UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA E IMUNOLOGIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
BIOQUIMICA

Caracterizacao funcional de proteinas transportadoras da via
de sinalizacdo dependente de calcio na regulacéo da

expressao de celulases pelo fungo Trichoderma reesei

Leticia Harumi Oshiquiri

RIBEIRAO PRETO - SAO PAULO
2024



LETICIA HARUMI OSHIQUIRI

Caracterizacao funcional de proteinas transportadoras da via
de sinalizacdo dependente de calcio na regulacédo da

expressao de celulases pelo fungo Trichoderma reesei

Tese apresentada a Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao
Paulo para a obtencao do titulo de Doutor
em Ciéncias.

Area de Concentracdo: Bioquimica
Orientador: Prof. Dr. Roberto do
Nascimento Silva

Co-orientador: Prof. Dr. Renato Graciano

de Paula

RIBEIRAO PRETO - SAO PAULO
2024



AUTORIZO A REPRODUCAO E DIVULGACAO TOTAL OU PARCIAL DESTE
TRABALHO, POR QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRONICO, PARA FINS

DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE.

FICHA CATALOGRAFICA

Oshiquiri, Leticia Harumi
Caracterizacdo funcional de proteinas transportadoras da via de

sinalizacdo dependente de calcio na regulacdo da expressao de celulases
pelo fungo Trichoderma reesei. Ribeirdo Preto, 2024.

97 p.:il.; 30 cm

Tese de doutorado, apresentada a Faculdade de Medicina de Ribeirdo

Preto/USP. Area de concentracdo: Biogquimica.
Orientador: Roberto do Nascimento Silva
Co-orientador: Renato Graciano de Paula.

1. Trichoderma reesei. 2. Célcio. 3. Transporte. 4. Vacuolos. 5. Celulases




FOLHA DE APROVACAO

Leticia Harumi Oshiquiri

Caracterizacao funcional de proteinas transportadoras da via de sinalizacdo dependente

de célcio na regulacao da expresséao de celulases pelo fungo Trichoderma reesei.

Tese apresentada a Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sdo Paulo para a obtencéo do titulo de Doutor
em Ciéncias.

Area de concentracdo: Bioquimica

Orientador: Prof. Dr. Roberto do Nascimento Silva
Co-orientador: Prof. Dr. Renato Graciano de Paula

Aprovada em: [/

Banca examinadora

Prof. Dr. Instituicao:
Julgamento: Assinatura:
Prof. Dr. Instituicao:
Julgamento: Assinatura:
Prof. Dr. Instituicao:
Julgamento: Assinatura:
Prof. Dr. Instituicao:
Julgamento: Assinatura:
Prof. Dr. Instituicao:

Julgamento: Assinatura:




Dedico esta tese aos meus queridos pais, Sérgio e Marcia,

por todo o apoio e por todo o amor. Eu amo muito vocés!!!



AGRADECIMENTOS

Ao professor Dr. Roberto, pela oportunidade e por acreditar neste trabalho, pela
compreensao e forga nos momentos dificeis, pela orientagédo durante o andamento deste
projeto. Muito obrigada.

Ao professor Dr. Renato, por sempre ser solicito, por toda a ajuda, pela
coorientagcdo. Muito obrigada.

A banca examinadora, pela disponibilidade e por contribuirem com este trabalho.
Muito obrigada.

Aos amigos do laboratdério, muito obrigada pela companhia e ajuda durante todos
estes anos.

Ao Julio, Bete e Flavio, muito obrigada pela colaboracédo para que este trabalho
pudesse ser concluido.

As técnicas do laboratério, por sempre manterem tudo em funcionamento, muito
obrigada.

A equipe da secretaria, pela ajuda e por esclarecerem minhas davidas quando
precisei. Muito obrigada.

Aos professores das disciplinas que cursei, pelo conhecimento adquirido. Muito
obrigada.

Ao meu namorado, Sidnei, por ser o companheiro que vocé é. Vocé é muito
importante para mim. Muito obrigada.

A0S meus pais e meus irmaos, por todo o apoio. Muito obrigada. Eu amo muito
VOCEs.

A Deus, pela vida. Muito obrigada.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacéao de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cdodigo de Financiamento 001

A Coordenacido de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil
(CAPES) — Cadigo de Financiamento 001 e a FAPESP (Processo 2019/19569-0) pelo
auxilio financeiro. Muito obrigada.

A todos que contribuiram para o desenvolvimento deste trabalho, muito obrigada.



RESUMO
OSHIQUIRI, L. H. Caracterizagdo funcional de proteinas transportadoras da via de
sinalizacdo dependente de calcio na regulacdo da expressao de celulases pelo
fungo Trichoderma reesei. 2023. 97 p. Tese de Doutorado — Faculdade de Medicina de

Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

Este estudo teve como objetivo contribuir para o entendimento do papel das
proteinas vacuolares transportadoras de calcio na regulacdo da expressdo dos genes de
T. reesei que atuam na desconstrucédo da biomassa lignocelulésica. Para isto, realizamos
a caracterizacdo funcional de 4 proteinas transportadoras de célcio que foram
identificados previamente pelo grupo. Para tanto, obtemos linhagens mutantes com a
auséncia de cada uma destas proteinas. Ensaios de crescimento mostraram que as
linhagens mutantes crescem mais que a linhagem parental na presenca de xilose e
galactose. Isto indica que as proteinas em estudo estdo envolvidas com o metabolismo
destes acucares. Adicionalmente, ndo observamos diferencas significativas de
crescimento na presenca de diferentes concentragdes de calcio em glicose, mostrando
gue as proteinas vacuolares transportadoras de calcio ndo estdo envolvidas com a
resisténcia ao ion. Por meio de ensaios de atividade enziméatica foi observado que o
aumento da atividade celulolitica que ocorre na linhagem parental com a adicdo de célcio
ndo ocorreu nas linhagens mutantes. Este evento foi investigado também por meio da
avaliacdo da expresséo génica de celulases, onde a mesma inibicéo foi observada. E
possivel que com a auséncia das proteinas transportadoras de calcio, o calcio fique retido
dentro dos vacuolos, ja que 3 mutantes avaliados apresentam auséncia do canal de célcio
YVC1, responsavel pela saida do calcio nos vacuolos. Estes resultados mostram o
envolvimento da via de sinalizacdo mediada por célcio, especialmente dos
transportadores vacuolares, na regulagcdo da expressdo de celulases em T. reesei,
possibilitando a identificacdo de novos alvos para a otimizacdo do processo de

degradacéo de biomassa lignocelulosica.

Palavras-chave: Trichoderma reesei, célcio, transporte, vacuolos, celulases



ABSTRACT
OSHIQUIRI, L. H. Functional characterization of transport proteins of the calcium-
dependent signaling pathway in the regulation of cellulase expression by the
fungus Trichoderma reesei. 2023. 97 p. Tese de Doutorado — Faculdade de Medicina

de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

This study aimed to contribute to the understanding of the role of vacuolar calcium
transport proteins in regulating the expression of T. reesei genes that act in the
deconstruction of lignocellulosic biomass. To achieve this, we carried out the functional
characterization of 4 calcium transport proteins that were previously identified by the
group. To this end, we obtained mutant strains with the absence of each of these proteins.
Growth assays demonstrated that the mutant strains grow more than the parental strain
in the presence of xylose and galactose. This indicates that the proteins under study are
involved in sugar metabolism. Furthermore, we did not observe significant differences in
growth in the presence of different concentrations of calcium in glucose, showing that
vacuolar calcium transport proteins are not involved in resistance to the metal. Through
enzymatic activity assays, it was observed that the increase in cellulolytic activity that
occurs in the parental strain with the addition of calcium did not occur in the mutant strains.
This event was also investigated through the evaluation of cellulase gene expression,
where the same change was observed. It is possible that with the absence of calcium
transport proteins, calcium is retained within the vacuoles, since 3 mutants evaluated
present an absence of the YVCL1 calcium channel, responsible for the exit of calcium from
the vacuoles. These results show the involvement of the calcium-mediated signaling
pathway, especially vacuolar transporters, in the regulation of cellulase expression in T.
reesei, enabling the identification of new targets for optimizing the lignocellulosic biomass

manipulation process.

Keywords: Trichoderma reesei, calcium, transport, vacuoles, cellulases
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1. INTRODUCAO

A industria alimenticia global descarta anualmente mais de 500 milhdes de
toneladas de residuos organicos provenientes de plantas. Estes residuos sdo compostos
principalmente por celulose, hemicelulose e lignina, que juntos constituem a biomassa
lignoceluldsica (SAINI; SAINI; TEWARI, 2015; ZHANG et al., 2016). Devido a natureza
destas moléculas, pesquisadores e industrias tém demonstrado um interesse crescente
em explorar sua utilizacdo para a producdo de biocombustiveis de segunda-geracao,
aqueles que possuem substratos ndo comestiveis, diferentemente dos biocombustiveis
de primeira-geracédo (DE PAULA et al., 2018b; JANSEN et al., 2017). Entretanto, apesar
dos biocombustiveis representarem uma alternativa promissora aos combustiveis
fésseis, a sua producédo em escala industrial ainda enfrenta desafios significativos, sendo
que um dos principais obstaculos estd na necessidade de enzimas para catalisar a
conversédo de biomassa em biocombustiveis. Como estas enzimas devem ser produzidas
em grandes quantidades, o custo de producéo € elevado, atingindo cerca de 48% do
valor minimo de venda, no caso do bioetanol (LIU; ZHANG; BAO, 2016). Portanto, é
essencial que pesquisas futuras se concentrem em desenvolver métodos mais
econdmicos para a sua producao.

O fungo filamentoso Trichoderma reesei € amplamente reconhecido por sua
capacidade de produzir enzimas que degradam a biomassa lignocelulésica,
principalmente celulases e hemicelulases. No genoma de T. reesei, foram identificadas
duas celobiohidrolases, cbhl/cel7a e cbh2/celéa, 8 endoglucanases, egl/cel7b,
egll/cel5a, eglll/cell2a, eglV/cel6la e egViceldba, cel74a, cel6lb e cel5b, 7 beta-
glicosidases, bgll/cel3a, bglll/cella, cel3b, cel3d, cellb, cel3c, cel3e, além de 4 xilanases,
xynl, xynll, xynlll e xynlV, 1 beta-xilosidase, bxl1 e outras enzimas celuloliticas
(HAKKINEN et al., 2012). Embora seu genoma possua menos genes que codificam
celulases e hemicelulases em comparacdo com outros fungos, T. reesei € capaz de
produzir grandes quantidades dessas enzimas. Isso é atribuido ao seu sistema de
regulacdo e secrecdo altamente eficiente (DOS SANTOS CASTRO et al.,, 2014;
MARTINEZ et al., 2008a). Além disso, T. reesei foi isolado ha mais de sete décadas.

Desta forma, ele foi e tem sido objeto de numerosos estudos, facilitando a manipulagao



do microrganismo e o desenvolvimento de linhagens otimizadas para a producdo de
enzimas.(BISCHOF; RAMONI; SEIBOTH, 2016).

Existem diversos fatores que influenciam a producdo de celulases e
hemicelulases, por exemplo, o substrato pode ser indutor, como a celulose ou lactose,
ou repressor, como a glicose (DOS SANTOS CASTRO et al., 2014). Outros fatores séo
as condicdes do meio, como o pH, o tempo de cultivo e a temperatura. Além disso, a
presenca de metais, como 0s ions de zinco, manganés, estréncio e célcio (CHEN et al.,
2016a, 2016b, 2018a; LI et al., 2022, 2023), sendo o ultimo, o foco deste trabalho. Ja foi
demonstrado que a suplementacdo do meio de cultivo com 10 mM de CaClz induz a
producdo de celulases, sendo que isto acontece por meio da via de sinalizacao
dependente de célcio (CHEN et al., 2016b).

Em fungos, foi demonstrado que a partir de estimulos externos que causam
estresse, 0s canais de célcio da membrana plasmatica ou dos compartimentos
intracelulares se abrem, permitindo a entrada de ions de célcio (LANGE; PEITER, 2020).
Trés ions de calcio interagem com a calmodulina (CaM), que se torna ativa e se liga a
subunidade A da calcineurina (Cnal). Enquanto isso, outros ions de calcio se ligam a
subunidade B da calcineurina (Cnbl), ativando-a. A calcineurina € uma fosfatase serina-
treonina especifica, formada pela subunidade catalitica Cnal e pela subunidade
regulatéria Cnbl. A Cnal interage com um de seus alvos, o fator de transcricdo Crzl,
desfosforilando-o. Assim, ele é translocado para o nucleo da célula por meio da Nmd5, o
gue possibilita a sua ligacdo a CDREs (calcineurin-dependent response elements) nos
promotores alvos, assim induzindo a producédo de enzimas como celulases e proteinas
transportadoras de calcio, como PMC1 e PMR1, levando a reducdo do célcio no
citoplasma da célula, até que ele atinja a sua concentracdo basal (LIU et al., 2015a;
YANG et al., 2022).

