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Resumo

O fungo Neurospora crassa é um organismo amplamente utilizado como organismo
modelo na compreensdo de aspectos fundamentais da biologia dos eucariotos. Nosso
laboratério tem utilizado este fungo para estudar os mecanismos bioquimicos e moleculares
envolvidos na regulacdo do metabolismo do glicogénio. A avaliagdo de uma colecdo de
linhagens mutantes individualmente nocauteadas em genes que codificam fatores de
transcricdo permitiu identificar varias proteinas potencialmente envolvidas na regulacdo do
metabolismo do glicogénio neste organismo modelo. As linhagens mutantes selecionadas
apresentaram alteragdes no perfil de acumulo de glicogénio e expressédo do gene que codifica
a enzima glicogénio sintase (gsn) durante a situacdo de estresse térmico. Entre estas, as
linhagens mutantes nas ORFS NCU03043, NCU01629 e NCU04731, anotadas como proteinas
hipotéticas no banco de dados do genoma do fungo, foram selecionadas para o presente
estudo. Através de analises de Blast, a proteina codificada pela ORF NCU04731 mostrou ser
homodloga ao grupo de fator de transcricdo SREBPs (Sterol Regulatory Element Binding
Protein) de mamiferos, que atuam como principal regulador da sintese de colesterol. Estas
proteinas possuem dominio transmembrana e sdo ativadas apds clivagem. Uma proteina
ortdloga a SREBP (Srel) foi identificada em Schizosaccharomyces pombe, entretanto,
enquanto a habilidade de resposta a esterdis é conservada, as SREBPs de fungo regulam
genes envolvidos na resposta transcricional & hipoxia, sendo necessarias para o crescimento
em baixas concentracdes de oxigénio. A proteina codificada pela ORF NCU03043 mostrou
homologia a proteinas FIbC e FLE1 de fungos, as quais estdo envolvidas na conidiacdo e
desenvolvimento asexual. A linhagem flbC*® de N. crassa apresentou defeitos na progress&o
do ciclo celular e morfologia e a proteina FLBC é necessaria para inducdo da conidia¢édo e para
o crescimento e desenvolvimento normal do fungo. Analise da expressao génica mostraram
gue o gene flbC foi altamente expresso no inicio da germinacdo dos conidios mostrando a
importancia da proteina para o crescimento vegetativo do fungo. Analises in silico revelaram a
existéncia dos motifs de DNA srel e flbC na regido promotora dos genes gsn e gpn. Os genes
gue codificam as proteinas foram clonados e as proteinas recombinantes foram produzidas em
E. coli. A proteina FLBC foi purificada por cromatografia de afinidade e utilizada em ensaios de
ligacdo DNA-proteina utilizando um fragmento de DNA do gene gpn contendo o motif FLBC
descrito em A. nidulans. Resultados preliminares n&o permitiram a identificacdo de complexo
DNA-proteina. O motif de ligagdo para a proteina SRE1 foi analisado usando extrato celular da
linhagem selvagem fracionado em cromatografia de afinidade e um fragmento de DNA do
promotor gsn. Foi verificado que proteinas presentes no extrato foram capazes de se ligar ao

fragmento de DNA. Estes resultados deverdo ser comprovados.

Palavras-chave: Neurospora crassa, proteinas SRE e FLB, expressao génica, shift de DNA,

proteina recombinante.
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Abstract

The fungus Neurospora crassa has been widely used as a model organism for
fundamental aspects of eukaryotic biology. We have been studying the biochemical and
molecular mechanisms involved in glycogen metabolism regulation in this fungus. The
screening of a set of knocked-out strains in genes encoding transcription factors was previously
performed as an attempt to identify transcription factors regulating glycogen metabolism in N.
crassa. Mutant strains presenting changes in glycogen accumulation and glycogen synthase
gene (gsn) expression under normal growth temperature and under heat shock stress were
selected. Among them, the mutant strains in the ORFs NCU03043, NCU01629 and NCU04731,
annotated as hypothetical proteins in the fungus genome database were studied in the present
work. By Blast analysis, the proteins NCU04731 showed homology to a group of mammalian
transcription factors SREBPs (Sterol Regulatory Element Binding Protein), which act as
regulators of cholesterol synthesis and requiring cleavage from the membrane for activation. A
SREBP orthologue was identified in Schizosaccharomyces pombe (Srel), however while the
ability to respond to sterol is conserved, fungal SREBPs regulates genes involved in the
transcriptional response to hypoxia and are required for growth under low-oxygen conditions.
The proteins encoded by the ORF NCUO03043 showed homology to the fungal proteins FIbC
and FLE1 involved in conidiation and asexual development. The N. crassa flbC*® strain
presented defects in cell cycle progression and morphology. FLBC protein is necessary for
proper induction of conidiation and is important for growth and development in N. crassa. floC
gene expression was highly induced in the early times of conidia germination confirming the
importance of this protein to the fungus vegetative growth. In silico analysis revealed the
presence of the srel and floC DNA motifs in the gsn and gpn promoters. The genes encoding
the proteins were cloned and the recombinant proteins were produced in E. coli. The protein
FLBC was purified by affinity chromatography and used in DNA-binding assays together a DNA
fragment from the gpn promoter containing the A. nidulans FLBC motif. DNA-protein complex
was not observed. A SRE1 putative binding site from the gsn promoter was analyzed using
chromatographic fractions from wild-type mycelium cellular extract fractionated by affinity
chromatography. DNA-protein complexes were observed confirming SRE1 binding to the DNA

cis element present in the gsn promoter.

Keywords: Neurospora crassa, SRE and FLB proteins, gene expression, shift of DNA,

recombinant protein.
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Introducéo

1- O fungo Neurospora crassa como modelo de estudo

Os organismos pertencentes ao reino dos fungos tém exercido um papel fundamental
no avanco da compreensdo dos mecanismos moleculares de organismos eucariotos devido as
suas facilidades de manipulacdo e o conhecimento das caracteristicas genéticas e bioquimicas
envolvidas em seu ciclo de vida. O fungo Neurospora crassa € provavelmente um dos fungos
filamentosos melhor conhecido, sendo amplamente utilizado como organismo modelo em
estudos de expressdo génica, desenvolvimento e diferenciacdo celular, ritmo circadiano,
defesa do genoma, bem como outros aspectos da biologia de eucariotos. Uma das principais
vantagens desse fungo é que ele pode crescer em meio simples (meio minimo) contendo fonte
de carbono, uma mistura de sais e alguns micronutrientes sendo que 0 Unico requisito é a
biotina. Tem seu crescimento 6timo em pH 5,4, mas é bastante tolerante e consegue se
desenvolver numa faixa de pH variando entre 4,0 e 7,5 (METZENBERG, 1979)

