modificadas de P. griseoroseum, considerando que no Brasil 

há uma consolidada tecnologia de produção e moagem de cana de açúcar. 

A substituição do promotor endógeno pelo promotor do gene gpd de A. nidulans 

representa um grande avanço na produção de PG em Penicillium griseoroseum pois foi 

eliminada a necessidade de indução da síntese da enzima pela pectina, que é um substrato 

de maior custo, além da repressão catabólica, a qual tem sido considerada uma dificuldade 
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em se tratando da produção de PG em P. griseoroseum e P. expansum utilizando-se fontes 

alternativas de carbono (Piccolli-Valli et al., 2003, Freitas, 1991, Geocze et al., 1995, 

Soares-Ramos, 1996). Além disso, outros fatores envolvidos na regulação da expressão do 

gene pgg2 de P. griseoroseum, como por exemplo, a influência do pH que ainda não foi 

investigada neste fungo, deixa de representar um problema para a produção da enzima. 

Segundo Devchand e Gwynne (1991), em alguns casos, promotores induzidos são 

mais adequados, uma vez que o aumento da expressão da proteína de interesse pode 

comprometer o crescimento ou ser tóxica para o hospedeiro, como no caso da produção de 

glicoamilase por Aspergillus niger (Wongwicham et al., 1999). No entanto, foi observado que 

a linhagem recombinante de P. griseoroseum 146 apresenta um crescimento tão vigoroso 

quanto a linhagem PG63 nas condições de produção de PG (Tabela 1). O cultivo de 

linhagens recombinantes de P. griseoroseum  com alta produção de PL em diversas fontes 

de carbono possibilitou a produção de uma massa micelial semelhante àquela obtida para a 

linhagem controle PG63 (Cardoso, 2004). Deste modo, pode-se afirmar que a produção de 

poligalacturonase e pectina liase em linhagens recombinantes contendo cópias dos 

respectivos genes sob o controle do promotor do gene gpd, não afeta o crescimento do 

fungo e permite alta produção da enzima. 

Tendo em vista a importância das condições de cultivo para a produção de PG e a 

aplicação industrial de PG, outros fatores ainda deverão ser avaliados para produção de PG 

nessa linhagem, como por exemplo, a composição e o pH do meio de cultura, aeração, 

morfologia de crescimento do micélio e variação no volume da cultura para produção da 

enzima. A otimização das condições de cultivo pode aumentar ainda mais a produção da 

PGII pela linhagem recombinante 146. 
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Figura 4. Determinação da concentração de glicose e do tempo de cultivo para a produção 

de poligalacturonase (PG) pela linhagem recombinante 146 de Penicillium 
griseoroseum. A: Atividade de PG, B: Massa micelial seca. Uma unidade de PG 
foi definida como a quantidade de ácido galacturônico, em μmoles,  liberado na 
mistura de reação por minuto. Os valores apresentados representam a média de 
duplicatas. 
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Figura 5. Avaliação do efeito de diferentes fontes de carbono na atividade de 

poligalacturonase da linhagem recombinante 146 de P. griseoroseum. A 

linhagem recombinante foi cultivada em meio mineral tamponado contendo 

diferentes fontes de carbono na concentração de 1,0 % por 48 horas e para a 

linhagem PG63 a concentração da fonte de carbono foi de 0,3%. CC: Caldo de 

cana, SC: Sacarose comercial (Cristalçúcar), Gel: Glicose + extrato de 

levedura, Sel: Sacarose + extrato de levedura, S: Sacarose (Merck), G: Glicose. 

Uma unidade de PG foi definida como a quantidade de ácido galacturônico, em 

μmoles,  liberado na mistura de reação por minuto. Os valores apresentados 

representam a média de duplicatas. 
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3.3 - Caracterização parcial da poligalacturonase produzida pela linhagem 
recombinante 146 de P. griseoroseum. 

O efeito de diferentes pHs na atividade da PG produzida pela linhagem recombinante 

146 é mostrado na Figura 6. Foi utilizado o tampão Tris-acetato K/KH2PO4 (Araújo, et al., 

1983), o qual não apresentou interferência na atividade da enzima, sendo observada alta 

atividade da PG II, principalmente nos valores de pH de 3,5 a 5,0. A baixa atividade da PG 

nos extremos de pH de 2,0 a 3,0 e de 7,0 a 8,0 indica instabilidade da estrutura da enzima 

ou da interação com o substrato nesses pHs. 