Em T. reesei, varios genes que codificam proteinas envolvidas na sinalizacao de
calcio foram identificados. Sdo 3 canais idnicos, 10 ATPases, 10 transportadores, 5
fosfolipases C (PLC), 1 CaM, 1 Cnal, 1 Cnbl, 9 genes que interagem com calcio ou CaM
e 8 outros genes envolvidos na sinalizacdo de dependente de calcio (SCHMOLL et al.,
2016a). Nosso grupo identificou a modulagéo da expressdo de genes relacionados ao

calcio durante o cultivo de T. reesei na presenca de celulose, soforose, glicose, bagacgo



de cana-de-acucar e glicerol. Entre eles, proteinas transportadoras de calcio (DE PAULA
et al., 2018b; DOS SANTOS CASTRO et al., 2014). Adicionalmente, foi demonstrado que
o fator de transcricdo CRZ1 é necessario para a inducdo do fator de transcricdo xyrl
(xylanase regulator 1) e entdo de celulases, hemicelulases e transportadores de Ca?* e
acucares, sendo a presenca de calcio determinante para que isto ocorra (MARTINS-
SANTANA et al., 2019a).

Outros trabalhos também investigaram os efeitos do calcio em T. reesei. Em 2016,
CHEN et al. demonstraram que CRZ1 compete com o repressor ACE1 pelo promotor de
xyrl, resultando na inducdo de celulases. Em 2018, CHEN et al. demonstraram que o
aumento da concentracdo de Mn?* leva ao aumento dos niveis de Ca?* intracelular, isto
através da ATPase do tipo P, TPMR1, o que resulta na inducéo de genes que codificam
celulases, através da via de sinalizacdo dependente de calcio. Em 2019, CHEN et al.
demonstraram que a adicdo de N, N-dimetilformamida também induz a producéo de
celulases, e que esta inducdo esta relacionada a ativacdo da PLC-E. Em 2021, o
mecanismo envolvido na producéo de celulases a partir de Mn?* e DMF foi investigada
com mais detalhes. Assim, CHEN et al. demonstraram que ambas as substancias elevam
a quantidade de adenosina 3',5'-monofosfato ciclico (CAMP) no citosol das células, o que
leva ao aumento da concentracdo de calcio intracelular, sendo este aumento dependente
de PLC-E. Em 2022, LI et al. demonstraram que a adi¢do de Sr?* no meio de cultivo
também provoca o aumento da concentracdo de calcio intracelular, ativando CRZ1 e
resultando no aumento da atividade de celulases. Por fim, em 2023, LI et al. (2023)
demonstraram que o Zn?* aumenta a atividade de celulases e xilanases e que a PLC esta
envolvida neste processo, indicando que a sinaliza¢do de calcio tem um papel no efeito
observado.

A partir destes trabalhos, observamos que varios fatores podem ativar a producao
de celulases a partir da via de sinalizacdo dependente de calcio. Seus mecanismos
moleculares ainda em processo de investigacdo. Desta forma, a influéncia de seus
componentes na regulacdo de enzimas relacionadas a degradacdo da biomassa
lignocelulésica é de grande importancia para a descoberta de novos alvos para a

otimizacdo da producéo dos biocombustiveis.



2. Levantamento teodrico




2. LEVANTAMENTO TEORICO
2.1. O papel das enzimas na producao de biocombustiveis

Os biocombustiveis sdo uma fonte de energia renovavel proveniente de matéria
organica. Eles podem ser classificados de acordo com a matéria-prima utilizada, sendo
biocombustiveis de primeira geracédo aqueles produzidos a partir de matéria comestivel,
como milho, batata e beterraba; ja os biocombustiveis de segunda geracdo sao
produzidos a partir de matéria ndo comestivel, como o baga¢o da cana-de-agUcar e
outros residuos de plantas, como madeira e grama. Por fim, os biocombustiveis de
terceira geracdo sdo aqueles produzidos a partir de macro e microalgas. Dentre estas
categorias, as industrias de biorefinaria tem um interesse principalmente na fabricacao
de biocombustiveis de segunda geracdo, devido a matéria-prima utilizada, que é
encontrada em abundancia no mundo, ja que toneladas de residuos orgéanicos de plantas
sao descartados anualmente (NANDA et al., 2018; SAINI; SAINI; TEWARI, 2015).

Entre os biocombustiveis de segunda geracéo produzidos, estao o etanol, butanol
e biometano. Uma das principais vantagens da utilizacao destes biocombustiveis, é que
a biomassa lignocelulésica, composta por celulose, hemicelulose e lignina é renovavel e
um material de custo relativamente baixo (RESTREPO-VALENCIA; WALTER, 2023;
SAINI; SAINI; TEWARI, 2015). Ainda sobre a estrutura da biomassa lignocelulésica, ela
€ composta por aproximadamente 30-40% de celulose, 25-35% de hemicelulose e 10-
25% de lignina (DATTA; SAPRA, 2011). A celulose € um homopolissacarideo, composto
por unidades de D-glicose conectadas por ligacdes beta(1,4)glicosidicas; a hemicelulose
€ um heteropolissacarideo composto por pentoses, como a D-arabinose e D-xilose, e
hexoses, como D-glicose, D-galactose, D-manose e acidos de acucares; e a lignina € um
polifenol complexo. Desta forma, devido a sua composicao, a quebra de suas estruturas
para a liberacdo de acucares ndo é simples e requer a utilizacdo de grandes quantidades
de enzimas (BARCELOS et al., 2015; SANDERSON, 2011).

As celulases ocupam o terceiro lugar entre as enzimas mais utilizadas na industria,
vindo depois das proteases e amilases (BAJAJ; MAHAJAN, 2019). As celulases
englobam trés enzimas: as endoglucanases (endo-1,4-beta-D-glucanases ou EGs), que

aleatoriamente hidrolisam as regifes internas da celulose; as celobiohidrolases ou



exoglucanases (exo-1,4-beta-D-glucanases ou CBH), que hidrolisam as extremidades da
celulose e as beta-glicosidases (1,4-beta-D-glucanase), que hidrolisam a celobiose em
D-glicose e celo-oligossacarideos em celobiose e glicose. Além das celulases, outras
enzimas sao utilizadas para a degradacdo da biomassa lignocelulosica: as
hemicelulases. As hemicelulases sdo compostas por diversas enzimas, que podem ser
classificadas como glicosil hidrolases, esterases e carboidrato liases, de acordo com sua
funcédo. Exemplos de hemicelulases séo as xilanases, as beta-1,4-xilosidases e as beta-
glucuronidases, que agem para hidrolisar a hemicelulose em produtos como
xilooligossacarideos, xilose e glicose (DATTA; SAPRA, 2011; DE SOUZA; KAWAGUTI,
2021; MEENA et al., 2018).

Por fim, existem as proteinas auxiliares: mono-oxigenases liticas de
polissacarideos (LPMOs), expansinas e swoleninas (SWOs). As LPMOS sao enzimas
dependentes de cobre que, de maneira oxidativa, clivam as ligagbes glicosidicas na
celulose, facilitando a acdo das celulases. As expansinas sado proteinas produzidas por
plantas e promovem a expansao da parede celular, desfazendo a estrutura cristalina de
celulose. Ja as swoleninas sédo produzidas por fungos e bactérias e também auxiliam a
reduzir a rigidez da celulose, o que melhora 0 acesso das outras enzimas a celulose
(OBENG et al., 2017; RANI SINGHANIA et al., 2021).

2.2. A producdao de enzimas por Trichoderma reesei

Como a celulose € o principal componente da biomassa lignoceluldsica, coquetéis
enzimaticos sdo preparados com énfase em celulases, sendo que entre o0s
microrganismos mais estudados e utilizados para a obtencdo destas enzimas esta o
fungo filamentoso Trichoderma reesei (forma sexuada: Hypocrea jericona), descoberto
h&4 mais de 70 anos devido a superproducdo de enzimas hidroliticas (BISCHOF;
RAMONI; SEIBOTH, 2016). Esta linhagem foi denominada QM6a e a partir dela, varias
outras linhagens hiper produtoras de celulases foram construidas. Um exemplo é a
linhagem QM9414, que foi obtida por meio da irradiagdo dos conidios de QM6a utilizando
um acelerador nuclear. Esta linhagem produz 2-4 vezes mais celulases do que a
linhagem parental, entretanto, ainda sofre a represséo catabolica do carbono (CCR), que
€ a inibicdo da producao de celulases na presenca de fontes de carbono simples como a



glicose. Outro exemplo é a linhagem RUT-C30, que foi obtida por meio de mutacdes
randémicas provocadas por UV e pela N-nitroguanidina. Esta linhagem possui atividade
de celulase total maior em cerca de 15-20 vezes do que a linhagem QM6a, isto devido
ao gene crel (do inglés, catabolite responsive element) que esti truncado em seu
genoma. Este gene codifica um fator de transcricdo que leva a CCR. Além disso, RUT-
C30 possui mais de 85 kb de DNA deletado em relacdo a QM6a (PETERSON;
NEVALAINEN, 2012).

Os dados gendmicos de T. reesei podem ser acessados através do banco de
dados do Joint Genome Institute (JGI) com as identificacBes: Trichoderma reesei v2.0,
Trichoderma reesei QM6a e Trichoderma reesei RUT C-30 v1.0. T. reesei possui 7
cromossomos. Em 2008, o genoma Trichoderma reesei v2.0 foi sequenciado utilizando a
linhagem QM®6a. Entretanto, como ainda existiam alguns gaps, em 2017, esta mesma
linhagem foi resequenciada e denominada Trichoderma reesei QM6a. Além disso, a

linhagem RUT-C30 também teve seu genoma sequenciado (Tabela 1).

Tabela 1. Genomas de Trichoderma reesei disponiveis no JGI.

Tamanho N° de

Nome Publicacéo Link de acesso
(bp) genes
Trichoderma reesei MARTINEZ et al. https://mycocosm.jgi.doe.go
33.454.791 9.143
v2.0 (2008) v/Trire2/Trire2.home.html
) ) https://mycocosm.jgi.doe.go
Trichoderma reesei ] ]
34.922.528 10.052 Ll et al. (2017) v/Trire_Chr/Trire_Chr.home.

M6a
Q html

https://mycocosm.jgi.doe.go
32.689.233 9.852 KOIKE et al. (2013) | v/TrireRUTC30_1/TrireRUT
C30_1.home.html

Trichoderma reesei
RUT C-30v1.0

Em relacdo as enzimas envolvidas na degradacdo da biomassa lignoceluldsica,
no genoma de T. reesei, foram identificadas duas celobiohidrolases, cbhl/cel7a e
cbh2/celéa, 8 endoglucanases, egl/cel7b, egll/cel5a, eglll/cell2a, eglV/cel6la e
egV/celd5a, cel74a, cel6lb e cel5b, 7 beta-glicosidases, bgll/cel3a, bglll/cella, cel3b,
cel3d, cellb, cel3c, cel3e, além de 4 xilanases, xynl, xynll, xynlll e xynlV, 1 beta-

xilosidase, bxI1 e outras enzimas celuloliticas (HAKKINEN et al., 2012). Curiosamente,



T. reesei € um dos microrganismos com o0 menor repertério de enzimas hidroliticas
voltadas para a degradacdo de biomassa lignocelulésica dentro da classe
Sordariomycetes (DOS SANTOS CASTRO et al., 2014; Ll et al., 2017; MARTINEZ et al.,
2008a). Apesar disso, T. reesei ainda € o produtor enzimatico mais utilizado
comercialmente, devido a sua potente habilidade de induc&o e secrecao de enzimas em
elevadas concentracfes e as inumeras pesquisas e tecnologias ja desenvolvidas em
torno dele, sendo que a deficiéncia na producédo de determinadas enzimas tem sido
superada através de técnicas de engenheiramento genético, como a insercdo e
superexpressdao de genes (BISCHOF; RAMONI; SEIBOTH, 2016; DRUZHININA;
KUBICEK, 2017; SINGH et al., 2012).

Para evitar gastos energéticos desnecessarios, a expressao de genes que
codificam celulases e hemicelulases é precisamente regulada. A indugdo ocorre na
presenca de fontes de carbono ndo prontamente assimilaveis como a celulose, xilose,
soforose e lactose, e a repressao ocorre na presenca de fontes de carbono mais simples
e preferenciais como a glicose e a frutose (SCHMOLL; KUBICEK, 2003).

O fator de transcricdo XYR1 é o principal responsavel pela inducao da expresséo
de genes que codificam xilanases e celulases, sendo que a sua delecao leva a abolicéo
da expressdo destes genes e sua superexpressdo € capaz de levar a producdo de
celulases mesmo na auséncia de fontes indutoras (LV et al., 2015). Como mecanismo de
acao, foi proposto que XYR1 interage com uma subunidade do complexo SW1/SNF
(Switch/Sucrose non-fermentable), para que ocorra a remodelacdo da cromatina na
regido promotora de celulases de T. reesei (CAO et al., 2019), isto poderia facilitar entdo
a interacdo entre XYR1 e os motivos de ligacdo que foram identificados em seus
principais genes que codificam celulases (SILVA-ROCHA et al., 2014). XYR1 é modulado
negativamente por outros fatores de transcricdo denominados RCE1 (regulator of
celulase expression) (CAO et al., 2017), RXE1 (regulator 1 of xyrl expression) (WANG et
al., 2019), CRE1 (CAMPOS ANTONIETO et al., 2015; MACH-AIGNER et al., 2008) e
ACEL1 (activator of cellulase expression) (SALOHEIMO et al., 2000).