O ciclo de vida de N. crassa (figura 1) compreende duas fases: vegetativa, onde é
possivel observarmos estruturas de propagacdo denominadas conidios, e a sexual de
reproducdo, onde é possivel verificar a presenga dos corpos de frutificagdo. Sendo um fungo
heterotélico, N. crassa possui dois tipos de individuos sexualmente compativeis, designados A
e a (FINCHAN; DAY; RADFORD, 1979). E um fungo haploide durante seu crescimento, exceto
quando ocorre o encontro dos dois mating types, havendo assim o cruzamento e 0
desenvolvimento do ciclo sexual. Os conidios podem ser produzidos por duas vias distintas, a
macroconidiacdo e a microconidiacdo. A macroconidiagdo € controlada pelo ciclo circadiano e
promovida por estruturas apicais denominadas conidioéforos, os quais se encontram localizadas
nas extremidades das hifas aéreas que permitem a formacdo de cadeias de macroconidios
multinucleados. Na microconidiacdo, os esporos mononucleados sdo formados dentro das
hifas basais e expelidos a partir da parede quando o processo de maturacdo se completa
(PERKINS; TURNER; BARRY, 1976). As hifas possuem septos, 0s quais permitem
movimentos de organelas entre os compartimentos, a frequente fusdo entre as hifas produz
uma rede complexa denominada micélio (HICKEY et al., 2002). A via sexual de producado de
esporos resulta na formacdo dos ascésporos visiveis. Caso Neurospora seja inoculada em
meio sélido deficiente em certos componentes ou que contenha nitrato como Unica fonte de
nitrogénio, a hifa ira enrolar-se formando o ascogbénio o qual é envolto em tecido de hifas
estéreis. Esta estrutura feminina é o protoperitécio, que por acédo de feroménios expde um tipo
de hifa especializada, o tricogino. Quando um conidio, microconidio ou pedaco de hifa de
mating type oposto encontra o tricogino, o doador de nucleo (macho) é conduzido para dentro
do ascogbnio, onde encontra o nucleo residente (fémea), estas células unem-se gerando o

asco (METZENBERG, 1979). A estrutura feminina se desenvolve gerando o peritécio, um
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Introducéo

corpo de frutificacdo que pode conter até 200 ascos e cada um contém os quatro produtos de
uma meiose. Em seguida ocorre uma mitose resultando em quatro pares de ascésporos
hapléides e homocariéticos, sendo dois pares de cada mating type (figura 1).

N. crassa é também um fungo que responde a uma variedade de mudancas ambientais.
Os fatores mais proeminentes séo a luz e a temperatura, 0s quais afetam o sistema circadiano
do organismo. A luz é conhecida por afetar a expressao de genes que influenciam em eventos
como carotenogénese e conidiacdo. O efeito da luz deriva de seu papel central no estado do
relogio circadiano, que mesmo na auséncia de luz pode influenciar na expressédo de grande
parte do genoma. Em relac&o a resposta a temperaturas, Neurospora apresenta uma classe de
proteinas de choque térmico, as quais funcionam como chaperona que orientam e estabilizam
a conformacéao de outras proteinas (SCHULTE et al., 2002).

O genoma do fungo esta organizado em sete cromossomos que variam entre 4 a 10 Mb
de tamanho (SCHULTE et al., 2002) e foi seqlienciado por Galagan et al. (2003) revelando ser
constituido por cerca de 40 Mb (tabela 1), bem maior se comparado com outros fungos com
genomas ja conhecidos como Sacharomyces cerevisiae e Schizosacharomyces pombe. O
fungo possui um total de 10.082 genes codificadores de proteinas. Nesse contexto, algo que
chama a atencdo é que 41% desses genes ndo possuem ortdlogos conhecidos depositados
nos bancos de dados, refletindo o baixo conhecimento dos genomas dos fungos. Cerca de
57% das proteinas ndo correspondem as proteinas de leveduras e quando comparado com
genomas conhecidos de eucariotos, 1.421 genes de N. crassa apresentaram as melhores
correlacdes em relagdo a proteinas de plantas ou animais (GALAGAN et al., 2003), o que
sugere uma relacdo mais estreita entre fungos filamentosos e eucariotos superiores, se
comparado com leveduras e eucariotos inferiores. A presenca de um grande nimero de genes
no genoma de N. crassa ainda com funcfes desconhecidas aponta este organismo como um
promissor modelo para o estudo de novos mecanismos genéticos e bioquimicos, os quais
podem possivelmente representar genes com novas fun¢gdes ou novos genes desempenhando
fungbes conhecidas de maneiras diferentes (DUNLAP et al., 2007).

Em eucariotos existem dois mecanismos de recombinagdo génica, a homologa que
envolve a quebra do DNA, seguida da troca entre sequiéncias homologas e a recombinagéo
ndo homologa, que envolve a ligacdo direta das extremidades da fita de DNA, independente da
homologia. A recombinagdo homologa € o mecanismo predominante em S. cerevisiae,
representando o método mais eficiente pelo qual se pode inativar um gene de interesse.
Apesar de ocorrer com muita freqiéncia em leveduras, 0 mecanismo de recombinacao
homologa ocorre em rarissimas ocasifes tanto em Neurospora como nos demais eucariotos,
dependendo do gene e do tamanho da regido nucleotidica homdéloga que flanqueia o gene de
interesse (DUNLAP et al., 2007). J& o mecanismo de recombinag¢do génica ndao homéloga é

conservado evolutivamente em todos os reinos, sendo o mecanismo predominante em
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Introducéo

eucariotos superiores, como humanos, plantas e insetos (NINOMIYA et al., 2004). O conjunto
de proteinas envolvidas neste mecanismo sdo as proteinas Ku70 e Ku80, conservadas tanto
em leveduras quanto em humanos. Com a identificacdo de genes homdlogos aos genes
codificadores das proteinas Ku70 e Ku80 no genoma do fungo N. crassa, mus-51 e mus-52,
respectivamente, Ninomiya et al. (2004) desenvolveram um procedimento, baseado em PCR,
para inativacdo dos genes homoélogos e, desta maneira, construir linhagens nas quais o
processo de recombinagdo ndo homéloga é inoperante. O procedimento utilizado pelos autores
foi utilizado para a constru¢gdo de um banco de linhagens de N. crassa mutantes nos genes
codificadores de proteinas. Dessa forma, linhagens contendo genes individualmente inativados
comecaram a se tornar disponiveis para a comunidade cientifica pelo Fungal Genetics Stock
Center (FGSC, Kansas City, Missouri, USA). Em 2006, a colecdo de linhagens nocauteadas
em genes que codificam fatores de transcricdo foi adquirida pelo nosso laboratério e a
utilizacdo de tais linhagens tornou-se um material interessante para o inicio dos estudos acerca
dos mecanismos regulatorios dessas proteinas.

Assim, a inativacdo de genes de interesse, juntamente com a analise de sua regulacdo
sob diferentes condi¢des, bem como a andlise fenotipica das linhagens mutantes, tem como
objetivo ampliar o conhecimento do genoma funcional em fungos, permitindo a comparagéo
entre processos biologicos distintos e mecanismos bioquimicos envolvidos na regulacdo de

vias metabdlicas.