Contreras-Esquivel e Voget (2004) relataram  que a PG I de Aspergillus kawachii 

apresenta um pI de 3,55 e alta atividade na faixa de pH de 2 a 3 sendo inativada em pH 5. A 

maioria das poligalacturonases, considerando espécies dos gêneros Aspergillus, Penicillium, 

Colletotrichum, dentre outros, apresenta pI inferior a 7 e tem sua atividade favorecida por 

baixos valores de pH (Miranda, 1997, D’Ângelo, 1998, Benen et al., 1999, Shih et al., 2000, 

Singh et al., 2002, Contreras-Esquivel e Voget, 2004). Jyothi et al. (2005) realizaram um 

trabalho com uma poligalacturonase de Aspergillus niger  em que se verificou atividade 

máxima em pH 4,3, sendo o ponto isoelétrico da enzima 3.9. Esses autores verificaram 

inativação irreversível da PG em pH 7,0.  

O pH pode influenciar diretamente a atividade enzimática por meio de mudanças nas 

cargas de aminoácidos situados no sítio ativo da enzima, responsáveis pela catálise; 

aminoácidos envolvidos na ligação da enzima ao substrato, acarretando maior ou menor 

afinidade da enzima com o substrato; ou na manutenção das estruturas secundárias e 

terciárias da proteína (Singh et al., 2002, Nelson e Cox, 2005). 

Atividade enzimática pode sofrer interferência do pI quando este coincide com o pH 

de atuação da enzima, uma vez que em pH próximo ao pI da enzima tende a ocorrer 

precipitação. Grassin e Fauquembergue (1996) afirmaram que pectinases com atuação em 

pH baixo são mais adequadas para aplicação em indústria alimentícia no processo de 

clarificação de suco de frutas, onde o pH é mais baixo. O pI calculado para a PG codificada 

pelo gene pgg2 é de 8,4. Deste modo, atuação da PG produzida pela linhagem 146 de P. 

griseoroseum em pH baixo associada a um elevado pI indica que essa enzima é muito 

promissora para aplicação no processo industrial de clarificação de sucos de frutos com pH 

tendendo para a faixa acídica, tais como, tomate, laranja, maçã e manga. 

Pickersgill et al., (1998) realizaram o alinhamento de 36 seqüências de 

poligalacturonases e observaram a presença de quatro regiões conservadas, Asn201-Thr202-

Asp203, Gly222-Asp223-Asp224, Gly250 251-His -Gly252 280 e Arg -Ile281 282-Lys , as quais se dispõem 

antes ou nas regiões de folha β da estrutura da enzima, indicando conservação funcional e 

sugerindo que uma região na superfície das regiões β de 5 a 8 e as voltas adjacentes 

formam o sítio catalítico da enzima. van Santen et al. (1999) demonstraram 
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Figura 6. Efeito do pH na atividade de poligalacturonase da linhagem recombinante 146 de 

Penicillium griseoroseum. Uma unidade de PG foi definida como a quantidade de 

ácido galacturônico, em μmoles,  liberado na mistura de reação por minuto. Os 

valores apresentados representam a média de duplicatas. 
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180que mutação dos resíduos Asp , Asp201, Asp202 223, His , Arg256 258 e Lys  que estão 

localizados nessa região, resultaram em drástica redução de atividade, demonstrando que 

estes resíduos são importantes para a ligação do substrato ou para a catálise. Uma 

comparação do sítio ativo da endopoligalacturonase II com o de ramnosidase, que também 

é uma glicosil hidrolase da família 28 sugeriu que Asp180 e Asp202 ativam a molécula de água 

que promove o ataque nucleofílico, enquanto Asp201 protona o oxigênio glicosídico da 

ligação a ser hidrolisada. Talvez este mecanismo explique o fato dessa PG, bem como a 

maioria das poligalacturonases, ter sua atividade favorecida por baixos valores de pH. 

A Figura 7 mostra a atividade da PGII em diferentes temperaturas. Essa enzima 

demonstrou alta atividade em ampla faixa de temperatura variando de 30 a 60oC, 

apresentando atividade máxima de 30 a 45oC. Verificou-se uma redução de 20 a 40 % da 

atividade enzimática nas temperaturas de 50 a 60oC, não sendo detectada atividade de PG 

na temperatura de 65oC, indicando que nessa temperatura a enzima é inativada. A maioria 

das PGs fúngicas apresenta atividade máxima entre 40 e 50oC, no entanto, existem relatos 

de PGs que apresentam temperaturas ótimas desde zero até 70oC (Xavier-Santos et al., 

2004, Nakagawa et al., 2005). 