Através da delecéo de xyrl em T. reesei, foram identificados, pelo nosso grupo,
16 genes relacionado as enzimas celuloliticas que séo regulados diretamente por XYR1
(DOS SANTOS CASTRO et al., 2016a). Também foi identificado, pelo grupo, um fator de



transcricdo em T. reesei que € homologo a AZF1 (asparagine-rich zinc-finger protein 1)
de Saccharomyces cerevisiae, e que atua na inducdo da expressédo de celulases e
hemicelulases (ANTONIETO et al., 2019). Outros fatores de transcricdo estao envolvidos
na expressdo de genes lignoceluloliticos, entre eles os reguladores positivos ACEII,
ACEIll, LAE1, VEL1, BgIR, YPR2, o complexo HAP2/3/5 e TRVIB-1 (DE PAULA et al.,
2018b).

2.3. O papel do célcio na sinaliza¢&o celular

A regulagéo da expresséao de celulases e hemicelulases sofre influéncia de certos
fatores ambientais, entre eles a presenca de ions de célcio (CHEN et al., 2018b). O célcio
€ um metal que atua como mensageiro secundario durante o ciclo celular, organizacao
do citoesqueleto, resposta a estresses ambientais e outros processos que Sao essenciais
para a sobrevivéncia de organismos eucariotos (CHEN et al., 2015; KUMAR; TAMULLI,
2014; WANG et al., 2016). Entretanto, elevados niveis deste ion podem ser toxicos as
células devido a interacdo com proteinas ou outras moléculas organicas do citoplasma,
0 gue leva a alteracdo de suas estruturas e a consequente perda de suas funcoes,
portanto, para assegurar a sobrevivéncia das células, a concentracdo de Ca?* necessita
de um meticuloso mecanismo de regulacdo (CYERT; PHILPOTT, 2013).

Devido a sua simplicidade, a levedura Saccharomyces cerevisiae € utilizada como
modelo para o estudo da homeostase de calcio em fungos (GHANEGOLMOHAMMADI
et al.,, 2017). Em S. cerevisiae, a entrada dos ions de calcio para o interior da célula é
induzida por estimulos como alcalinizagdo do meio, diminuicdo da temperatura, aumento
da salinidade, deplecao de manganés, entre outros (MATSUMOTO et al., 2002; RUTA et
al., 2014), e ocorre através dos canais voltagem-dependente Mid1p/Cchlp, presentes na
membrana citoplasmatica. A proteina Midlp (Mating pheromone-induced death),
homodloga da subunidade a2d dos canais de calcio voltagem dependentes (VGCCs —
Voltage-gated calcium channels) de mamiferos, é formada por 4 regides hidrofébicas (H1
a H4) e duas regides ricas em cisteina (C1 e C2), responsaveis por sua localizacéo, que
também pode ocorrer no reticulo endoplasmatico (BONILLA; CUNNINGHAM, 2003); ja a
proteina Cch1p, homdloga da subunidade a dos VGCCs, € formada por 22 a 24 dominios

transmembrana organizados em quatro repeticbes hidrofébicas (RUTA et al., 2014).



Como a delecéo de ambos os genes que codificam os canais Mid1lp e Cchlp resulta em
um mutante idéntico aqueles obtidos através da delecdo de apenas um dos genes, &
possivel que eles atuem de forma conjunta (PAIDHUNGAT; GARRETT, 1997). Ainda em
S. cerevisiae, foi demonstrado que a delecdo do gene que codifica a proteina Ecm?7,
relacionada a subunidade y das VGCCs, prejudica a absor¢do de Ca?* de forma
semelhante ao observado na auséncia de Cchlp ou Midlp, sendo proposta a atuacéo
indireta de Ecm1 na regulacdo da concentracdo de Ca?* (MARTIN et al., 2011).

Além da entrada de Ca?* a partir do meio extracelular, a concentracdo de Ca?*
pode aumentar também, como resposta a estimulos, pela liberacédo de reservas que sao
mantidas nos vacuolos, reticulo endoplasmatico (RE) ou complexo de Golgi (CG), sendo
que pequena parte do Ca?* encontra-se no RE, CG ou citosol e a grande maioria se
encontra nos vacuolos, em forma livre e utilizavel (30 uM) ou complexada a polifosfatos
e nao-utilizavel (2 mM) (LOCKE et al., 2000). O transporte do Ca?* dos vacuolos para o
citosol é realizado pelo canal idnico Yvcl (yeast vacuolar channel 1), pertencente a
familia de receptores de potencial transiente, que formam 6 dominios transmembrana.
Em S. cerevisiae, Yvcl esta presente nos vacuolos, jA em eucariotos superiores, esta
localizado na membrana citoplasmaética (LIU et al., 2015b).

No citoplasma, o Ca?* se liga a proteina calmodulina (Cmd1), formada por 4
motivos chamados de méo EF. Geralmente, cada mdo EF é capaz de se ligar a um Ca?*,
entretanto, em S. cerevisiae, o quarto motivo nao possui tal capacidade. Uma das funcdes
da calmodulina é ativar a fosfatase 2B chamada de calcineurina (CYERT, 2001),
altamente conservada de fungos a mamiferos, e composta por 2 subunidades: A,
catalitica, codificada por cmp2 (calmodulin binding protein 2) ou cnal (calcineurin subunit
A), e B, regulatéria, codificada por cnbl (calcineurin subunit B). A calcineurina entao
reconhece um motivo denominado calcineurin docking domain em diversas proteinas,
como o fator de transcricdo CRZ1 (calcineurin-responsive zinc finger 1), e as regula
(RUSNAK; MERTZ, 2000). CRZ1 possui 2 dedos de C2H2 em sua regido C-terminal. Em
seu estado fosforilado, CRZ1 esta no citoplasma, ja em seu estado desfosforilado, CRZ1
€ entra no nucleo e se liga aos motivos CDREs (calcineurin-dependent regulatory
elements) presentes na regido promotoras de determinados genes, como pmrl (plasma

membrane ATPase related) e pmcl(plasma membrane calcium), regulando-os



positivamente (CRABTREE, 2001). Em Fusarium graminearum, a delecdo de crzl
indicou que o fator regula diversos processos como desenvolvimento, patogenicidade e
resposta a estresses (CHEN et al., 2019a).

Como a concentragdo de Ca?* no citoplasma deve ser mantida entre 50 e 200 nM,
0 excedente pode ser armazenado em vacuolos ou passar por processos secretorios no
RE e CG. Os transportadores Pmcl e Vcxl (vacuolar Ca?t/H* exchanger) séo
responsaveis pelo transporte aos vacuolos. Pmcl é uma ATPase do tipo P formada por
3 dominios conservados entre seus homologos em eucariotos superiores: E1-E2
ATPase, motivo hidrolase semelhante a haloacido desidrogenase, e dominio ATPase C-
terminal (PITTMAN, 2011). Como esperado, mutantes com a delecdo de Pmcl
apresentam menor concentracdo de Ca?* nos vacuolos, entretanto, os valores normais
sdo reestabelecidos pela inativacdo da calcineurina, que influencia, de forma poés-
traducional, a atividade do transportador Vcx1 (KMETZSCH et al., 2013b). Vex1, também
conhecido como Hum1 (high copy number undoes manganese), € um trocador de Ca?*/H*
semelhante a outros trocadores de céations presentes nos vacuolos. Foi demonstrado que
a proteina Nyv1, do tipo v-SNARE inibe a atividade de Pmc1 nos vacuolos (TAKITA et
al., 2001). No RE e CG, o transporte de Ca?* é realizado por Pmrl, uma ATPase do tipo
P de Ca?*/Mn?*, que tem sua atividade regulada por modificacdes em seus aminoacidos
D778A e Q783A, localizados no segmento transmembrana M6 (MANDAL; WOOLF; RAO,
2000).

Em T. reesei, 10 ATPases relacionadas ao Ca?* foram identificadas (SCHMOLL et
al.,, 2016b), além disso, nosso grupo identificou a modulacdo da expressdo de
transportadores e outras proteinas envolvidas na sinalizacdo dependente de calcio
durante o cultivo de T. reesei na presenca de celulose, soforose e glicose (ANTONIETO
et al., 2014; DOS SANTOS CASTRO et al., 2016b) assim como bagaco de cana-de-
acucar, glicose e glicerol (DE PAULA et al., 2018c). (CHEN et al., 2018) demonstraram
que o aumento da concentracdo de Mn?* leva ao aumento do nivel de Ca?* intracelular,
isto através da ATPase do tipo P, homdloga da Pmrl de N. crassa e denominada de
Tpmrl em T. reesei, 0 que resulta na inducéo de genes que codificam celulases, atraves
da via de sinalizacdo dependente de calcio. Além disso, nosso grupo recentemente

demonstrou que o fator de transcricdo CRZ1 é necessério para a inducéo da transcrigao



de xyrl, e entdo de celulases, hemicelulases e transportadores de Ca?* e aglcares,
sendo a presenca de calcio determinante para que isto ocorra (MARTINS-SANTANA et
al., 2019b). Assim, a elucidacdo dos mecanismos moleculares envolvidos na via de
sinalizacdo dependente de calcio e a influéncia de seus componentes na regulacdo de
celulases e outras enzimas relacionadas a degradacao da biomassa lignocelulésica € de

grande importancia para a otimizacéo da producao de biocombustiveis.
2.4. Proteinas vacuolares transportadoras de calcio

Para que a concentracdo de calcio no citosol chegue ao seu nivel basal ou para
que o célcio de compartimentos intracelulares, como os vacuolos, seja liberado, €&
necessaria a acao de algumas proteinas transportadoras.

A entrada do célcio nos vacuolos ocorre por meio da ATPase PMCL1 e do trocador
de H*/ Ca?* VCX1. Ja a saida do célcio acontece por meio do canal YVC1, também
conhecido como TRPY1. Varias destas proteinas ja foram caracterizadas e estéo listadas

na Tabela 2.

Tabela 2. Proteinas vacuolares transportadoras de calcio em fungos.

Organismo Proteina NUumero de acesso Ref.
YVC1/TRPY1 SGD: S000005613 (PALMER et al., 2001)
(POZOS; SEKLER;
Saccharomyces VCX1 SGD: S000002286
- CYERT, 1996)
cerevisiae
(CUNNINGHAM; FINK,
PMC1 SGD: S000002974
1994a)
Yvcl JGI (SC5314): 58760 (YU et al., 2014a)
Candida albicans
Pmcl JGI (SC5314): 57421 (JIA et al., 2018)
(DE CASTRO et al.,
YvcA JGI (Af293 from AspGD): 4483
2014a)
Aspergillus
PMCA NCBI: XP_752453.1
fumigatus (DINAMARCO et al.,
PMCB NCBI: XP_754550.1
2012a)
PMCC NCBI: XP_746828.1
Colletotrichum Ensembl Fungi (M1_001_V1):
CgTRPF1 (LANGE et al., 2016a)

graminicola GLRG_09114




Ensembl Fungi (M1_001 V1):

CgTRPF2
GLRG_10771
Ensembl Fungi (M1_001 V1):
CgTRPF3
GLRG_08368
Ensembl Fungi (M1_001_V1):
CgTRPF4
GLRG_09848
Fusarium
FoYVC1 NCBI: KNB11617.1 (KIM et al., 2015)
oxysporum
Ensembl Fungi (MG8):
Yvcl/Trpyl
MGG_09828T0
Ensembl Fungi (MG8):
Pmc1
Magnaporthe MGG_02487T0
i (NGUYEN et al., 2008)
oryzae Ensembl Fungi (MG8):
Pmc1l
MGG_04890
Ensembl Fungi (MG8):
Pmcl
MGG_07971T0
(KMETZSCH et al.,
VCX1 NCBI: XP_012046471.1
Cryptococcus 2010)
neoformans (KMETZSCH et al.,
PMC1 NCBI: XP_012049404.1
2013a)
Vcx1A NCBI: XP_008594718.1
Vcx1B NCBI: EJP63266.1
Vex1C NCBI: EJP69457.1 (HU et al., 2014)
Beauveria Vcx1D NCBI: EJP67299.1
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yces pombe
Aspergillus
i AnPmcA NCBI: XP_658793.1 (JIANG et al., 2014)
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3. OBJETIVO

O objetivo principal deste projeto de pesquisa é contribuir para o entendimento dos
mecanismos moleculares envolvidos na sinalizacdo dependente de céalcio em T. reesei,
com foco no papel das proteinas vacuolares transportadoras de calcio e o seu
envolvimento na regulacdo de enzimas que atuam na desconstrucdo da biomassa
lignoceluldsica. Para isto propomos a caracterizacao funcional de proteinas vacuolares

transportadoras de célcio através dos objetivos especificos a seguir:
3.1. Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste projeto sao:

a) ldentificar proteinas transportadoras de calcio nos vacuolos de T. reesei
através de andlises de bioinformética.

b) Construir linhagens mutantes com a delecdo de proteinas transportadoras de
calcio.

c) Determinar atividade celulolitica nas linhagens mutantes.

d) Determinar expressao génica de celulases e componentes da via de sinalizacao

dependente de calcio.
e) Determinar localizac&o do calcio intracelular

f) Construir um modelo sobre a funcéo das proteinas em estudo em T. reesei.