2- O metabolismo do glicogénio e sua regulacao

O trabalho proposto esté inserido em um projeto maior, que tem como objetivo principal
estudar os mecanismos bioquimicos e moleculares envolvidos na regulagdo do metabolismo de
glicogénio utilizando o fungo N. crassa para o estudo de mecanismos celulares basicos. O
glicogénio € um polimero ramificado de glicose encontrado em células de diferentes
organismos com a funcdo de armazenamento de energia para as células. Os residuos de
glicose estao unidos covalentemente por ligacdes glicosidicas lineares a-1,4 e ligacbes a-1,6,
responsaveis pela ramificacdo da molécula. Sua sintese é bem conservada nos eucariotos
sendo que existem trés proteinas envolvidas na biossintese deste polissacarideo: (i) a
glicogenina, uma proteina autoglicosilavel que funciona como uma molécula iniciadora para o
inicio da biossintese do glicogénio; (ii) a glicogénio sintase que catalisa a extensdo da cadeia
pela formacdo das ligacBes a-1,4 lineares da molécula e (iii) a glicosil-(4—6)-transferase que
catalisa as ligacbes a-1,6 ramificadas (NELSON; COX, 2005). Tanto microrganismos quanto
mamiferos sintetizam e acumulam o glicogénio em periodos de abundancia de nutrientes e o

degrada quando as células enfrentam periodos de estresse, como por exemplo, escassez de
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Figura 1- Ciclo de vida de Neurospora crassa. Dependendo das condigcbes ambientais o
micélio vegetativo pode entrar em processo de esporulacdo assexual de macroconidiacdo e
microconidiacao, ou pode entrar no ciclo sexual pela formacao do protoperitécio, o qual quando
fertilizado pode iniciar o desenvolvimento culminando na producao de ascésporos derivados de
meiose (SPRINGER, 1993).

Table 1 Neurospora crassa genome features
Feature Value
General
Size (bp) (assembly 5) 38,639,769
Chromosomes 7
G + C content (%) 50
Protein-coding genes 10,082
Protein-coding genes =100 amino acids 9,200
tRNA genes 424
58 rBNA genes 74
Per cent coding 44
Per cent intronic 6
Average gene size (bp) 1,673 (481 amino acids)
Average intergenic distance (bp) 1,953
Predicted protein-coding sequences
Identified by similarity to known sequences 1,336 (13%)
Conserved hypothetical proteins 4,606 (46%)
Predicted proteins (no similarity to known sequences) 4,140 (41%)

Tabela 1- Caracteristicas do genoma de N. crassa (GALAGAN et al., 2003).
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nutrientes. Assim, a variacdo do conteddo de glicogénio celular em resposta a diversas
situacbes ambientais indica que seu metabolismo é controlado por um complexo sistema
regulatorio (HARRIS, 1997).

Vérias sequéncias nucleotidicas codificando para a enzima glicogénio sintase, tanto de
organismos procariotos como de eucariotos ja foram descritas. Atualmente com o advento da
era gendmica varias sequéncias polipeptidicas homélogas a enzima glicogénio sintase podem
ser encontradas em bancos de dados. Sequéncias de cDNA codificando para a glicogénio
sintase de musculo e figado humanos também foram determinadas (NUTALL et al., 1994). Nos
microrganismos, a glicogénio sintase de Saccharomyces cerevisiae é a melhor estudada. Em
S. cerevisiae foram isolados dois genes codificando para a enzima glicogénio sintase, GSY1 e
GSY2, os quais codificam respectivamente as isoformas Gsylp e Gsy2p, de 80 e 79 kDa.
Ambas sdo proteinas nutricionalmente reguladas, sendo que a Gsy2p é a forma predominante
da enzima (FARKAS et al., 1991). O cDNA que codifica a enzima de N. crassa (gsn) foi isolado
e codifica para uma proteina com alta identidade tanto com as enzimas da levedura S.
cerevisiae como com as enzimas de células de mamiferos.

Em nosso laboratério varios aspectos do metabolismo de glicogénio vém sendo
estudados dando énfase as enzimas que participam da sintese do carboidrato. Assim, estudos
de caracterizagdo bioquimica e molecular das proteinas glicogénio sintase e glicogenina foram
realizados. Em N. crassa, estudos realizados mostraram acumulo de glicogénio durante a fase
exponencial de crescimento, o qual foi acompanhado por um aumento tanto da atividade
glicogénio sintase quanto nos niveis de mensageiro gsn desta enzima. Sob condicdo de
choque térmico (transferéncia de 30 para 45°C), o nivel do transcrito gsn sofre uma acentuada
reducdo e retorna ao nivel normal apds o restabelecimento da temperatura fisiologica de
crescimento da cultura (30°C) (DE PAULA et al., 2002). Estes resultados mostraram que a
regulagcdo do metabolismo de glicogénio em N. crassa envolve mecanismos diferentes dos
descritos na levedura S. cerevisiae, a qual acumula glicogénio sob exposicdo da cultura ao
choque térmico (NI; LAPORTE, 1995).

Freitas e Bertolini (2004) realizaram a caracterizacdo molecular da regido promotora do
gene gsn de N. crassa e identificaram varios elementos regulatérios de DNA na regido 5'-
flanqueadora do gene gsn. Uma grande quantidade de HSEs (Heat-Shock Elements) e dois
elementos STREs (Stress Responsive Elements) foram localizados, um deles localizado no
promotor do gene e outro dentro de um intron na regido 5-UTR. E importante salientar que a
sequéncia codificadora é interrompida por quatro pequenos introns e um outro grande
(aproximadamente 500 pb) localizado na regido 5°-UTR. Experimentos bastante preliminares
no laboratério parecem indicar a participacdo deste intron na regulacdo da expressao do gene
gsh. Os HSEs sdo elementos regulatérios de DNA encontrados em multiplas cépias nos

promotores de genes responsivos ao choque térmico e, em geral, conferem uma forte inducéo
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frente ao estresse térmico, podendo agir tanto como elementos proximais ao TATA Box quanto
como enhancers (BIENZ; PELHAM, 1986). Através de ensaios de retardamento em gel
(Electrophoretic Mobility Shift Assay, EMSA) utilizando fragmentos de DNA do promotor gsn,
um contendo elementos HSE e outro contendo a regido correspondente ao STRE, e
fragmentos da regido 5-UTR, contendo ou ndo o elemento STRE, bandas de DNA de
mobilidade reduzida foram observadas com extratos nucleares de células do fungo submetidas
ao choque térmico (FREITAS; BERTOLINI, 2004). Estes resultados demonstraram fortemente
o envolvimento das regifes estudadas na regulacéo da expressao do gene durante a condi¢ao
de estresse mencionada. Experimentos realizados pelo nosso grupo foram iniciados com o
objetivo de isolar proteinas que ligam a regido promotora do gene gsn e, desta maneira,
participam na regulacdo da expressdo do gene. Esses estudos combinam ensaios de
retardamento em gel, acoplados a andlise protebmica e identificacdo das proteinas por
espectrometria de massas. Os experimentos realizados levaram a identificacdo de algumas
proteinas do fungo, as quais podem ou néo estar envolvidas na regulacdo do gene na condi¢cao
de choque térmico (FREITAS et al., 2008).

