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CLONAGEM DO GENE DA ALFA-GALACTOSIDASE DO FUNGO Penicillium griseoroseum 
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Alfa-galactosidases catalisam hidrólise de alfa-D-galactosídeos naturais e sintéticos e moléculas complexas como oligo e polissacarídeos. Uma aplicação da alfa-galactosidase é o uso na hidrólise de oligossacarídeos em produtos de soja, convertendo-os em açúcares digeríveis moderando a flatulência. Assim, é necessária a produção dessa enzima em larga escala para utilização em processos industriais. Uma alternativa seria a clonagem do gene da alfa-galactosidase em microrganismo com status GRAS e posterior super expressão. O trabalho tem como objetivo a clonagem do gene de alfa-galactosidase de Penicillium griseoroseum Pg/644 em levedura, já que essa enzima foi eficiente na hidrólise de oligossacarídeos. A partir de análises de alinhamento de seqüências de genes de alfa-galactosidases de fungos do gênero Penicillium foram identificadas três regiões com alta similaridade, que foram utilizadas como molde para o desenho de primers para amplificação de fragmentos do gene. O DNA total do fungo P. griseoroseum foi extraído e purificado, servindo como molde nas reações de PCR, utilizando os primers desenhados. Após clonagem e seqüenciamento dos fragmentos amplificados, foi observado que as seqüências apresentaram similaridade com proteínas fúngicas não identificadas. Assim, novos primers foram desenhados baseando-se nas mesmas regiões conservadas do cDNA dos fungos do gênero Penicillium. O fungo foi novamente cultivado e o DNA extraído para proceder às amplificações de fragmentos do gene. Após reações de PCR, utilizando diferentes combinações dos primers, não foi constatada amplificação de fragmentos de tamanho esperado. Com o objetivo de construção de uma sonda heteróloga, o DNA do fungo P. purpurogenum e diferentes combinações de primers foram utilizados nas posteriores reações de PCR. Foi obtido um fragmento de tamanho esperado e encaminhado para seqüenciamento. (CNPq) 