Para avaliar a estabilidade térmica da PG, o sobrenadante da cultura, contendo a 

enzima foi incubado nas temperaturas de 40, 50 e 60oC por um período de 6 horas sendo 

retiradas alíquotas de hora em hora para avaliação da atividade enzimática. A Figura 8 

mostra que a poligalacturonase produzida pela linhagem recombinante 146 apresenta baixa 

estabilidade térmica sendo verificado uma redução em torno de 100 % da atividade de PG 

quando o sobrenadante da cultura foi incubado por 1 hora em todas as temperaturas 

testadas. O fato da PGII ter apresentado baixa estabilidade térmica nas temperaturas de 40, 

50 e 60oC não implica em impedimento de sua aplicação biotecnológica, porque essa PG 

apresenta atividade máxima também na temperatura de 30oC e foi observado que essa 

enzima mantém quase 100 % de sua atividade quando estocada a 30 oC por pelo menos 5 

semanas (Figura 9). 

Considerando a alta atividade da PG produzida pela linhagem recombinante 146 de 

P. griseoroseum em amplas faixas de pH e temperatura e sua estabilidade em diferentes 

temperaturas de armazenamento, pode se inferir que essa enzima apresenta grande 

potencial para aplicação na indústria de processamento de vegetais e clarificação de sucos. 

No entanto, experimentos visando à comprovação da eficiência dessa enzima nesses 

processos ainda deverão ser realizados. 
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Figura 7. Efeito da temperatura na atividade de poligalacturonase da linhagem 

recombinantes 146 de Penicillium griseoroseum. Uma unidade de PG foi 

definida como a quantidade de ácido galacturônico, em μmoles,  liberado na 

mistura de reação por minuto. Os valores apresentados representam a média 

de duplicatas. 
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Figura 8. Efeito do tempo de incubação do sobrenadante da cultura em diferentes 

temperaturas na atividade de poligalacturonase da linhagem recombinante 146 

de Penicillium griseoroseum. Uma unidade de PG foi definida como a quantidade 

de ácido galacturônico, em μmoles,  liberado na mistura de reação por minuto. 

Os valores apresentados representam a média de duplicatas. 
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Figura 9. Efeito do tempo de armazenamento, em diferentes temperaturas, na atividade da 

PG da linhagem recombinante  146 de Penicillium griseoroseum. Uma unidade 

de PG foi definida como a quantidade de ácido galacturônico, em μmoles,  

liberado na mistura de reação por minuto. Os valores apresentados representam 

a média de duplicatas. 
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CONCLUSÕES 

A seqüência TATATAA, presente na região promotora do gene pgg1 (-93) de P. 

griseoroseum, deve corresponder a um TATA “box”, exercendo papel na montagem do 

complexo de início da transcrição. 

A seqüência CCAAT, localizada a - 270 pb do códon de início da tradução do gene 

pgg2 é responsável pela formação de complexo do fragmento de DNA 170 pb com proteínas 

nucleares, mostrando a funcionalidade dessa seqüência na regulação da expressão do gene 

pgg2. 

O elemento CTACAGTG localizado a - 756 pb do códon de início da tradução, 

aparentemente, não representa um sítio para a ligação dos fatores de transcrição envolvidos 

na expressão do gene pgg2 de P. griseoroseum, quando o fungo é cultivado na presença de 

sacarose e extrato de levedura. 

A inativação do gene pgg2 reduziu de 90% da atividade total de poligalacturonase 

nas linhagens transformantes T6 e T8 de P. griseoroseum quando cultivadas em pectina e 

extrato de levedura por 96 horas, não sendo detectada atividade de PG quando as 

linhagens foram cultivadas em sacarose e extrato de levedura nos tempos de 36 a 96 horas. 

A transformação da linhagem PG63 de P. griseoroseum com o vetor de expressão 

pAN52pgg2 contendo o gene pgg2 de P. griseoroseum sob o controle do promotor gpd e 

região terminadora trpC de Aspergillus nidulans resultou na obtenção de linhagens 

recombinantes de P. griseoroseum com alta atividade de PG. 

A linhagem recombinante 146 de P. griseoroseum apresentou crescimento similar ao 

observado para a linhagem PG63 em todas as condições de cultivo testadas. 

O cultivo da linhagem recombinante 146 em meio mineral tamponado contendo 

glicose, caldo de cana ou sacarose 1% promoveu aumento da atividade de PG de até 12 
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vezes em relação à atividade determinada no sobrenadante de cultivo obtido com a 

linhagem PG63 quando cultivada em pectina e extrato de levedura. 

A PG produzida pela linhagem recombinante 146 apresentou 100% de estabilidade 

quando armazenada por 5 semanas nas temperaturas de -20, 4 e 30oC e atividade ótima 

nas temperaturas de 30, 35, 40 e 45oC e pHs de 3,5, 4,0,  4,5 e 5,0, sendo recomendada 

para aplicação na indústria de processamento de sucos de frutas. 
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