Através da utilizacdo da colecdo de linhagens de N. crassa mutantes nas ORFs
codificadoras de fatores de transcricdo foi possivel iniciar uma andlise mais detalhada dessas
proteinas que poderiam atuar nos mecanismos moleculares envolvidos na regulacdo do
metabolismo do glicogénio. Uma analise sistematica foi realizada com o objetivo de buscar
linhagens mutantes que apresentassem um perfil de acumulo de glicogénio distinto da
linhagem selvagem em condi¢des normais de crescimento e em situagdo de estresse, tal como
o choque térmico. Foram identificados 17 fatores de transcricdo possivelmente envolvidos na
regulacdo do metabolismo do glicogénio. As proteinas identificadas estdo classificadas em
diferentes familias de fatores de transcricdo, algumas apresentam ortélogos funcionais
depositados em banco de dados e a grande maioria corresponde a proteinas anotadas como
hipotéticas. Uma busca intensiva por ortélogos funcionais destas proteinas ndo levou a
resultados conclusivos. A andlise por Northern revelou que em algumas linhagens analisadas o
perfil de transcricdo do gene gsn foi distinto daquele existente na linhagem selvagem, tanto a
30°C como a 45°C. Desta forma, pode-se sugerir que estes fatores de transcricdo estdo
envolvidos na regulacdo do metabolismo do carboidrato atuando diretamente na regulacéo da
transcricdo do gene gsn (GONCALVES et al., 2011). Considerando que a grande maioria dos
fatores de transcricdo identificados foram anotados como proteinas hipotéticas é importante a
realizacdo de estudos mais sistematicos para tentar atribuir uma funcao especifica a estas
proteinas dentro da regulacdo do metabolismo do carboidrato. Para isto, a producdo das
proteinas na forma recombinante é extremamente necessaria para a realizacdo de estudos
futuros. E importante salientar que poucos fatores de transcricio de N. crassa e de outros

fungos filamentosos foram, até o momento, bem caracterizados ao nivel protéico.
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3- Expressao génica em eucariotos e fatores de transcricao

Ha varias etapas no processo da expressdo génica, e todas elas podem ser reguladas.
Dessa forma, uma célula pode controlar as proteinas que sintetiza pelo controle transcricional,
que determina quando e com que freqiéncia um gene € transcrito, pelo controle de
processamento, transporte de RNA e finalmente através do controle da traducao, selecionando
quais mRNAs no citoplasma serdo traduzidos em proteinas. Depois de sintetizadas, as
proteinas sdo submetidas ao controle da atividade, ativando ou inativando essas moléculas
(ALBERTS et al., 2004).

A regulacgdo da transcricdo em eucariotos € em geral muito mais complexa e atualmente
menos compreendida do que o mecanismo de regulagdo de genes procarioticos. Nas células
eucaribticas, o genoma €é constituido pelas moléculas de DNA associadas a uma grande
guantidade de proteinas que interagem de forma dindmica com a cadeia nucleotidica, sendo
responsavel pela sua compartimentalizagcdo no nucleo bem como pelo controle da expressao
génica. Essas proteinas pertencem a duas classes distintas: histonas e proteinas ndo-histonas.
Histonas sdo pequenas proteinas que interagem com o DNA sob forma de octameros, os quais
séo constituidos por dois pares das histonas H2A, H2B, H3 e H4, formando um core globular
gue interage com a molécula de DNA (LUGER et al., 1997). O conjunto de octameros de
histonas que sdo unidos pelas histonas H1 forma um complexo nucleoproteico denominado de
nucleossomo, o qual representa um dos mais estaveis complexos DNA-proteina sob condi¢des
fisiologicas (LI; CAREY; WORKMAN, 2007). Essa estrutura é extremamente conservada nos
organismos eucariéticos ao longo da evolucdo e constitui a unidade basica da cromatina. As
histonas estdo sujeitas a um grande numero de modificagdes pds-traducionais que ocorrem
pela acdo de proteinas, como por exemplo, acetilagdo e metilacdo de lisinas e fosforilacdo dos
residuos de serina e treonina. Altera¢des nas estruturas das histonas provocam altera¢des na
estrutura da cromatina e, conseqientemente, alteram o padrdo de regulacdo génica. Esse
mecanismo recebe o nome de modelagem da cromatina e é amplamente usado para descrever
alteracdes na estrutura durante processos regulatérios (ALMER et al., 1986).

Outro mecanismo responsavel pela regulacdo da expressao génica em eucariotos é a
presenca de determinadas sequéncias nucleotidicas que atuam como sitios alvos para fatores
de transcrigdo. O complexo conjunto de elementos regulatérios controla o inicio da transcri¢céo
de genes estruturais envolvendo as RNA polimerases. A transcricdo de cada gene é controlada
por uma regido regulatéria do DNA proxima ao sitio reconhecido pela RNA polimerase |l onde a
transcricdo se inicia, essas regides apresentam diferentes combinagfes de sequéncias
especificas de DNA que recebem o nome de elementos cis, cada qual € reconhecido por
proteinas que se ligam especificamente a essas sequiéncias. Essas proteinas sao conhecidas
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como fatores de transcricdo ou proteinas regulatdrias. Os eucariotos apresentam em seus
genomas inimeros elementos cis, que atuam como sitios alvos para a interacao de diferentes
proteinas regulatorias (LEVINE; TIJAN, 2003).

As sequéncias regulatorias upstream da unidade transcricional podem ser divididas em
duas categorias principais: 0s upstream promoter elements e o0os enhancer elements. Os
upstream promoter elements possuem geralmente 100 a 200 pares de base e se localizam
relativamente perto do sitio de iniciacdo da transcri¢do. Dentro destes, ha sequéncias de DNA
reconhecidas por uma grande quantidade de proteinas gerais que constituem a maquinaria
multiproteica da RNA polimerase Il, requerida para o reconhecimento do promotor e sintese de
RNA (LEVINE; TIJAN, 2003). Os Enhancer elements sdo seqUéncias curtas de DNA
encontradas mais distante do sitio de iniciacdo que os upstream promoter elements e contém
sequéncias reconhecidas por fatores de transcricdo que se ligam especificamente a estas
controlando a ativacdo ou repressao transcricional seletiva dos genes. A cadeia polipeptidica
de ativacdo dos fatores de transcricdo € geralmente dividida em duas regides funcionalmente
diferentes, uma se liga a sequéncias especificas de DNA (dominio de ligacao) e outra ativa a
transcricdo (dominio de ativacdo). Estas proteinas acentuam a ligagdo da RNA polimerase ao
promotor por contribuir com a formagdo de um complexo iniciador estavel. Quando o fator de
transcricdo se liga ao enhancer distante do promotor, o DNA forma um loop ativando a regido
da proteina que participa da formacg&o do complexo iniciador da transcricdo (BRADEN; TOOZE,
1999).