4. Metodologia




4. METODOLOGIA
4.1. Manutencédo dos microrganismos

O fungo T. reesel, linhagem Qm6aAtmus53Apyr4, (DERNTL et al., 2015) foi cedido
pelo Instituto de Engenharia Quimica & Biociéncias Técnicas da Universidade Técnica
de Vienna, Austria, e mantido em meio MEX (extrato de malte 3% (m/v) e agar
bacteriolégico 2% (m/v)) com repiques periodicos. Esta linhagem é a referida neste
trabalho como a linhagem parental, sendo ela caracterizada por apresentar deficiéncia
Nno mecanismo de reparo por via de unido de extremidades ndo homologas (NHEJ — non
homologous end joining) e por apresentar auxotrofia para uridina. As linhagens de T.
reesei obtidas durante este trabalho sdo caracterizadas pela delecdo de genes que
codificam proteinas vacuolares envolvidas no transporte de célcio. Elas foram obtidas a
partir da linhagem parental e sdo denominadas ATryvcl (Qm6aAtmus53A55431),
ATryvc2 (Qm6aAtmus53A56440), ATryve3 (Qmo6aAtmus53A74057) e ATrpmcl
(Qm6aAtmus53A58952). Estas linhagens também foram mantidas em meio MEX com
repiques periddicos. Ja para o armazenamento a longo prazo, todos as linhagens foram
cultivadas por 7-12 dias em meio MEX a 30°C. Apdés este periodo, seus conidios foram
coletados utilizando uma solucao de esporos (0,8% (p/v) NaCl e 0,05% (v/v) Tween 80),
resultando entdo em uma suspenséao de esporos. Esta suspensao foi ajustada para 30%
(v/v) de glicerol e desta forma as linhagens foram armazenadas a -80°C. Para uso, 2 uL
desta suspenséao foi inoculada em meio MEX e incubada a 30°C por 7-12 dias.

A cepa DH5a de Escherichia coli, do Laboratdrio de Biotecnologia Molecular da
Universidade de Sao Paulo - Brasil, foi mantida em 25% (v/v) glicerol a -80°C. Para uso,
10 pL de solucéo foram estriados em meio LB (Luria-Bertani — triptona 1% (p/v), NaCl 1%
(p/v) e extrato de levedura 0,5% (p/v)). As placas foram mantidas a 37 °C por 16h e entado
foram utilizadas nos experimentos.

Alinhagem SC9721 de S. cerevisiae (MATa his3-A200 URA3-52 leu2A1 lys2A202
trp1A63) (Fungal Genetic Stock Center — www.fgsc.net) foi mantida em 50% glicerol a -
80°C. A partir da solucdo estoque, 10 pL foram plaqueados em meio YPD (extrato de
levedura 1% (p/v), glicose 2% (p/v), peptona 2% (p/v) e agar bacteriolégico 2% (p/v)) para

uso.



4.2. Identificac&o das proteinas transportadoras de calcio presentes nos

vacuolos de T. reesei

Para a identificacdo dos transportadores e canais de calcio presentes nos
vacuolos de T. reesei, um conjunto de proteinas homdlogos j& caracterizados em outros
fungos foi selecionado como referéncia (Tabela 2). A partir das sequéncias de
aminoacidos destas proteinas, trés alinhamentos foram realizados utilizando o MAFFT
(KATOH; ROZEWICKI; YAMADA, 2018) e trés perfis foram criados utilizando o hmmbuild
(POTTER et al., 2018): a) YVC1, b) VCX1 e c¢) PMCL1. Estes perfis foram entdo utilizados
para realizar uma busca no genoma de T. reesei (MARTINEZ et al., 2008b) utilizando o
hmmsearch (POTTER et al., 2018). As anotacGes foram feitas por meio do InterProScan
(BLUM et al., 2021). Utilizando um cut-off de 1.0e-45 para o full e-value, as proteinas
selecionadas foram identificadas nos ensaios de RNA-Seq realizados pelo grupo e os
niveis de expressao génica frente a diversas condicGes foram utilizados para criar um
heatmap utilizando o R (R CORE TEAM, 2021).

4.3. Construgao das linhagens mutantes

Os cassetes de delecdo foram construidos com o objetivo de remover os seguintes
genes que codificam proteinas vacuolares envolvidas no transporte de célcio: 55731
(tryvcl), 56440 (tryvc2), 74057 (tryvc3) e 58952 (trpmcl). No lugar destes genes, foi
inserido o marcador de selecdo 74020 (pyr4), que codifica a enzima Orotidina-5-fosfato
descarboxilase, envolvida na catélise da biossintese do monofosfato de uridina, o que
permite a identificacdo dos transformantes através da complementacdo auxotrofica da
cepa parental de T. reesei. As sequéncias completas dos genes citados neste estudo
podem ser pesquisadas no genoma de Trichoderma reesei v2.0 disponivel no banco de
dados JGI (https://mycocosm.jgi.doe.gov/Trire2/Trire2.home.html), exceto 74057
(tryvc3), cuja anotacdo completa da regido de codificante pode ser encontrada no
genoma Trichoderma reesei QM6a com o numero de identificacdo 116397
(https://mycocosm.jgi.doe.gov/Trire_Chr/Trire_Chr.home.html). Para facilitar a integragéo
gendmica por meio da via recombinacdo homologa, os cassetes foram construidos

incluindo regiées com homologia de aproximadamente 1000 pares de bases (pb) antes



(upstream) e depois (downstream) dos genes alvo na cepa parental de T. reesei (Figura
1).

~1000 bp upstream ~1000 bp downstream

Genoma de T. reesei gene alvo

Cassete de delegao pyr4
~1000 bp upstream ~1000 bp downstream

Figura 1. Cassete de delecdo para os genes envolvidos no transporte de célcio em T. reesei. As
regides em amarelo representam aproximadamente 1000 pb das regibes upstream e downstream

dos genes em estudo.

Neste processo, foram utilizadas duas estratégias. Para construir os plasmideos
contendo os cassetes dos genes tryvcl e tryvc2, foram desenhados primers para
amplificacdo de suas regibes upstream e downstream com adicdo de sitios de restricéo,
permitindo a ligacao ao plasmideo pJET-pyr4, que jA contém a sequéncia do gene pyr4
inclusa (Figura 2.A). A enzima T4 DNA Ligase (Thermo Fisher Scientific) foi utilizada para
unir os fragmentos, conforme instrugcdes do fabricante. Para a transformacgéo das reacdes
de ligacao, foi utilizado o método de choque térmico em células termocompetentes da
cepa DH5a de E. coli, conforme (SAMBROOK; RUSSELL, 2006). ApGs o0 crescimento
bacteriano, o DNA plasmidial foi extraido, como em (BIMBOIM; DOLY, 1979), e digerido
com as respectivas enzimas de restricdo para confirmar a ligacdo. Nesta estratégia, a
regido a upstream foi ligada primeiro, seguida pela regido downstream.

Para construir os plasmideos contendo os cassetes dos genes tryvc3 e trpmcl,
foram desenhados primers para a amplificacdo de suas regides upstream e downstream,
bem como para a regidao codificadora do gene pyr4. Nestes primers, foi incluida uma
regido de sobreposicdo de aproximadamente 20 pb entre os fragmentos a serem unidos

e 0 plasmideo pRS426, permitindo a utilizagdo da técnica de recombinacdo homologa



mediada por levedura (Figura 2.B). O plasmideo foi digerido com as enzimas de restricao
EcoRlI e Xhol (Thermo Fisher Scientific) e purificado com o QIAquick PCR Purification Kit
(Qiagen) antes da transformacgdo. Todos os fragmentos e o plasmideo foram inseridos
na cepa SC9721 de S. cerevisiae (MATa his3-A200 ura3-52 leu2A1 lys2A202 trp1A63)
(Fungal Genetic Stock Center — www.fgsc.net) de acordo com (NOGUEIRA et al., 2018).
Os transformantes foram selecionados através de complementacdo auxotréfica de
uracila. ApGs a extracdo do DNA, os cassetes foram amplificados para transformacéo na

cepa parental de T. reesei.

NotI (329)
Bglll (337)
Kpn2I (343)

pJET-pyr4
5727 bp

pRS426
5726 bp

XhoI (2019)
EcoRI (2052)
(CAP binding site) (lac operator)
(3377) HindIII

(3171) Clal
(3136) Bglll
(3130) Xbal Clal (3116)

Figura 2. Plasmideos utilizados para a construcdo dos cassetes de delecgéo.

Todas as amplificacBes foram realizadas a partir do DNA gendmico da cepa
parental de T. reesei, isolado de acordo com (VITIKAINEN et al.,, 2010). Apoés
amplificagéo, os fragmentos foram purificados utilizando o QIAquick PCR Purification Kit
(Qiagen). As sequéncias dos primers estéo listadas na Tabela 3.



Tabela 3. Primers utilizados para a constru¢do dos cassetes de delec¢éo.

Primers ligase

Sequéncia (5°-3’)

55731_5F_Notl

55731_5R_Bglll

55731_3F_Xbal

55731_3R_Hindlll

56440-5_F_Hindlll

56440-5_R_Clal

56440-3'_F_Kpn2l

56440-3_R_Bglll

68169-5_F_Hindlll

68169-5 R_Xbal

68169-3_F_Kpn2l

68169-3'_R_Notl

g99gGCGGCCGCTACCTAATCTTGGATCTG

9999gAGATCTCAAATGTCCGAAGTGGCGTC

09999TCTAGAGATGGAGCACGAAGGAAAGC

99999AAGCTTGGACCCTCTGGATTACCAT

0999gAAGCTTGAGTACAACTACTACTGTACA

09999ATCGATGCAATGTAGGGCAGCT

999gTCCGGAAGTAGAGGCGCAGATTAT

999gAGATCTGTCCTCGCCAACGCAAA

99999AAGCTTTCATGTAGGGCTCATCTGCTT

g99TCTAGAGCTGGCGGATTTTGCGAA

g99gTCCGGAAGTCTAGCTATCCCATGACAT

9ggGCGGCCGCAACTCGATCAACTTTAAT

Primers
recombinacéo

Sequéncia (5°-3’)

Pyr4_F_74057 TGAGGCTTCGGGGCATCTGCTCTTGCCTTGTCTTGTCTGGGTT

Pyr4_R_74057 CTGGCTGGTCATTGGAAACTGCGGTTGATTGTTGCCGTCCGTTTC

74057-5F_pRS426 GTAACGCCAGGGTTTTCCCAATCCGACAAGGGGCATCTTGA

74057-5R_pyr4 AACCCAGACAAGACAAGGCAAGAGCAGATGCCCCGAAGCCTCA

74057-3F_pyrd GAAACGGACGGCAACAATCAACCGCAGTTTCCAATGACCAGCCAG

GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCGTGGGAGCTTAGGGAGA
CAG

74057-3R_ pRS426

Pyr4_F_ 58952 ATTATGGCGAAGAAGGACGACGATCTTGCCTTGTCTTGTCTGGG




Pyr4_R_58952 TACATGCAGAAGCATTCGTCCGGTTGATTGTTGCCGTCCGTTTC

58952-5F_pRS426 GTAACGCCAGGGTTTTCCCACTCAAGAATGGAGTAGCTATATTG

58952-5R_pyr4 CCCAGACAAGACAAGGCAAGATCGTCGTCCTTCTTCGCCATAAT

58952-3F_pyr4 GAAACGGACGGCAACAATCAACCGGACGAATGCTTCTGCATGTA

GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCGCTCAACTGTGCCATCAT
CTTCA

58952-3R_ pRS426

Para transformar a cepa parental de T. reesei, 0os plasmideos resultantes da
primeira estratégia foram linearizados. Assim, ap0s dosar os plasmideos (para delecao
de tryvcl e tryvc2) e os cassetes (para de delecdo tryvc3 e trpmcl) usando um
espectrofotometro (Série DS-11, DeNovix), 10-40 pug do plasmideo ou cassete foram
usados para transformacdo pelo método de protoplasto (GRUBER et al.,, 1990). Os
transformantes foram submetidos a 3 rodadas em meio Mandels-Andreotti (SCHMOLL et
al., 2009) + 2% de glicose sem uridina, intercaladas por 3 rodadas nas mesmas
condic¢des, com adicao de 0,1% (v/v) de Triton X-100, para selecdo de homocérions. Para
confirmar a obtencdo das cepas mutantes, utilizamos PCR convencional e RT-gPCR. As

sequéncias dos primers estdo listadas na Tabela 4.

Tabela 4. Primers utilizados para o screening dos transformantes de T. reesei.

