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1. INTRODUCAO

A biomassa vegetal pode ser uma fonte de energia e materiais Uteis para a
humanidade, sendo a celulose o biopolimero mais abundante (Lynd et al., 2002).
Uma das etapas necessarias para a fermentacdo da celulose em combustiveis ou
produtos de interesse biotecnolégivo € a sua hidrélise. Varios microrganismos sao
capazes de hidrolisar a celulose em unidades de glicose, pois produzem um
conjunto de enzimas conhecido como sistema celulolitico. O sistema celulolitico &
composto de: (i) endoglucanases (EG) que clivam as cadeias de celulose em sitios
internos, (ii) celobiohidrolases ou exoglucanases (CBH) que atuam nas
extremidades das cadeias de celulose liberando glicose ou celobiose e (iii) beta-
glicosidases (BGL) que produzem mondmeros de glicose a partir de celobiose
(GILKES et al.,, 1991). As enzimas do sistema celulolitico (celulases) podem ser
empregadas na industria de alimentos, cerveja, vinho, racdo animal, téxtil, papel e
celulose e na sacarificacdo da biomassa dos residuos agroindustriais (Bhat, 2000).
Esses residuos representam uma fonte renovavel de energia, que deve ser melhor
aproveitada, principalmente pelo Brasil, por ser um pais que tem na agricultura e
extracdo nativa uma grande fonte de capital (Reyes et al., 1998).

O fungo Humicola grisea var. thermoidea apresenta um eficiente sistema
celulolitico composto de EGs, CBHs e BGL termoestaveis. Recentemente foram
clonados e caracterizados dois genes de CBHs do fungo H. grisea: cbhl.1 (Azevedo
et al., 1990) e cbhl1l.2 (Pocas-Fonseca et al.,, 1997). O gene cbhl.2 codifica uma
proteina de 451 aminoacidos com massa molecular de 49.6 kDa, pl de 5.27 e que
representa a principal proteina secretada pelo fungo sob o cultivo em substratos
lignocelulésicos (de Paula et al., 2003). A proteina CBH1.2 predita apresenta alta
similaridade com CBHIs fungicas da familia 7 das glicosil hidrolases
(http://afmb.cnrs-mrs.frICAZY/). As CBHs apresentam dois dominios: o dominio
catalitico e o dominio de ligacdo a celulose (CBD) ligados por uma sequéncias rica
em serina e prolina (Gilkes et al., 1991), ja a enzima CBH1.2 ndo possui um CBD,
diferentemente das demais celulases.

Os genes que codificam as celulases de diferentes microrganismos tém sido
clonados e expressos em varios organismos hospedeiros (fungos e bactérias), com
vistas a producdo, caracterizacdo e aplicacdo de celulases recombinantes com em
diferentes processos biotecnoldgicos. Os genes que codificam as celobiohidrolases




tém sido expressos em leveduras como: Saccharomyces cerevisiae e Pichia
pastoris.

A levedura metilotrofica P. pastoris apresenta vantagens como: processo
fermentativo bem estabelecido e economicamente viavel, metodologia de
manipulacdo genética bem estabelecida, expressao de proteinas heterélogas sob o
controle de promotores fortes e induziveis (Cregg et al.,1993) e producdo de
proteinas heterdlogas em grande quantidade. Outra caracteristica importante da
levedura P. pastoris € o seu perfil de glicosilacdo que € compativel com o de
proteinas eucaritdticas. Nas leveduras metilotréficas, o metanol € inicialmente
oxidado nos peroxissomas pela acdo das enzimas alcool oxidase, catalase e
dihidroxiacetona sintase. Durante o crescimento de P. pastoris em metanol, a
enzima alcool oxidase (AO) constitui a proteina mais abundante da célula chegando
a representar 30% das proteinas celulares totais (Couderc & Baratti, 1980). A
expressdo da AO é induzida na presenca de metanol e reprimida na presenca de
glicose ou glicerol. A enzima AO é codificada pelos genes AOX1 e AOX2, o promotor
de AOX1 tem sido utilizado no vetor de expressédo em P. pastoris, pHILD2.

O presente trabalho tem como objetivo realizar a expressdo heterdloga do
gene cbhl.2 de Humicola grisea na levedura P. pastoris para a posterior
caracterizacdo enzimatica e estudo da aplicacdo da enzima em processos
biotecnolégicos. Para a expressao em P. pastoris, o0 cDNA do gene cbhl.2 ser4
clonado no vetor pHILD2 e expresso sob o controle do promotor do gene da alcool
oxidase (AOX1).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Microrganismos e Vetores
Os experimentos serdo conduzidos com a linhagem de P. pastoris (GS115) e
o vetor de expresséao pHILD2 (Invitrogen).

2.2. Amplificagdo do cDNA de cbhl1.2 por PCR

O cDNA de cbh1.2 clonado no vetor PGEM-T-Easy (PCD9.5) (Pocas-Fonseca
et al., 2002) foi amplificado por PCR utilizando os “primers” de expressao 1.2CDF3 e
1.2CDR3 e clonado no vetor pPGEM-T (pGEM-cbh1.2).