As proteinas regulatérias reconhecem regides pequenas de sequéncia definida da
dupla-hélice de DNA e, desta forma, determinam quais dos milhares de genes em uma célula
serdo transcritos. Centenas de proteinas regulatérias ja foram identificadas em um grande
namero de organismos. Embora cada uma dessas proteinas tenha caracteristicas Unicas, a
maioria se liga ao DNA como homo ou heterodimeros, e o reconhecem através de um pequeno
numero de motivos (motifs) estruturais, entre eles: os motivos zinc-finger, hélice-volta-hélice e
ziper de leucina e outros. Na maioria dos casos, a proteina faz um grande ndmero de contatos
com o DNA, envolvendo pontes de hidrogénio, ligagfes ibnicas e interacdes hidrofobicas, por
assim, uma interacao altamente forte e especifica. A sequéncia de aminoacidos que forma o
motivo determina a sequiéncia de DNA em particular que sera reconhecida (ALBERTS et al.,
2004).

Em suma, para que ocorra o controle da expressdo génica, € necessario que 0s
mecanismos regulatorios estimulem ou inibam a transcricdo por meio do recrutamento da
maquinaria protéica requerida pela RNA polimerase Il e proteinas modificadoras de cromatina
para desbloquear o promotor dos genes alvos. Uma consequiéncia da modelagem da cromatina
€ a exposicao ou inibicdo dos elementos cis aos fatores de transcricdo, que podem estar na

superficie do nucleossomo ou no interior dos mesmos, fazendo com que genes especificos
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sejam ativados ou reprimidos no momento especifico. Nosso grupo de pesquisa vem fazendo
uso de técnicas que utilizam da especificidade das proteinas regulatérias para identificar a
ocorréncia de interacBes com a regido promotora de genes que podem atuar no mecanismo de

expressao dessas proteinas.

4- Fatores de transcricdo e regulacdo do metabolismo de glicogénio em

N. crassa

Como descrito anteriormente 17 fatores de transcricdo foram identificados em nosso
laboratério como proteinas provavelmente envolvidas na regulacdo do metabolismo de
glicogénio em N. crassa (GONCALVES et al., 2011). Algumas destas proteinas apresentam
ortdlogos funcionalmente caracterizados em outros microrganismos e a grande maioria esta
anotada, no banco de dados do fungo como proteinas hipotéticas. Nesses experimentos, a
expressao do gene que codifica a enzima glicogénio sintase (gsn) e o acumulo de glicogénio
foram analisados em condi¢Bes normais de crescimento e apis exposicdo ao estresse térmico,
sendo que, as linhagens que apresentaram um perfil distinto da linhagem selvagem foram
selecionadas. O presente trabalho tem como objetivo iniciar os estudos com trés fatores de
transcricdo anotados como proteinas hipotéticas, os produtos das ORFs NCUO03043,
NCU01629 e NCU04731. Neste trabalho pretendemos dar inicio ao estudo com estas proteinas
tanto ao nivel molecular e bioguimico como funcional como uma tentativa de entender melhor
as suas participacdes no mecanismo de regulacdo génica neste fungo.

A proteina codificada pela ORF NCU03043 & um fator de transcricdo com dominio de
ligacdo ao DNA do tipo Zinc finger C,H, type (figura 4). Esse dominio € o classico entre todos
os dominios da familia Zinc Finger, possuindo duas histidinas e duas cisteinas ligadas a um
atomo de zinco. Em relagdo a estrutura, apresenta duas regiées em beta folha antiparalelas
seguidas por uma estrutura em alfa-hélice. Esse fator de transcricdo apresenta homologia as
proteinas FIbC de diferentes fungos. O gene que codifica esta proteina em Podospora anserina
foi caracterizado por Coppin (2002) e denominado como flel. A proteina FLE1 é um fator de
transcricdo do tipo C,H, zinc finger que atua como repressora da via de diferenciacdo sexual
feminina de P. anserina. Experimentos de RT-PCR mostraram que os RNAs mensageiros
estdo presentes no micélio e peritécio e a expressado de FLE1 fusionada a GFP foi detectada
no ndcleo das hifas e ascdsporos imaturos. Desta forma, o gene é expresso tanto durante o
crescimento vegetativo como na reproducdo sexual. A auséncia desse gene estimula a
producao de 6rgéos femininos e producéo diminuida de microconidios (COPPIN, 2002). Além
disso, o fator de transcricdo de N. crassa possui identidade elevada com a proteina FIbC de

Aspergillus clavatus e de outros fungos. FIbC é um fator de transcricdo que apresenta dois
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dominios do tipo C,H, zinc finger, necessarios a ativacdo adequada da conidiacdo que é
fundamental para o crescimento e desenvolvimento em A. nidulans (KWON et al., 2010).
Coppin (2002) descreveu que FLE1 e FIbC podem exercer funcbes similares ja que ambas
respondem a sinais desconhecidos que controlam a transicdo do crescimento vegetativo
indiferenciado para o desenvolvimento, mas elas agem de diferentes maneiras. Em A. nidulans,
FIbC age como um regulador positivo da conidiagdo, ativando provavelmente a transcrigéo de
outras proteinas reguladoras do desenvolvimento. Em P. anserina, FLE1l parece atuar
principalmente como um regulador negativo na via de diferenciacado sexual feminina. A dele¢éo
do gene flbC resulta em reducgéo da conidiacdo e aumento da formagéo de estruturas sexuais
de frutificacdo sob condi¢bes que favorecem o desenvolvimento sexual. Portanto a proteina
exerce um papel essencial na ativagdo da conidiagdo, crescimento e desenvolvimento em A.
nidulans (KWON et al., 2010).

Outra proteina selecionada, o produto da ORF NCU04731, contém um dominio de
ligacdo do tipo helix-loop-helix (bHLH) (figura 4). Esse dominio é geralmente encontrado em
grupos de fatores de transcricdo eucarioticos e participam de uma variedade de processos
celulares. O dominio é caracterizado por duas alfa-hélices conectadas por um loop, em geral,
os fatores de transcricdo incluindo esse dominio sdo diméricos, na qual uma das hélices
contém residuos de aminoacidos bésicos que facilitam a ligacdo com o DNA. Esta proteina
apresentou homologia as proteinas denominadas SRE1 de Verticillium dahliae e outros fungos,
sendo que, essa proteina fungica € homologa a proteina SREBP de mamiferos. A via SREBP
(Sterol Regulatory Element Binding Protein) € bem descrita em mamiferos, na qual a proteina
SREBP ¢ ligada a membrana do RE e controla a sintese de esteréis. SREBP apresenta um
dominio de ligacdo do tipo helix-loop-helix (bHLH) e podem ser distinguidas de outros fatores
de transcricdo bHLH devido a presenca de um residuo de tirosina no lugar de arginina no
dominio de ligagdo. Possuem dois segmentos transmembrana de tal forma que os dominios N-
e C-terminal da proteina se projetam na membrana em relacdo ao citosol com o hairpin no
reticulo endoplasmatico (HUGHES; TODD; ESPENSHADE, 2005).