Primers PCR Sequéncia (5’-3’)

55731 _ORF_F CCAAGGAGGCCCAGATGTATG
55731_ORF_R GTTGTACGATGGCCATACATCC
55731_SC_F GTGGACTGACAAACGCAA
55731_SC_R CCTCAAGTGCGCAATCTA

56440 _ORF_F TCAAGAAGCTGTCCCAGTACATC
56440 _ORF_R TCAAGAAGCTGTCCCAGTACATC

56440_SC_F CATCCCTTGAGCATCTGCCT




56440_SC_R AAACTCACCCGCGTCTCTGATA

58952 ORF R TGGGTAGACGGATAAGGAACTC
58952 ORF_F ATGCTACCCTTACCTACTCTTCCG
58952 _SC_F GTGAGACGGTCGGTTACAAGAAG
58952 _SC_R ACTTGTATGCTGACCCACCAAG
68169 _ORF_F TCATCCCCTTGGGAATAGC

68169 ORF R CTCCAGATAATCACTTTTGCCG
68169 _SC_F CGAATTCCATTGCTGATTGCGC
68169_SC_R CGCTTGCTGTTGGCCACAAAAT
74057_ORF_F TTCGACAGGCGTGGCTATCAAT
74057_ORF_R AGGGCGAAGAATATCACAGAC
74057_SC_F CATGTGCTCTCCCTGATCTGT
74057_SC_R ATCCCAGTCCACGATACGTC
Pyra-3fwd_WIEN TGCAACAACACGCGATGG

Pyr4_5rev2_WIEN

Pyr4F_ORF

Pyr4R_ORF

ACAAGGACTGAGGATGTTCGG

TGACGGCTTACCTGTTCAAG

GATGCCAATCAGCTTGTGCG

Primers RT-gPCR

Sequéncia (5°-3’)

55731-RTF ACGAATCTACCCTTTGCTGG
55731-RTR CGTAGTCGGTTGTCCTTCATC
56440-RTF TGAGTGAATGGATAGATGCCG

56440-RTR

AGAGGGTGCCAATGAGAATC




58952-RTF CTCTCCAAATGCTACCCTTACC

58952-RTR CCGACTACATCCGCCATG
68169-RTF TCTGGTTCAACTTCCTCGC
68169-RTR CACTCATAGGACCCAACACG
74057-RTF CGTCATGGGTGTTCTATACTCG
74057-RTR AATTGCTCCCACTCTTCCAC
actin_F TGAGAGCGGTGGTATCCACG
actin_R GGTACCACCAGACATGACAATGTT

O gene 68169 também teve seu cassete construido, embora a transformacao do fungo
nao tenha resultado em nenhuma linhagem mutante positiva. Existe a possibilidade de
gue este gene seja essencial para a sobrevivéncia de T. reesei, desta forma, outras

técnicas poderdo ser empregadas para deletar este gene em estudos futuros.
4.4. Crescimento dos fungos

Para os experimentos de crescimento, foram utlizadas placas de Petri e
microplacas de 96 pocos. Os crescimentos em microplacas foram realizados em meio
minimo (NOGUEIRA et al., 2018) com adicédo de 25 mM de celobiose, galactose, glicerol,
glicose, lactose, maltose, manose ou xilose para obter perfis de crescimento em fontes
de carbono, ou com adicdo de 0O; 2,7; 5; 10; 15; 50; 100 ou 150 mM de CacClz,
acompanhado de glicose a 2% para verificar a tolerancia ao célcio. Além disso, para o
cultivo da linhagem parental, foram adicionados 5 mM de uridina devido a dele¢édo do
gene pyr4. Nestes experimentos, as microplacas foram incubadas a 30°C durante 96h.
Leituras de absorbancia a 750 nm foram realizadas a cada 24 horas para determinar o
grau de turbidez, indicando crescimento flingico. Para o crescimento em placa, 10’
conidios em suspensédo de esporos foram inoculados em meio minimo contendo 2% de
glicose ou 25 mM de xilose acrescido de diversos tratamentos, como o congo red. Estas

placas foram incubadas por 3 dias e 0 seu crescimento foi registrado diariamente através



de fotografias. Os experimentos foram realizados em trés réplicas técnicas e pelo menos
duas réplicas bioldgicas, e as diferencas estatisticas foram calculadas pelo teste ANOVA
de duas vias, seguido do teste de Dunnett, no software GraphPad Prism 8.00.

Para realizar os testes de atividade enzimatica
4.5. Determinacao de atividade enziméatica

Para a determinacéo da atividade de celulase total (FPase) foi empregada uma
tira de 1 x 6 cm de papel de filtro Whatman n°1 (50 mg), 30 puL de tampé&o citrato-fosfato
100 mM pH 5,0 e 30 pL de amostra. Essa reacgéao foi incubada a 50 °C por 30 minutos.
Apos esse tempo, foi adicionado 60 pL de DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) com
aguecimento a 95°C durante 5 minutos. Posteriormente, para determinacdo da
concentracdo de acuUcar redutor, foi realizada a leitura em espectrofotdmetro a 550 nm
no equipamento xMarkTM Microplate Spectrophotometer da Bio-Rad.

A atividade de endoglucanase (CMCase) foi realizada como descrito por Xiao e
colaboradores (XIAO et al., 2001) com algumas modificagdes. Para este ensaio, 30 uL
de enzima foram incubados com o substrato carboximetlicelulose (CMC) 1% em tampé&o
de acetato de sodio pH 4,8 a 50 °C e apds 30 minutos, foram adicionados 60 uL de DNS
(acido 3,5-dinitrosalicilico), sendo a reacao mantida a 95° C por 5 minutos. Em seguida,
a absorbancia foi lida em espectrofotometro a 540 nm. Uma unidade enzimética foi
definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pmol de acucar redutor por
minuto.

Para atividade de [-glicosidase foram usados 50 uL de tampéao acetato de sdédio
50 mM pH 5,5, 10 pL de enzima e 40 pyL de solugdo de p-Nitrophenol-B-D-
glicopiranosideo (pNP-Gluc) 5 mM. A reacao foi incubada por 15 minutos a 50 °C. Apos
este tempo, a reacao foi interrompida pela adi¢ao de 100 uL de carbonato de s6dio 1 M
e lida a 405 nm. O resultado foi expresso em pmol de p-nitrofenol formado por minuto e
por mL de solucdo enzimatica (U/mL).

Para atividade de xilanase, 50 UL de tamp&o acetato de sédio 100 mM pH 5, 25
puL de amostra e 50 pL de substrato (xilana, 50 mg/mL) foram incubados por 30 minutos
a 50 °C. Apos este tempo, a reacédo foi interrompida pela adicdo de 75 pL de DNS e

incubada por 5 minutos a 95 °C e, em seguida, lida a 540 nm.



Enfim, para atividade de B-xilosidase, 50 yL de tampéo acetato de sodio 50 mM
pH 4.8, 10 pL de amostra e 40 pL de substrato (PNP-Xyl, 5 mM) foram incubados por 15
minutos a 50° C. Apos este tempo, a reacédo foi interrompida pela adigdo de 100 pL de
carbonato de sddio 1M e, em seguida, lida a 405 nm.

4.6. Extracdo RNA Total, sintese de cDNA e analise de expresséao

Os micélios de T. reesei mutantes e da linhagem parental crescidos nas condi¢des
citadas acima foram filtrados em miracloth, congelados em nitrogénio liquido e
armazenados a -80° C até o momento do uso. O RNA total foi extraido através do método
do TRIZOL® de acordo com as instrucdes do fabricante. A quantificacdo dos RNAs foi
realizada por espectrofotometria OD 260/280 e a integridade dos mesmos foi verificada
atraveés do Agilent 2100 Bioanalyzer e eletroforese em gel de agarose 1%. Os RNAs total
(1 pg) foram primeiramente tratados com DNAse | (Fermentas) para remocao de DNA
gendbmico. AplOs essa etapa, fitas de cDNAs foram sintetizadas usando-se o Kkit
MaximaTM First Strand cDNA Synthesis de acordo com instrucdo do fabricante, sendo o
cDNAs armazenados a -20 °C. Os mesmos foram utilizados para analise por PCR em
Tempo Real no equipamento Bio-Rad CFX96TM, usando SsoFastTM EvaGreen®
Supermix (Bio-Rad) para o sinal de deteccéo, de acordo com as instrucfes do fabricante.
O gene da B-actina foi utilizado como controle endégeno para normalizar a quantidade
total de cDNA presente em cada reacdo. Foi analisada a expressdo de genes para
enzimas celuloliticas (ANTONIETO et al., 2014) e genes envolvidos na via de sinalizacio

dependente de Ca?*.
4.7. Deteccéo do célcio intracelular

Para detectar o calcio intracelular, foi utilizado o reagente Fluo4-AM
(ThermoFisher Scientific). Primeiramente, 107 conidios de cada linhagem (parental e
mutantes) foram incubados em meio MA durante 48 horas a 200 rpm e 30 °C com e sem
a adicdo de calcio. Apo6s incubacao, as ceélulas foram lavadas trés vezes com PBS e
carregadas com 5 uM de Fluo4-AM por 30 minutos a 30 °C. Em seguida, a intensidade
de fluorescéncia de Fluo4-AM foi medida por excitagdo no comprimento de onda de 340

nm com uma emissao de 550 nm.



4.9. Forma de anéalise dos resultados
Os resultados foram analisados e comparados estatisticamente utilizando o

programa GraphPad Prism v8.0.



5. Resultados




5. RESULTADOS

5.1. Identificacdo de proteinas vacuolares transportadoras de calcio em T.

reesei

Para a identificacdo dos transportadores e canais de calcio presentes nos
vacuolos de T. reesei, um conjunto de homélogos ja caracterizados em outros fungos foi
selecionado como referéncia. Os dados estdo apresentados na Tabela 2. A partir destes
dados, foi realizado um alinhamento para cada tipo de proteina: 1) YVC1, 2) VCX1 e 3)
PMCL1. Estes alinhamentos foram utilizados para criar um perfil e realizar buscas no
genoma de T. reesei. Como resultado, observa-se que um grande nimero de proteinas
foi encontrado através da busca, um total de 33 (Tabela 5), mas que provavelmente nem
todas estéo envolvidas com o transporte de calcio nos vacuolos. Apesar disso, € possivel

notar como o sistema de controle do fluxo de célcio é complexo em T. reesei.

Tabela 5. Possiveis transportadores e canais de calcio vacuolares de T. reesei. As

proteinas em estudos estdo destacadas em negrito e sublinhado.

soiip omelsgo e Tan e
74057 YVC1 625 Nonselective cation channel protein 1.8e-256
55731 YVC1 1167 Nonselective cation channel protein 7e-164
56440 YVC1 701 Nonselective cation channel protein 5e-145
63125 YVC1 631 Nonselective cation channel protein 3.7e-121
71037 YVC1 1104 Nonselective cation channel protein 3.4e-117
79599 VCX1 462 Vacuolar calcium ion transporter 1.4e-178
55595 VCX1 421 Vacuolar calcium ion transporter 2e-166
79398 VCX1 339 Vacuolar calcium ion transporter 2.1e-151
56744 VCX1 381 Vacuolar calcium ion transporter 8.5e-100

82544 VCX1 433 Vacuolar calcium ion transporter 4.3e-87




68169 VCX1 394 Vacuolar calcium ion transporter le-81
62835 VCX1 1115 Vacuolar calcium ion transporter 7.4e-48
Calcium-translocating P-type ATPase,
75347 PMC1 1379 PMCA-type 0
58952 PMC1 1204 Calcium-translocating P-type ATPase, 0
_ PMCA-type
62362 PMC1 1281 Calcium-translocating P-type ATPase, 0
PMCA-type
Calcium-translocating P-type ATPase, i
120627 PMC1 998 SERCA-type 2.4e-142
119592 PMC1 1062 Calcium-transporting ATPase 1.5e-137
81536 PMC1 1101 Calcium-transporting ATPase 4.3e-111
122972 PMC1 1071 Calcium-transporting ATPase 8.4e-109
81430 PMC1 1023 Calcium-transporting ATPase 1.3e-106
106928 PMC1 1049 Sod|um/potaSS|um—fcransportlng 6.30-94
ATPase subunit alpha
78757 PMC1 923 Calcium-transporting ATPase 1.9e-47
76238 PMC1 982 Calcium-transporting ATPase 1.4e-45
123183 PMC1 1309 Cation-transporting ATPase-related 1.1e-38
122043 PMC1 1171 Heavy metal translocating P-type 2 20-36
ATPase
43831 PMC1 1354 Probable phospholipid-transporting 1.2e-32
ATPase
23221 PMC1 1318 Cation-transporting ATPase-related 3.6e-31
123735 PMC1 1105 Heavy metal translocating P-type 56-30
ATPase
77025 PMC1 1300 Probable phospholipid-transporting 7 46-30
ATPase
80756 PMC1 1133 Heavy metal translocating P-type 1e-27
ATPase
Probable phospholipid-transporting _
79258 PMC1 1534 ATPase 3.2e-27
47315 PMC1 1392 Probable phospholipid-transporting 2 70.23

ATPase




Probable phospholipid-transporting

75409 PMC1 1368 ATPase

2.4e-20

Para melhor entender o papel das proteinas identificadas, reunimos os dados de
RNA-Seq realizados pelo grupo (ANTONIETO et al., 2019; CASTRO et al., 2014; DE
PAULA et al.,, 2018a; DOS SANTOS CASTRO et al., 2014; SILVA et al., 2023) e
analisamos os seus perfis de expressao.