2.3. Clonagem do cDNA de cbh1.2 no vetor de expresséo

O cDNA de cbhl.2 foi obtido ap6s digestdo do vetor pGEM-cbhl.2 com a
enzima EcoRI e posteriormente clonado no vetor pHILD2/EcoRI (pHILd2-cbhl1.2). A
orientacdo da clonagem do cDNA de cbh1.2 no vetor pHILD-2 foi confirmada apos a
andlise do perfil de restricdo de pHILD2-cbh1.2 e sequenciamento.

2.4. Transformacédo de células de P. pastoris
A transformacdo das células de P. pastoris foi realizada por eletroporacéo
segundo instrugdes do fabricante (Invitrogen).

2.5. Andlise dos Transformantes produtores da enzima CBH1.2

Os transformantes serdo cultivados em meio seletivo MD (YNB — sem
aminoacidos - 1,34%, dextrose 1%, biotina 4x10°) por trés repiques e
posteriormente analisados quanto a capacidade de produzir e secretar a enzima
ativa utilizando a metodologia de atividade em placa: as leveduras serédo incubadas




em meio sélido BMG (YNB 1,34%, glicerol 1%, fosfato de potassio 100mM, biotina
4x107) por quatro dias a 30°C, transferidas para o meio BMM sélido (YNB 1,34%,
biotina 4x10™, fosfato de potassio 100mM, 1% metanol) e incubadas por cinco dias a
30°C. A placa contendo as culturas sera sobreposta com uma camada de solucao de
celulose/agarose e incubada por trés horas a 50°C. A revelagcéo sera conduzida com
solucdo de “Congo-Red” 1% durante 10 minutos e lavada em seguida com solugéo
de NaCl (1M). A atividade enzimatica serd visualizada como um halo de hidrdlise ao
redor da cultura.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Amplificagéo do cDNA/cbhl1.2 por PCR e

O cDNA/cbh1.2 foi amplificado por PCR com os “primers” de expressao como
um produto de PCR de 1,4 kb. O produto de PCR foi clonado no vetor pGEM-T
resultano no vetor pGEMT-cbh1.2.

3.2. Clonagem do cDNA/cbh1.2 no vetor pHILD-2

O vetor pPGEMT-cbh1.2 foi digerido com a enzima EcoR-I, o inserto foi eluido
do gel e clonado no vetor de expressdo pHIL-D2 (Figura 1). A insercdo do
cDNA/cbh1.2 no vetor pHILD2-cbh1.2 foi confirmada através de PCR de coldnia com
os “primers” de expressao e com a digestao do vetor pHILD2-cbh1l.2 com a enzima
de restricdo EcoR1, que leva a liberacdo de uma banda de 1,4 kB, que representa o
cDNA/cbh1.2 (Figura 2A). A orientacéo de insercao do cDNA/cbhl1.2 no vetor pHILD-
2 foi confirmada com a anélise do perfil de restricdo do vetor pHILD2/cbhl1.2 com as
enzimas de restricdo Sacl e Hindlll. A digestdo com a enzima Sacl gerou dois
fragmentos: 1,7 Kb e 7,7 Kb, conforme o esperado quando se tem o inserto inserido
de forma correta no vetor de expressao (Figura 2A). A digestdo do vetor
pHILD2/cbh1.2 com a enzima Hind lll obteve-se os seguintes fragmentos: 1,78 Kb e
8,5 Kb (Figura 2B). Dos clones analisados o clone 4 foi escolhido desde que
apresentou a orientacéo correta do cDNA/cbh1.2.

3.3. Transformacéo de células de P. pastoris

Para a transformacédo de células de P. pastoris GS115 com o vetor de
expressao pHILD2/cbhl1.2. O DNA plasmidial do clone 4 foi digerido com a enzima
de restricdo Not I, que cliva o vetor antes do promotor de AOX1 e apdés a regiao
terminadora de AOX1, liberando o cassete de expressdo pHILD2/cbhl.2/Notl.
Posteriormente o0 cassete de expressdao e o vetor pHILD2/cbhl.2 intacto foram
introduzidos em células de P. pastoris por eletroporacdo. Os transformantes foram
selecionados apos cultivo em meio seletivo.




ORF 1 e 2: “open reading
frame” do cDNA/cbh1.2

Figura 1 — Vetor de expressao pHIL-D2/cbhl.2. ORF 1 e 2 (rosa): cDNA/cbhl.2.
AOX1 prom, term e other: regido promotora, terminadora e regido 3'do gene AOX1.
HIS4 marker: gene da marca de selecdo HIS4. Amp prom: gene Amp".

Figura 2 — Fragmentos de DNA em gel de agarose. Perfil de restricdo do vetor
pHILD2/cbh1.2 para a andlise da orientagdo de clonagem do cDNA/cbh1.2 no vetor
pHILD2. A. Clone 4 digerido com as enzimas EcoR-l e Sacl: 1 - marcador 1kb
ladder, 2- clone 4 intacto, 3- clone 4 digerido com EcoR1, 4 — clone 4 digerido com
Sacl. B. Clone 4 digerido com a enzima Hindlll 1 — marcador 1kb ladder, 2 clone 4
intacto, 3 pHIL-D2 digerido com Hindlll, clone 4 digerido com Hindlll.
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