O primeiro ortélogo da proteina SREBP em fungo foi identificado em
Schizosaccharomyces pombe e, posteriormente foi caracterizado em outros fungos como
Candida albicans (LANE et al., 2001) e A. fumigatus (WILLGER et al., 2008). A habilidade de
resposta ao esterol de SREBP é conservada entre mamiferos e fungos, no entanto as
proteinas fungicas sao fatores de transcricdo hipoxicos, necessarios para a adaptacdo a
ambientes com baixa concentracédo de oxigénio (BIEN; ESPENSHADE, 2010). Segundo Todd
et al. (2006), estudos demonstraram que existe um ortdlogo a esses reguladores de esterol
(SREBPSs) na levedura S. pombe que sao chamados SRE1, as quais agem na via que permite

a adaptacdo a baixas concentracGes de oxigénio. A proteina SREBP em levedura funciona
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como sensora de oxigénio através do monitoramento da sintese de esterol dependente do
oxigénio fornecido.

A proteina codificada pela ORF NCU01629 mostrou-se alterada em relacdo a linhagem
selvagem tanto no acumulo de glicogénio como na expressdo do transcrito gsn e também foi
selecionada para estudos de caracterizacdo. Esta proteina possui um dominio de ligacdo ao
DNA do tipo zinc finger C,H, e ndo apresentou homologia a nenhuma proteina funcionalmente
caracterizada em outros organismos.

Embora N. crassa tenha sido estudada durante 60 anos pela genética classica e
molecular, relativamente pouco é conhecido sobre a regulagéo da transcricdo neste organismo.
A disponibilidade da seqiiéncia completa do genoma do fungo tem permitido a anotagéo de 182
genes fatores de transcricdo (BORKOVICH et al., 2004). Poucos desses fatores de transcricao
foram bioquimicamente caracterizados até o momento, e poucos tém sido estudados em
qualquer sistema de outros fungos filamentosos. Portanto, um estudo funcional em grande
escala de fatores de transcricdo de Neurospora é oportuno e vai proporcionar uma base para a

compreensdo de modos complexos de regulagédo génica em fungos filamentosos.
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Objetivos

O presente trabalho foi desenvolvido com os seguintes objetivos:

e Avaliar crescimento e morfologia das linhagens mutantes nos fatores de transcricao
estudados. O principal objetivo dessas analises serd verificar se a auséncia das proteinas
pode afetar diferentes aspectos tais como: crescimento, conidiacdo, extensao das hifas aéreas

e morfologia.

e Verificar a relacdo funcional das proteinas hipotéticas de N. crassa com proteinas
homélogas em outros organismos. O objetivo é identificar a existéncia de homodlogos
funcionalmente caracterizados em outros organismos para atribuir funcdes as proteinas de N.
crassa. Para isso, as sequéncias polipeptidicas dos fatores de transcricdo serdo analisadas por
Blast em busca por homologos existentes e experimentos serdo realizados para a comparagao
funcional das proteinas do fungo N. crassa com proteinas ja caracterizadas em outros

organismos.

e Realizar a clonagem das ORFs e a produc¢ao das proteinas na forma recombinante. Os
cDNAs que codificam as proteinas estudadas serdo clonados e as proteinas serdo produzidas

na forma recombinante em E. coli.

e Purificar as proteinas recombinantes e realizar ensaios de ligacdo DNA-proteina. As
proteinas produzidas serdo purificadas e usadas em ensaios de retardamento em gel que

avaliam a formacao de complexos DNA-proteina.
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Materiais ¢ Métodos

1. Linhagens utilizadas

1.1. Neurospora crassa

As linhagens utilizadas foram adquiridas junto ao Fungal Genetics Stock Center, Kansas

City, MO, USA.

Linhagem: FGSC#9718 (a, Amus-51:Hyg"), utilizada como selvagem nos experimentos.

Linhagens mutantes: Tabela abaixo

Tabela 2 — Linhagens mutantes de N. crassa

Linhagem Mating type ORF nocauteada
FGSC#11355 A NCU03043::Hyg"
FGSC#11102 A NCU01629::Hyg'
FGSC#11139 a NCU04731::Hyg'

1.2. Escherichia coli

Linhagens utilizadas: DH103
BL21(DE3)pLys-S
Rosetta

ArcticExpress

2. Meio de cultura

2.1. N. crassa

O meio de cultivo utilizado para o crescimento e manutencao das linhagens do fungo N.

crassa foi o meio minimo de Vogel (VM) (VOGEL, 1956). Esse meio foi preparado contendo

sacarose, sais de Vogel e biotina. A solucdo de sais de Vogel foi preparada 50X concentrada, a

partir da dissolugéo dos seguintes sais, na ordem indicada, em 700 ml de 4gua destilada:

510 g de citrato de sodio.H,O

250 g de KH,PO,

100 g de NH;NO3

10 g de MgS0,.7H,0

5 g de CaCl,.2H,0 (pré-dissolvido em agua destilada)

5 mL de solucdo de elementos tracos
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O volume foi completado para 1 L com agua destilada e 300 pyL de cloroférmio foi
adicionado como agente conservante. A solugcdo estoque de sais de Vogel foi armazenada a
4°C. A solucdo de elementos tracos foi feita pela dissolucdo dos seguintes compostos em 90
mL de agua:

5 g de MgS0,.7H,0

5 g de acido citrico.H,O

5 g de ZnS0O,4.7H,0

1 g de F(NH,),.(S0,)..6H,0
0,25 g de CuS04.5H,0
0,05 g de MnS0O,4.H,O

0,05 g de H3BO;

0,05 g de NaM00O,4.2H,0

O meio minimo de Vogel foi preparado contendo sacarose a 2%, sais de Vogel 1X,
biotina 0,1 mg/ml preparada em 50% etanol e 2% de agar para culturas de meio sélido. O pH

do meio minimo de Vogel é 5.8.

2.2. E. coli

O meio de cultivo utilizado para crescimento foi o meio 2YT acrescido de glicose.
1,6% triptona
1,0% extrato de levedura
0,5% NacCl
0,2% glicose

Para culturas sélidas, foi adicionado ao meio 2% de &gar.

3. Propagacéo das linhagens de N. crassa e obtencéo dos conidios

As linhagens foram inoculadas em garrafas contendo meio VM sdlido e crescidas
inicialmente a 30°C por 48 horas e, em seguida, expostas a luz até um total de 9 a 10 dias.
ApGs esse periodo, a suspensao conidial foi coletada em aproximadamente 15 mL de agua
destilada esteril e filtrada com auxilio de uma gaze estéril para retencéo das hifas. Os conidios

foram contados em camara de Neubauer e armazenados na temperatura de 4°C.