Em relacdo aos genes que codificam YVC1 (Figura 3), é possivel observar que
nas linhagens parentais QM9414, QM6a e TU6 os genes 55731, 74057 e 56440 s&o os
principais regulados nas condi¢cdes analisadas (Figura 3.A). Estes genes aparecem
regulados positivamente nas condi¢cdes estudas, que sdo condicBes indutoras da
producdo de enzimas celuloliticas. Nas linhagens mutantes (Figura 3.B), observamos a
regulacdo negativa de 71037, 55731 e 63125 na auséncia de XYR1 em celulose e
soforose e de TMK2 em bagaco de cana-de-acUcar, respectivamente. Também
observamos a regulacao positiva de 74057 e 71037 na auséncia de AZF1 em bagaco de
cana-de-acucar e TMK2 tanto em bagaco de cana-de-agUcar quanto em glicose,
respectivamente. Além disso, observamos que todos os genes homoélogos a YVC1 estédo
regulados positivamente na auséncia de CRE1 em soforose, exceto o0 63125.

Sobre os genes gue codificam VCX1 (Figura 4), observamos que principalmente
68169 é regulado positivamente, sendo esta regulacdo na linhagem QM®6a, tanto em
bagaco de cana-de-acucar como em celulose, ambos em relagéo a glicerol. Em QM9414
temos a regulacdo positiva de 62835, 79398 e 55595 em celulose em relacdo a glicose;
de 82544 e 79599 em soforose em relagéo a celulose e de 79398 e 55595 em soforose
em relagdo a glicose. Ja os genes 62835, 79398 e 56744 estdo levemente regulados
negativamente em soforose em relacdo a celulose. Ainda o gene 56744 esta regulado
negativamente em soforose em relacéo a glicose (Figura 4.A). Nas linhagens mutantes,
observamos principalmente a regulacdo positiva de 68169 na auséncia de AZF1 em
bagaco de cana-de-acucar e de TMK2 na mesma fonte de carbono. Regulados
negativamente, observamos principalmente os genes 82544 na auséncia de TMK1 em
bagaco de cana-de-acucar e TMK2 tanto em bagaco de cana-de-aclcar como em
glicose, 56744 na auséncia de CRE1 em glicose e 55595 na auséncia de XYR1 em fontes

indutoras e de TMK2 em glicose (Figura 4.B).
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Figura 3. Expresséo de genes homoélogos a YVCL1. Cel = celulose; Glu = glicose; Soph = soforose;

Gly = glicerol. A) Linhagens parentais. B) Linhagens mutantes.

Por fim, em relacdo aos genes homélogos a PMC1 (Figura 5), observamos
principalmente a regulagéo positiva de 81536 em QM6a em bagago de cana-de-agucar
e celulose em relacédo a glicerol, assim como em TU6 em bagaco de cana-de-agUcar
em relacdo a glicerol. Este mesmo gene é regulado negativamente em QM9414 em
soforose em relacao a celulose. Em destaque, também observamos o gene 58952

regulado positivamente em QM6a nas duas condi¢des analisadas.
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Figura 4. Expresséo de genes homélogos a VCX1. Cel = celulose; Glu = glicose; Soph = soforose;

Gly = glicerol. A) Linhagens parentais. B) Linhagens mutantes.

J& os genes 76238 e 106928 estdo negativamente regulados negativamente ou
nao sédo diferencialmente expressos em todas as condi¢cdes analisadas (Figura 5.A). Nas
linhagens mutantes (Figura 5.B), observamos que o gene 81536 é regulado
positivamente na auséncia dos fatores de transcricdo XYR1 e AZF1. Ja em CREL, ele é
regulado negativamente. Diferente deste gene, o 76238 € regulado negativamente na
auséncia de XYR1, positivamente na auséncia de AZF1 e negativamente na auséncia de
CRE1l. O gene mais positivamente regulado na auséncia de CRE1l foi o 78757.

Interessantemente, o gene 58952 é diferencialmente expresso apenas na auséncia de



AZF1, indicando que nédo existem diferencas de expressdo entre as outras condi¢des
analisadas.

Desta forma, com base nos resultados de RNA-Seq realizado pelo grupo e pelas
anotacdes ja existentes no banco de dados JGI, as proteinas 55371, 56440, 74057,
58952 e 68169 foram selecionadas para serem exploradas neste estudo. Estas proteinas
foram nomeadas de TrYVC1, TrYVC2, TrYVC3, TrPMCL1 e TrVCX1, respectivamente.
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Figura 5. Expressdo de genes homoélogos a PMCL1. Cel = celulose;

soforose; Gly = glicerol. A) Linhagens parentais. B) Linhagens mutantes.
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5.2. Obtencéao de linhagens mutantes com a delec&o dos genes alvo

Para a obtencéo das linhagens mutantes, primeiro foram construidos cassetes de
delegéo para cada um dos genes selecionados. Para isto, fragmentos das regides
upstream e downstream dos genes em estudo foram amplificados. Como foram utilizadas
duas estratégias para as construcoes, para tyvcl, tryvc2 e trvex1l os fragmentos foram
amplificados com a adicdo de sitios de restricdo, para posterior ligacdo no plasmideo
pJET-pyr4; ja para tryvc3 e trpmcl, os fragmentos foram amplificados com a adicao de
uma regido de homologia para ligacao por recombinacdo homéloga em levedura.

Com os cassetes prontos, foi realizada a transformacédo na linhagem parental
QM6aAtmus53Apyr4, o que resultou nas linhagens mutantes Atryvcl, Atryvc2, Atryvc3 e
Atrpmcl. Para o gene trvexl, trés transformagdes foram realizadas, mas nenhuma delas
resultou em linhagens mutantes com a auséncia do gene alvo. A confirmagcdo das
linhagens mutantes foi realizada por PCR convencional (Figura 8) e por RT-qPCR.

A estratégia utilizada para a PCR convencional (Figura 6) foi: 1. Detectar a
auséncia da ORF, 2) Detectar a orientacdo da insercao do cassete por meio da presenca
do local em que houve a unido da regido upstream do gene alvo ndo editada com a regiéo
upstream mais o0 gene pyr4 que estavam no cassete e 3) Detectar a orientacdo da
insercdo do cassete por meio da presenca do local em que houve a unido da regiao
downstream do gene alvo ndo editada com a regido downstream mais o gene pyr4 que
estavam no cassete.

Desta forma, obtemos 7 linhagens mutantes para TrYVC1, 3 para TrYVC2, 3 para
TrYVC3 e 6 para TrPMC1 (Figura 7). Para TrVCX1, apesar do screening de varios

transformantes, nenhuma linhagem mutante foi obtida.



~1000 bp upstream ﬁ ~1000 bp downstream
Genoma de T. reesei I gene alvo |
_
Cassete de delecgédo pyr4
~1000 bp upstream ~1000 bp downstream
ﬁ ﬁ
Linhagem mutante | | | pyré | | |
h h

Figura 6. Estratégia para confirmacdo da linhagem mutante. Os primers para detectar o gene
alvo estdo em verde. Os primers para detectar a inser¢cdo do cassete na orientagdo correta estéo

em preto e azul.
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Figura 7. Confirmacéo da delecdo dos genes tryvcl (55731) (A-C), tryvc2 (56440) (D-F), trpmcl
(58952) (G-I) e tryve3 (74057) (J-L).



5.3. Expresséao das proteinas vacuolares transportadoras de céalcio em

celulose e em xilose com e sem a suplementacéao de calcio

Para analisar os efeitos do calcio na expressdo dos genes selecionados, foi
realizada andlise de expressdo génica por meio de RT-qPCR. As fontes de carbono
analisadas foram 1% de celulose e 25 mM de xilose, tanto na auséncia do metal como
com a suplementagéo do meio com 10 mM de CaClz. Todos os cultivos foram incubados
a 30°C por 24h ou 48h, para celulose e xilose, respectivamente. A linhagem utilizada foi
a parental, QM6aAtmus53Apyr4.
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Figura 8. Expressao dos genes em estudo em celulose (A) e xilose (B). ns = n&o significativo, *
= p-valor < 0.05. ** = p-valor < 0.01. *** = p-valor < 0.001 para o teste t de Student.



A partir dos resultados obtidos (Figura 8), podemos observar que tryvc2 é
levemente regulado de forma positiva em celulose quando ha a adicdo de 10 mM de
CacClz. Ja o oposto ocorre para tryvc3 e trpmcl, que sédo regulados negativamente nesta
mesma condi¢do. Em xilose, observamos diferencas apenas na expressao de tryvc3, que
€ regulado positivamente na presenca de calcio, e de trpmcl, que é regulado
negativamente. Ao compararmos celulose e xilose, percebemos que a expressao dos
genes que codificam YVC1 é semelhante sem a suplementacao de calcio. ja o gene que
codifica PMC1 é muito mais expresso em xilose (0,0027 em celulose e 0,9764 em xilose).

5.4. Andlise do crescimento das linhagens mutantes

Para avaliar os efeitos da auséncia dos genes deletados no crescimento das
linhagens mutantes, foram realizados experimentos em placas de Petri e microplacas de
96 pocos.

Em placas de Petri, foram realizados crescimentos nos meio MM, MA e MEX por
3 ou 5 dias, com as fontes de carbono glicose, CMC, xilose ou xilitol e com ou sem a
suplementacéo de CaCl: (Figura 9). Assim, foi observado que as linhagens mutantes tém
o crescimento reduzido em 1% CMC, sendo Atryvc2 e Atryvc3 em 3 dias (Figura 9.A) e
todas as linhagens em estudo no periodo de 5 dias (Figura 9.B). Também foi observado
que as linhagens Atryvcl, Atryvc3 e Atrpmcl apresentaram maior resisténcia ao
crescimento em glicose com Congo Red (CR) (Figura 9.D), sendo que este efeito ocorre
por causa da adicdo do CR e nao devido a fonte de carbono, pois em glicose, ndo existem
diferencas significativas de crescimento entre as linhagens analisadas (Figura 9.C).
Observamos também que no meio MEX, com a suplementacao de calcio, ndo existem
diferencas significativas no crescimento, tanto em 10 mM (Figura 9E) como em 200 mM
de CaCl:> (Figura 9.F). Em xilose (Figura 9.G) e xilitol (Figura 9.H), também né&o

observamos diferencas.
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Figura 9. Crescimento em placa para andlise das linhagens mutantes. A) 1% CMC em MA por 3
dias. B) 1% CMC em MA por 5 dias. C) 2% Glicose em MA por 3 dias. D) 2% Glicose + CR em
MA por 3 dias. E) 2% Glicose + 10 mM CaCl, em MEX por 3 dias. F) 2% Glicose + 200 mM CaCl,
em MEX por 3 dias. G) 25 mM Xilose em MM por 5 dias. H) 25 mM Xilitol em MA por 5 dias. Ns
= ndo significativo. * = p-valor < 0.05, ** = p-valor < 0.01 e *** = p-valor < 0.001 para o test t de
Student.



Em microplacas, foram realizados crescimentos em meio MM por um periodo de
96 horas, com as fontes de carbono celobiose, galactose, glicerol, glicose, lactose,
maltose, manose e xilose (Figura 11). Foi possivel observar que na presenca da maioria
das fontes de carbono testadas, as linhagens parental e mutante possuem padrdes de
crescimento semelhantes, com excecdo da galactose e xilose, em que 0s mutantes
apresentaram um crescimento significativamente superior (ANOVA de duas vias, seguida
do teste de Tukey para multiplas comparacdes — p-valor < 0,001), resultado diferente do
crescimento em placa, em que nao foram identificadas diferengas estatisticamente
significativas para xilose. Para verificar se a diferenca realmente ocorre nesta fonte de
carbono, mais um cultivo foi realizado. Desta vez, em meio MA liquido com 25 mM de
xilose em frascos que foram incubados em 30 °C durante diferentes periodos. Conforme
a Figura 10, de fato observamos uma grande diferenca entre o crescimento da linhagem
parental e as linhagens mutantes. Desta forma, é possivel que a via de sinalizacdo
dependente de calcio esteja envolvida no metabolismo de xilose.

Ainda em microplacas, nas mesmas condi¢gdes, foram realizados crescimentos
com diferentes concentracdes de calcio, com o objetivo de avaliar os efeitos das proteinas
em estudo na tolerancia deste metal. Entretanto, como observado na Figura 12, néo
foram detectadas diferencas estatisticamente significativas, o que indica que o transporte

do célcio para os vacuolos nao interfere na tolerancia de T. reesei ao CaClz.
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Figura 10. Crescimento em meio MA liquido com a adi¢cdo de 25 mM de xilose.
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Figura 11. Perfil de crescimento em microplaca das linhagens parental e mutantes na presenca

das fontes de carbono celobiose, galactose, glicerol, glicose, lactose, maltose, manose e xilose.



0mM 2,7 mM
15
£ Eq2
B3 2
™~ 1.0 r~
8 o
e 2 os
«0 «
Qo r-1
S S
Q os o
«n
2 2 04
< <
0.0 0.04
0 24 48 72 % o 24 48 72 96
Horas Horas
5mM 10 mM
E12 E 12
(=] (=]
n n
~ ~
8 8
2 o0s 2 o3
«Q (0
a -]
™~ =
2 3
o 0.4 0 0.4
< <
0.0 . . y 0.04 . , .
0 24 48 72 9 0 24 48 72 96
Horas Horas
15 mM 50 mM
E 1.2 E 1,24
o (=]
n w
~ ~
8 8
208 2 os
«Q «g
2 -
A [
] &
a 0.4 o 0.4
< <
0.0 0.0+
24 a8 72 96 0 24 43 72 96
Horas Horas
100 mM 150 mM
E12 E 42
Qo Qo
n wn
~ ~
o 8
2 o8 2 os
«Q «g
a |
3 S
@ @
a 0.4 0 0.4
< <
0.0 0.0
0 24 43 72 9
Horas Horas
@ Parental Atryve! o Atryve2  ofgm Atryve3 =\= Atrpmct

Figura 12. Perfil de crescimento em microplaca das linhagens parental e mutantes na presenca

de diferentes concentragdes de CaCl,: 0; 2,7; 5; 10; 15; 50; 100 e 150 mM.