4. Andlise do crescimento das linhagens de N. crassa

4.1. Crescimento em race tubes

A taxa de crescimento das linhagens selvagem e mutantes foi determinada através do

crescimento em race tubes, os quais constituem de tubos de vidro (50 cm de comprimento x 2
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cm de didametro) contendo as duas extremidades curvadas num éangulo de aproximadamente
45° e parcialmente preenchidos com meio VM solido. Conidios foram inoculados em uma das
extremidades dos tubos, os quais foram incubados no escuro a temperatura ambiente por 120
horas. O crescimento do fungo foi monitorado a cada 24 horas, por meio da marcacao da frente

do crescimento micelial, em centimetros (cm).

4.2. Andlises do crescimento em frascos Erlenmeyers

O crescimento das 3 linhagens mutantes, juntamente com a linhagem selvagem, foi
analisado em Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio VM sdélido, nos quais
guantidades iguais de conidios foram inoculados e mantidos a 30°C por 48 horas. Em seguida,
os frascos foram transferidos para a temperatura ambiente, sob presenca de luz, quando
adquirem coloracéo alaranjada. O aspecto macroscopico das culturas foram fotografados.

A linhagem mutante na ORF NCUO03043 foi analisada durante o desenvolvimento e
comparada a linhagem selvagem. Para isto suspensdes conidiais foram misturadas a 70 mL de
meio VM liquido em uma placa de Petri grande estéril e a cultura foi mantida por dois dias a
temperatura ambiente até a formacdo de um “tapete micelial” consistente. Discos da massa
micelial formada foram recortados da placa e transferidos com o auxilio de uma alca estéril
para a superficie de meio de cultura sélido em diferentes frascos Erlenmeyers (um total de sete
frascos/linhagem) contendo 30 mL de meio. A formagédo de conidios foi observada através da
lavagem das culturas com agua estéril, filtragem em gaze e coleta do filtrado. As suspensdes
conidiais coletadas diariamente até um total de 7 dias foram separadamente analisadas em
microscopio trinocular Zeiss, modelo Axioimager A2. Os discos também foram analisados
através de microscopia otica.

A capacidade de germinacdo dos conidios desta linhagem foi também analisada e
comparada a linhagem selvagem. Para isto, conidios de ambas as linhagens foram inoculados
em 30 mL de meio VM liquido e colocados para germinar a 30°C, sob agitacdo constante de
250 rpm. Amostras foram coletadas apods 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 horas e observadas em

microscopio.

4.3. Andlises do crescimento em placas

O crescimento radial e o aspecto das hifas foi analisado para todas as linhagens
mutantes e comparadas a linhagem selvagem. Para isto, conidios (10’ cel/mL) das linhagens
foram inoculados no centro de placas contendo meio VM sélido (contendo ou néo extrato de
levedo) e incubados sob a presencga de luz a 30°C por 16 horas. As extremidades das hifas
foram observadas em um estereomicroscopio trinocular Zeiss, modelo Discovery V8 (Lupa) e

fotografadas em aumento de 80X.
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Conidios da linhagem selvagem e da mutante na ORF NCU04731 foram utilizados em
analises de crescimento em condi¢cdes de baixas tensdes de oxigénio. Placas de Petri foram
preparadas contendo meio VM acrescido de sorbose 2%, glicose 0,05% e frutose 0,05%.
Placas de 96 wells foram utilizadas para a preparacao das diluicbes das amostras onde em
cada poco foram colocados 180 uL de meio VM liquido com excecdo do primeiro onde foi
colocado 200 pL da suspensdo conidial numa densidade de 10° conidios/mL. Diluicdes
seriadas foram realizadas a partir da amostra inicial até o total de 10 conidios/mL.
Posteriormente, 5 uL de cada diluicao foram transferidos para a superficie do meio contido em
duas placas de Petri. Uma das placas de foi armazenada em camara de anaerobiose (BBL
GasPak Jar) contendo uma vela acesa na tentativa de proporcionar uma reduzida tensdo de
oxigénio na cdmara e manter o crescimento em condi¢des parciais de anaerobiose (HUGHES;
TODD; ESPENSHADE, 2005). Outra placa foi deixada em condigbes normais. Ambas as

placas foram incubadas a 30°C por 24 horas e o crescimento foi analisado.

5. Ensaio de choque térmico

Uma suspenséo de conidios de aproximadamente 10’ células/mL foi inoculada em 30
mL de meio VM liquido em duplicata e submetida a constante agitacdo de 250 rpm a 30 °C por
24 horas. Ap6s crescimento, a massa micelial foi coletada através de um procedimento de
filtracdo a vacuo com o auxilio de filtros de papel e separada em duas por¢des. O micélio
correspondente a um dos frascos da linhagem foi rapidamente congelado em nitrogénio liquido
apos filtracdo e armazenado a -80°C para ser usado como amostra controle, ou seja, ndo
submetida a choque térmico. A outra amostra foi transferida para um frasco contendo meio VM
liquido, pré-aquecido a 45°C, e deixada nesta temperatura por 30 minutos. Em seguida essa
segunda amostra foi coletada por filtracdo, rapidamente congelada em nitrogénio liquido e

armazenada a -80°C como micélio submetido ao choque térmico.

6. Preparo de extrato celular e determinacdo do conteudo de glicogénio

O conteudo de glicogénio foi determinado nas células do fungo, submetidas ou ndo ao
choque térmico, através da digestdo do glicogénio com amiloglicosidase e a-amilase, apés
precipitacdo com etanol absoluto. Para isto, uma pequena por¢édo do micélio congelado a -80°C
foi macerado em gral de porcelana na presenca de nitrogénio liquido e transferido para um
eppendorf contendo 1 mL de solucdo tampao de lise gelado (50 mM Tris-HCI, pH 8,0; 50 mM
NaF; 1 mM EDTA; 1 mM PMSF; 1 mM benzamidina; 2 mM TLCK; aprotinina 1 ug/mL e
pepstatina A 1 ug/mL). A mistura foi centrifugada a 10.000 x g/4°C/10 min apds uma intensa
agitacdo em vortex e a por¢cdo sobrenadante foi transferida a um eppendorf limpo. Uma

aliquota foi recolhida e utilizada na determinacdo das proteinas totais do extrato celular pelo
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método de Hartree modificado utilizando soroalbumina bovina (BSA) como padrdo (HARTREE,
1972).