5.5. Expresséao génica de celulases, hemicelulases e componentes da via

de sinalizacdo dependente de calcio

Para avaliar o papel das proteinas em estudo na expressdo génica de celulases,
hemicelulases e componentes da via de sinalizacdo dependente de calcio, foram
realizados cultivos iniciais em glicose, celulose e bagaco de cana-de-acucar, sendo os
cultivos em celulose e bagaco de cana-de-agucar precedidos por 24h de crescimento em
glicerol para a formacao de biomassa.

Nos cultivos em celulose (Figura 13), observamos a regulacao negativa dos genes
cel7a e cel6a, que codificam CBHI e CHII, respectivamente, em todas as linhagens
mutantes, principalmente em Atryvcl, Atryvc2 e Atryve3 em 24h, quando comparados
com a linhagem parental. J& em 48h e 72h, estes valores se aproximam da linhagem
parental em Atryvcl. Esta regulacéo negativa também é observada para cel7b (EG1) em
48h para tryvc2, Atryvc3 e Atrpmcl e para cel3a (BGL1) em 24h para Atryvcl, Atryvc2 e
Atrpmcl. Estes resultados estdo em concordancia com a regulacdo negativa de xyrl em
Atryvcl, Atryve2 e Atrpmcl em 24h, assim como a regulacao positiva de crel nas mesmas
linhagens mutantes em 24h, indicando uma possivel funcéo destes genes na regulacao
positiva de xyrl ou negativa de crel. Sobre crz1, observamos que a sua indugao ocorreu
de forma antecipada, em 24h, em todas as linhagens mutantes em relacéo a linhagem
parental.

Nos cultivos em bagaco de cana-de-acUcar (Figura 14) também observamos a
regulacao negativa das celulases em relacdo a linhagem parental, embora de forma mais
suave. Nesta condicao, apenas Atryvc2 apresenta regulacao positiva de crel em 24h, o
gue pode ter resultados nos baixos niveis de cel6a e cel7b em 48h. Além do efeito em
crel, xyrl foi regulado negativamente nas linhagens Atryvcl, Atryvc2 e Atrpmcl em 24h,
assim como crz1 em Atryvc2, Atryvc3 e Atrpmcl no mesmo periodo.

Em glicose (Figura 15), xyrl estava reprimido nas linhagens mutantes em 24h,
mas induzido em 48h. Além disso, foi possivel observar crel induzido em relacdo a
linhagem parental (exceto em Atryvc3 em 24h), indicando que a delecédo das proteinas
em estudo nao altera a CCR que ocorre nesta fonte de carbono.
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Figura 13. Expressdo génica de fatores de transcricdo e celulases durante cultivo em celulose
com pré-crescimento em glicerol. Os p-valores estéo representados por: * < 0.03; ** < 0.002 e ***
< 0,001, em relacéo a linhagem parental. A andlise estatistica realizada foi o ANOVA de duas

vias seguido do teste de multiplas comparacdes de Tukey.
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Figura 14. Expresséo génica de fatores de transcrigéo e celulases durante cultivo em bagago de
cana-de-acUcar com pré-crescimento em glicerol. Os p-valores estao representados por: * < 0.03;
** < 0.002 e ** < 0,001, em relacédo a linhagem parental. A andlise estatistica realizada foi o

ANOVA de duas vias seguido do teste de multiplas comparacdes de Tukey.
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Figura 15. Expressdo génica de fatores de transcricdo durante cultivo em glicose. Letras
diferentes indicam diferencas significativas (p-valor < 0.03) em relagdo a linhagem parental. A
analise estatistica realizada foi 0 ANOVA de duas vias seguido do teste de multiplas comparacées

de Tukey.



Outras analises de expresséao foram realizadas, desta vez a partir de cultivos feitos
diretamente em celulose, sem pré-crescimento, e também de cultivos em xilose.

Em celulose, observamos um grande aumento na expresséao de cel7a, cel6a, cel7b
e cel3a quando realizada a suplementacdo do meio com 10 mM de CaCl2. Para cel7a, a
expressdo na linhagem parental € cerca de 5, 124, 285 e 457 vezes maior do que nas
linhagens Atryvcl, Atryvc2, Atryvc3 e Atrpmcl, respectivamente, sendo que este mesmo
perfil de diferenga se repete para as outras celulases analisadas.

Ao verificar a expressao dos fatores de transcri¢cao xyrl, crz1, ace3, hacla e crel,
€ possivel observar diferencas estatisticamente significativas apenas para xyrl e hacla
na linhagem parental suplementada com CaCl2, em relacdo ao controle, sem
suplementacdo, o que é condizente com o aumento de expressao detectado nas
celulases. J& nas linhagens mutantes, este aumento em xyrl ndo ocorreu, e para hacla,
ele foi observado apenas nas linhagens Atryvcl e Atryvc2, mas ainda em grau menor do
gue na linhagem parental. Adicionalmente, foi observado um aumento na expresséo de
crzl e crel em Atryvcl quando realizada a suplementacdo com CaClz e uma diminuigéo
na expressao de crzl em Atryvc2 e Atryvc3.

Ao analisar a expressdo dos componentes da via de sinalizacdo dependente de
calcio, calmodulina (cam) e calcineurina (cnal), foi possivel observar o aumento da
expressdo de cam na linhagem parental e em Atryvc2 e a diminuicdo da expresséo do
mesmo gene em Atryvc3, ambos com a adi¢ao de célcio, assim como a regulacao positiva
de cnal em Atryvcl, Atrpmcl.
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Figura 16. Expressao génica de celulases durante cultivo direto em meio MA com 1% de celulose

por 24h. Os p-valores estédo representados por: * < 0.05; ** < 0.01 e *** < 0,001, em relacao a

condigdo 0 mM CaCl; (teste t de Student).
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Em xilose, onde observamos que as linhagens mutantes cresceram mais que a
linhagem parental (Figura 10), observamos que a expresséo de cam e cnal foi menor na
linhagem parental do que em Atryvcl, Atryvc2 e Atrpmcl. J& em relagdo ao fator de
transcricdo crz1, ndo houve diferenca. Quando o meio foi suplementado com calcio, a
expressdo de cam e chal aumentou na linhagem parental, apesar da expressao de crzl

apresentar uma reducéao (Figura 18).
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Figura 18. Expresséo génica de componentes da via de sinalizacdo mediada por célcio durante
cultivo direto em meio MA com 25 mM de xilose por 48h. Os p-valores estéo representados por:
* < 0.05; * < 0.01 e ** < 0,001, em relacao a condicao 0 mM CacCl, (teste t de Student).

Ao analisar a expressédo dos genes que codificam enzimas do metabolismo de
xilose (Figura 19), observamos que sem a suplementagdo com calcio, xyll e Ixr3 sao
mais expressos na linhagem parental do que nas linhagens mutantes. Além disso, xkI1 é
mais expresso em Atryvc2 do que nas demais linhagens em estudo. Ja com a adi¢ao de
10 mM de CaClz, observamos a regulacéo negativa de xyll e positiva de ladl e Ixr3 na
linhagem parental, quando comparada com a mesma linhagem, sem a adi¢gao do metal.
Este mesmo perfil é observado em Atryvc3 e Atrpmcl para xyl1.

Por fim, foi analisada a expresséo de genes relacionados a producao do pigmento
amarelo, um sorbicilinoide, produzido por T. reesei. Tanto os fatores de transcri¢cao yprl
e ypr2, como o gene sorl, envolvido em sua producao, estdo reprimidos nas linhagens
mutantes. Com a adicdo de calcio no meio, a expressao destes genes é reduzida e o

mesmo efeito é observado nas linhagens mutantes.
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Figura 19. Expressao génica de componentes do metabolismo de xilose durante cultivo direto

em meio MA com 25 mM de xilose por 48h. Os p-valores estdo representados por: * < 0.05; ** <
0.01 e *** < 0,001, em relacdo a condicao 0 mM CacCl; (teste t de Student).
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5.6. Atividade enzimatica nas linhagens mutantes

Com o objetivo de avaliar os efeitos da delecao dos genes que codificam proteinas
vacuolares transportadoras de célcio na producdo de celulases e hemicelulases, a
linhagem parental e as linhagens mutantes foram cultivadas em meio MA com 1%
celulose com e sem a suplementacédo de 10 mM de CaClz. Como ilustrado na Figura 21,
houve um aumento da producéo de proteinas extracelulares na linhagem parental e em
Atryvcl quando o meio foi suplementado com calcio. J& nas outras linhagens em estudo,

nao houveram diferengas estatisticamente significativas.
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Figura 21. Concentracdo de proteinas no sobrenadante de T. reesei cultivado em meio MA com
1% celulose por 24h. Os p-valores estéo representados por: * < 0.05; ** < 0.01 e *** < 0,001, em

relacéo a condicdo 0 mM CacCl; (teste t de Student).

Ao avaliar a atividade de CMCase (endoglucanases) (Figura 22), observamos que
houve um aumento na linhagem parental em todos os tempos analisados: 24, 48, 72 e
96h. Este aumento nao foi observado nas linhagens mutantes, o que esta em

concordancia com o observado nos dados de expressédo génica (Figura 16).
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Figura 22. Atividade de CMCase. Linhagens de T. reesei foram cultivadas por a) 24, b) 48, ¢) 72

e d) 96h com ou sem a suplementacdo de CaCl, (*p < 0.05, *p<0.01, **p<0.001 Teste t de

Student).

Também foram avaliadas as atividades de FPase (celulase total), B-glicosidase, 3-

xilosidase e xilanase (Figura 23). Comparando a condicdo com a suplementacdo de

calcio com a condicdo sem suplementacéo, para FPase, foi observada uma reducéo na

linhagem parental e nos mutantes Atryvcl e Atryvc2. Para B-glicosidase, o aumento da

atividade em Atryvc2, Atryvc3 e Atrpmcl. Para B-xilosidase, uma reducao na linhagem

parental e em Atryvcl e para xilanase, o aumento em Atryvc2 e a redugcédo em Atryvcl,

Atryvc3 e Atrpmcl.
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Figura 23. Atividade de FPase, B-glicosidase, B-xilosidase e xilanase. Linhagens de T. reesei
foram cultivadas 24h com ou sem a suplementagéo de CacCl, (*p < 0.05, **p<0.01, **p<0.001

Teste t de Student).

5.7. Microscopia

Para melhor entender os efeitos observados nas linhagens mutantes sem as
proteinas vacuolares transportadoras de célcio, o calcio intracelular foi marcado por meio
do Fluo-4/AM, em cultivos com meio MA adicionado de 25 mM de xilose e 10 mM de
CaCl2. Como observado na Figura 24, o calcio aparece mais distribuido na linhagem
parental, sem pontos fortes indicando maior concentragao, como nas linhagens mutantes.
E possivel que nestas linhagens, o célcio esteja acumulado nos vactolos, ja que

proteinas que atuam no seu transporte foram deletadas.
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Figura 24. Microscopia confocal de T.

foi marcado por meio do Fluo-4/AM.

reesei em meio MA + 25 mM xilose. O célcio intracelular



Como foi observado que as linhagens mutantes Atryvcl, Atryvc3 e Atrpmcl séo
mais resistentes ao estresse de parede provocado pelo CR do que a linhagem parental,
a espessura da parede das linhagens em estudo foi obtida e calculada com o auxilio da
marcacgao calcofluor white (CFW). Desta forma, foi possivel observar que houve um
espessamento da parede em todas as linhagens mutantes quando calcio foi adicionado,
entretanto, sem calcio, apenas as linhagens Atryvcl e Atryvc3 foram detectadas como

mais espessas do que na linhagem parental (Figura 25 e Figura 26).
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Figura 25. Espessura da parede celular de T. reesei em meio MA com 25 mM de xilose
com e sem a adicdo de 10 mM de CaCl..
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Figura 26. Microscopia confocal de T. reesei em meio MEX tratado com CFW.
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6. DISCUSSAO

Trichoderma reesei € um dos fungos filamentosos mais estudados para a
produgcdo de celulases e hemicelulases. Neste trabalho, identificamos genes que
possivelmente codificam proteinas vacuolares envolvidas no transporte de célcio,
analisamos os seus perfis de expressdo em diversos dados de RNA-Seq obtidos pelo
grupo e entao construimos linhagens mutantes com a delecao dos genes 55731, 56440,
74057 e 58952, que foram denominadas de Atryvcl, Atryvc2, Atryvc3 e Atrpmcl,
respectivamente. O fenoétipo destas linhagens foi analisado, assim como a atividade de
suas enzimas celuloliticas, a expressdo de genes relacionados a degradacdo da
biomassa lignocelulésica. Por fim, ensaios de microscopia foram realizados para
confirmar a localizagdo do calcio no interior das células de T. reesei nas linhagens
parental e mutante.

Por meio de anélises de bioinformatica, foram identificadas 5 possiveis YVC1, 7
possiveis VCX1 e 21 possiveis PMC1, apesar de que apenas 10 foram anotadas como
proteinas que transportam calcio, sendo as outras provaveis proteinas transportadoras
de fosfolipideos ou outros metais. Além disso, foram identificadas proteinas dos tipos
SERCA (sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca?*-ATPase) e PMCA (plasma membrane
Ca?*-ATPase), isso porque proteinas presentes em outros compartimentos celulares
podem ser semelhantes as proteinas de transporte vacuolar (TISI et al., 2016) e por isso
também foram detectadas durante as analises deste trabalho. Adicionalmente, estas
proteinas podem estar localizadas tanto nha membrana plasmatica como nos vacuolos,
como é o caso das Ca?*-ATPases NCA-2 e NCA-3 de N. crassa (BOWMAN et al., 2011b).
Semelhante aos dados obtidos neste trabalho, na analise realizada por (SCHMOLL et al.,
2016a), foram identificados trés canais ionicos, 10 ATPases e 10 transportadores de
calcio relacionados ao transporte de calcio em T. reesei. Em Colletotrichum graminicola,
guatro proteinas homélogas a YVC1 foram identificadas (LANGE et al., 2016b), enquanto
em Aspergillus fumigatus, trés homaologos de PMC1 e quatro homologos de VCX1 foram
identificados (DINAMARCO et al., 2012b). Em Beauveria bassiana, trés homologos de
PMC1 foram identificados (WANG et al., 2017b).



Ao analisarmos os perfis de expressao das proteinas identificadas nos dados de
RNA-Seq obtidos pelo grupo (ANTONIETO et al., 2019; CASTRO et al., 2014; DE PAULA
et al., 2018a; DOS SANTOS CASTRO et al., 2014; SILVA et al., 2023), observamos que
0s niveis de expressao sdo diferentes inclusive entre as linhagens geralmente utilizadas
como parentais em estudos funcionais (Figura 3, Figura 4 e Figura 5): QM6a, QM9414 e
TU6 (PETERSON; NEVALAINEN, 2012), indicando que as mutacfes presentes nestas
linhagens, que resultam em uma maior producéo de celulases, podem estar envolvidas
na via de sinalizacdo mediada por calcio. Ainda, foi possivel observar que a expressao
dos genes em estudo pode ser regulada pelos fatores de transcricdo XYR1, CRELl e
AZF1, assim como pode estar envolvida com a via de sinalizacdo MAPK (mitogen-
activated protein kinase), ja que estas proteinas também foram diferencialmente
expressas nestas analises. Em concordancia com estes dados, foi demonstrado que a
calmodulina, um importante componente da via de sinaliza¢cdo mediada por calcio, se liga
a uma proteina integral de membrana ativando a via de sinalizacdo MAPK em Candida
albicans (DAVIS; ZUCCHI; KUMAMOTO, 2013). Além disso, em B. bassiana, foi
demonstrado que a inativacao de Slt2/Mpk1 reprimiu a atividade fosfatase da calcineurina
(HUANG et al., 2015).

A fonte de carbono também pode influenciar na expressdo das proteinas em
estudo, por exemplo, em S. cerevisiae (GROPPI et al., 2011) foi demonstrado que a
adicdo de glicose provoca a entrada de calcio para o interior da célula e que este
processo pode estar relacionado ao canal vacuolar YVC1, ja que sua delecdo resultou
em uma linhagem em que esta resposta foi atenuada.

A partir destes dados, as proteinas de JGI ID 55731, 56440, 74057 e 58952 foram
selecionadas para obtencéo de linhagens mutantes com a delecéo de seus respectivos
genes, para que fosse possivel compreender melhor a via de sinalizagdo dependente de
calcio. Estas proteinas foram nomeadas TrYVC1, TrYVC2, TrYVC3 e TrPMC],
respectivamente. As analises de crescimento destas linhagens demonstraram que elas
apresentam crescimento reduzido em CMC, mas crescimento aumentado em xilose, CR
e galactose (Figura 9, Figura 10, Figura 11), quando comparadas com a linhagem

parental. Além disso, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas nos



crescimentos em diferentes concentracdes de calcio e outras fontes de carbono (Figura
12).

Proteinas vacuolares transportadoras de célcio homoélogas as investigadas neste
estudo ja foram funcionalmente caracterizadas em outros fungos. YVC1 é um canal de
calcio que pode ser ativado por este metal ou também outros metais como 0 manganés,
magneésio e zinco (TISI et al., 2016), promovendo entdo a saida de calcio dos vacuolos.
Em C. albicans, YVCL1 esta localizado nos vacuolos e a delecdo de yvcl afetou a resposta
ao estresse, a patogénese e a morfogénese. Além disso, a estrutura Spitzenkorper,
localizada nas extremidades das hifas e essencial para o crescimento destas, nao foi
encontrado nesta linhagem mutante, indicando a importancia de YVC1l para o
crescimento polarizado (YU et al.,, 2014b). Em S. cerevisiae, ndo foram encontradas
diferengas fenotipicas na linhagem com a auséncia de YVC1, exceto o aumento da
resisténcia ao estresse oxidativo (POPA et al.,, 2010). Em A. fumigatus, YVC1 foi
localizado nos vacuolos e foi demonstrado que a delecdo do gene correspondente esta
envolvida na diminuigéo da formagé&o de biofilme e na viruléncia do fungo (DE CASTRO
et al., 2014b).

Sobre PMC1, os genes correspondentes as suas trés proteinas homdélogas
(PmcA, PmcB e PmcC) em A. fumigatus foram alvo de delecdo, entretanto, foi
demonstrado que a auséncia de PmcC é letal. Nas linhagens sem pmcA e pmcB, o
crescimento foi reduzido quando o meio foi suplementado com calcio, mas aumentado
com a adi¢cdo de manganés. Adicionalmente, foi demonstrado que PmcA é essencial para
a viruléncia do fungo. Em B. bassiana, trés homologos também foram estudados, ApmcA,
ApmcB e ApmcC, sendo os fendtipos destas linhagens bem distintos, ja que pmcC
essencial para a sobrevivéncia do fungo, pmcA cresce normalmente e pmcB tem o
crescimento reduzido em condi¢des normais (WANG et al., 2017b). Em S. cerevisiae, a
delecdo de PMC1 impossibilita a levedura de crescer em ambientes ricos em calcio
(CUNNINGHAM; FINK, 1994b).

Estes dados mostram que o fenétipo das linhagens com a auséncia de YVC1 sao
diversos. Enquanto algumas caracteristicas sédo semelhantes entre T. reesei e outros
fungos, como a auséncia de alteracéo no crescimento com diferentes concentracdes de

calcio; até o momento, ndo foram encontrados estudos relacionando as proteinas YVC1



e PMC1 ao crescimento em xilose, galactose e CMC, como os encontrados em T. reesei
neste trabalho.

Foi observado que a expresséao de celulases, assim como a atividade de CMCase
é altamente induzida quando realizada a suplementacdo do meio de cultivo com calcio.
Este efeito ja foi demonstrado em T. reesei (CHEN et al., 2016b), mas na linhagem
parental RUT-C30. Neste trabalho a Ilinhagem parental utilizada foi a
QM6aAtmus53Apyr4. Esta linhagem possui a expressao e produgéo de celulases menor,
quando comparada a RUT-C30, o que ocorre devido a diferencas genéticas
(PETERSON; NEVALAINEN, 2012). Entretanto, apesar destas diferencas, o mesmo
padrdo de aumento foi observado. Adicionalmente, neste trabalho, foi demostrado que
este aumento provocado pela adicdo de célcio ndo ocorre nas linhagens mutantes com
a auséncia de YVC1 ou PMC1, o que indica que a entrada e saida de célcio dos vacuolos
€ essencial para a inducao da expressao de celulases em T. reesei.

O aumento da producdo de celulases também esta relacionado com os metais
manganés (CHEN et al., 2018a), estroncio (LI et al., 2022) e zinco (LI et al., 2023), sendo
este efeito relacionado a via de sinalizacdo dependente de calcio. Estes estudos
demonstraram que este processo esté relacionado a ATPase do tipo P, ao transportador
TPMR1, a PLC-E, ao cAMP e ao fator de transcricdo CRZ1. No presente estudo, foi
demonstrado que as proteinas YVC1 e PMC1 também atuam na producao de celulases
por meio da via de sinalizacdo dependente de calcio.

Por meio da deteccao dos transcritos de yprl, ypr2 e sorl, envolvidos na producéo
do pigmento amarelo de T. reesei, um sorbicilinoide, foi observado que nas linhagens
mutantes seus niveis se encontraram menores, indicando que as proteinas vacuolares
transportadoras de célcio sdo importantes para a producdo deste metabdlito secundario.
Estes dados estéo de acordo com as encontradas em um estudo realizado em Penicillium
oxalicum, onde demonstraram que PoCrz1 regula o metabolismo secundario, ja que cinco
clusters foram regulados negativamente na linhagem mutante, com a auséncia deste
fator de transcricdo (YANG et al., 2022).

Por meio de microscopia confocal, foi demonstrado que a parede de T. reesei se
encontra mais espessa nas linhagens mutantes, isto pode explicar o aumento da

resisténcia destas linhagens ao estresse de parede provocado pelo CR. Em Aspergillus



nidulans, foi demonstrado que a delecdo de CchA e MidA tornou as linhagens mutantes
mais resistentes ao estresse causado por CR e CFW, o que este efeito ocorre devido a
mudanga na composicao da parede celular do fungo (WANG et al., 2012).

Por fim, é possivel que os efeitos observados ocorram devido a retengéo do célcio
no interior dos vacuolos, como demonstrado por meio de microscopia confocal (Figura
24). Apesar do calcio nao ter sido detectado em meio contendo celulose, é possivel que
esta retencao prejudique a sinalizagdo dependente de calcio, que ja foi demonstrada ser
importante para a inducéo de celulases (CHEN et al., 2018a). Curiosamente, as linhagens
mutantes apresentaram um crescimento aumentado em xilose, quando comparadas com
a linhagem parental. Entretanto, ao analisar a expressdo dos genes envolvidos no
metabolismo de xilose, ndo observamos aumento nas linhagens mutantes, exceto em
Atryvc2, sem a suplementacéo de célcio, o que abre a possibilidade de novos estudos,

pois é possivel que outros fatores estejam envolvidos neste processo.
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7. CONCLUSAO

O genoma de T. reesei possui 33 genes que possivelmente codificam proteinas
vacuolares envolvidas no transporte de célcio. Estas 33 proteinas possuem perfis
de expresséo diferentes entre as linhagens parentais QM9414, QM6a e TU6,
indicando que as diferencas genéticas entre estas linhagens, como o aumento da
produgcdo de celulases, podem estar relacionado com a via de sinalizag&o

dependente de calcio.

O gene tryvc3 € 0 mais expresso dentre os genes estudados homélogos a yvcl
de S. cerevisiae. Ja o gene trpmcl é regulado negativamente em celulose e xilose
quando é realizada a suplementacdo com CaClz, 0 que sugere maior importancia
de tryvc3 nestas condicfes e a existéncia de um gene homélogo a trpmcl que

atua em T. reesei quando o meio € suplementado com célcio.

As linhagens mutantes com a delecdo de tryvcl, tryvc2, tryvc3 e trpmcl
apresentam o crescimento reduzido em CMC, quando comparadas com a
linhagem parental. Ja as linhagens mutantes com a delecédo de tryvcl, tryvc3 e
trpmcl sdo mais resistentes ao Congo Red, quando comparadas com a linhagem
parental. Todas as linhagens mutantes deste trabalho cresceram mais do que a
linhagem parental em galactose e principalmente xilose, indicando o papel destes
genes na producao de celulases, resisténcia ao estresse de parede e metabolismo

de xilose.

Em celulose, com pré-crescimento em glicerol, xyrl esta regulado negativamente
e crel estd regulado positivamente em Atryvcl, Atryvc2 e Atrpmcl.
Adicionalmente, cel7a e cel3a estédo regulados negativamente nestas linhagens,

indicando um possivel papel destes genes na regulacéo de celulases.



Sem o pré-crescimento, ha uma diferenca que varia entre 5 e mais 400 vezes na
expressdo de celulases entre a linhagem parental e as linhagens mutantes,
quando o célcio € suplementado no meio de cultivo. Este aumento é

acompanhando do aumento na expressao de xyrl e hacla.

Em xilose, a expressao de cam e cnal € menor na linhagem parental do que nas
linhagens mutantes Atryvcl, Atryvc2 e Atrpmcl, o que pode estar relacionado com

0 maior crescimento das linhagens mutantes.

A producao do pigmento amarelo é prejudica nas linhagens com a auséncia das
proteinas vacuolares transportadoras de calcio. Esta diminuicdo pode estar

associada a repressao de yprl, ypr2 e sorl.

E possivel que nas linhagens mutantes, o célcio esteja acumulado no interior dos

vacuolos, o que resulta nos efeitos observados.

A parede celular de T. reesei € mais espessa nas linhagens mutantes quando o
calcio é suplementado ao meio, o que explica a maior resisténcia ao estresse de

parede.
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