As proteinas contidas em 100 pL do extrato celular bruto foram coletadas e 25 pL de
TCA 50% foram adicionados. Em seguida, o material foi centrifugado a 5.000 x g/4°C/10 min. O
sobrenadante foi transferido para um tubo eppendorf limpo, adicionado 500 uL de etanol
absoluto e deixado 30 minutos a -80°C para a precipitacdo do glicogénio presente na fracao
soluvel. Finalmente, a solucao foi centrifugada a 17000 x g/4°C/10 min para a coleta do
glicogénio, o qual foi lavado duas vezes com 500 yL de etanol 66%, rapidamente seco ao ar, e
ressuspenso em 400 L de solugéo acetato (acetato de s6dio 50 mM, CaCl, 5 mM, pH 5,2). O
glicogénio foi digerido com as enzimas a-amilase (1 pyL de uma solu¢cdo 10 mg/mL) e
amiloglicosidase (1 yL de uma solugcdo de 30 mg/mL) durante 12 a 15 horas. O contetdo de
glicose livre foi determinado pelo kit Glicose PAP Liquiform (Labtest) segundo as instru¢des do
fabricante. O conteldo de glicogénio presente em cada amostra foi calculado de acordo com
uma curva padrao de glicogénio e expresso em relagdo a quantidade de proteina total de cada
amostra. A curva padréo de glicogénio foi preparada a partir de uma solucéo de glicogénio puro
(Sigma) em solucao acetato (acetato de sodio 50 mM, CaCl, 5 mM, pH 5,2) na concentragdo de
10 mg/mL.

7. Extracao de RNA total e andlise da expressdo génica por Northern blot

O RNA total das linhagens mutantes selecionadas e da selvagem foi extraido baseado
no método de cloreto de litio (SOKOLOVSKY et al., 1990). Uma pequena por¢cao do micélio
congelado foi macerado em nitrogénio liquido até a obtencdo de um p6é bem fininho o qual foi
transferido para tubo eppendorf contendo uma mistura de 750 yL de tampéo de lise (0,6M
NaCl; 10 mM EDTA; 0,1M Tris-HCI, pH 8,0 e 4% SDS) e 750 pL de fenol saturado em Tris-HCI
0,1 M, pH 8,0. A mistura foi agitada em vortex durante 5 minutos e centrifugada a 14.000
rpm/4°C por 10 minutos. A porgédo sobrenadante foi transferida para outro eppendorf contendo
750 uL de cloroférmio, homogeneizados em vortex e uma segunda extracdo foi realizada
através de centrifugagcdo a 14.000 rpm/4°C/10 min. O RNA presente na fase aquosa formada
apos centrifugacéo foi precipitado com 0,75 volumes de uma solugéo de LiCl 8 M e mantido a
4°C por 2 horas ou mais. ApGs esta etapa, a solucao foi centrifugada a 14.000 rpm/4°C/10 min,
0 precipitado contendo os acidos nucléicos foi ressuspenso em 300 pyL de &gua tratada com
DEPC e novamente precipitado com 30 uL de acetato de sédio 3M pH 5,2 e 750 uL de etanol
absoluto gelado, durante 10 minutos no gelo. A por¢cdo correspondente ao RNA total foi
coletada através da centrifugacdo a 14.000 rpm por 15 minutos a 4°C, lavados duas vezes com
etanol 70% gelado e centrifugacdo a 14.000 rpm/4°C/5 min. O precipitado seco foi ressuspenso

em 50-100 pL de agua previamente tratada com DEPC, a concentracdo do RNA foi
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determinada por absorbancia a 260 nm em espectrofotometro Beckman, modelo DU 640 e sua
pureza analisada através da relacdo entre as absorbancias de 260 e 280 nm.

A andlise de expressdao génica por Northern blot foi realizada segundo protocolo
descrito por Sambrook e Russell (2001). Aproximadamente 15 ug de cada amostra de RNA
total foi previamente desnaturada em tampdo de desnaturacdo (MOPS 1X, formamida
deionizada 50%, formaldeido 20%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0,025%, brometo de
etideo 0,05 pg/mL) a 65°C durante 10 minutos. As amostras desnaturadas foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 1,2% contendo formaldeido 0,6 M a 65 V por aproximadamente
4 horas em tampao MOPS 1X. O RNA total, apos eletroforese, foi transferido por capilaridade
para membrana de nylon neutra (Hybond N, Amersham) utilizando solucdo tampdo SSC 2X
(NaCl 0,3 M e citrato de sd6dio 3 mM, pH 7,0) durante a noite. Apés esta etapa, os RNAs foram
fixados na membrana por crosslinking (Ultraviolet Crosslinker UVP mod. CL1000) durante 2 min
e, em seguida, a membrana foi lavada com solu¢do tampdo SSC 2X durante 1 h. Apos a
lavagem, a membrana foi pré-hibridizada a 42°C, durante 4 h com 5 mL da solucdo
ULTRAhyb™ (Ambion) em forno de hibridizagdo Hybaid. As sondas utilizadas corresponderam
a fragmentos de DNA dos genes gsn (1350 pb), gpn (798 pb) e flbC (744 pb). As sondas foram
marcadas radiativamente com a[*P]JdATP por random priming utilizando o kit NEBlot™
(Biolabs) e, em seguida, purificadas por filtracdo em resina Sephadex G-50 (Sigma) equilibrada
em tampao NT (Tris-HCI 1 mM, pH 8,0; NaCl 1 mM e EDTA 2 mM, pH 8,0) a fim de eliminar os
nucleotideos nédo incorporados. Em seguida, a sonda foi desnaturada a 100°C durante 10
minutos e 100 pL da sonda desnaturada (aproximadamente 10” cpm total) foi adicionada a

bTM

solucéo de pré-hibridizacdo ULTRAhyb ™ (Ambion). A hibridizacédo foi realizada a 42°C durante
a noite. Apoés a hibridizagdo a membrana foi lavada em diferentes condi¢cdes de estringéncia
antes de ser exposta a filmes radiograficos (Kodak T-Mat G/RA).

Condicdes de lavagem:

- SSPE 2x - 20 min/42°C

- SSPE 0,5x; SDS 0,1% - 20 min/42°C

- SSPE 0,1x; SDS 0,1% - 20 min/42°C

8. Clonagem das ORFs

8.1.Clonagem através de biblioteca de cDNA

A tentativa inicial de isolamento do cDNA referente a ORF NCUO04731 foi realizada
através do rastreamento de uma biblioteca de cDNA de N. crassa (AAD5-NC), construida em
fago A, a qual permite a excisdo dos insertos na forma de plasmideo, através do sistema de
recombinagdo cre/lox (BRUNELLI; PALL, 1993). Outros cDNAs foram anteriormente isolados
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no laboratério utilizando o mesmo procedimento. O rastreamento da biblioteca foi realizado de
acordo com o protocolo descrito por Sambrook e Russell (2001). A linhagem bacteriana
hospedeira utilizada foi E. coli XL-1 Blue, crescida em 10 mL de meio LB adicionado de
maltose 0,2% e tetraciclina (concentragdo final 12,5 pg/mL) até uma densidade 6tica a 600 nm
proxima de 1,0. As células foram coletadas por centrifugacdo em uma microcentrifuga
refrigerada, lavadas com uma solu¢do de MgSO, 10 mM e ressuspensas em MgSO, 10 mM
até uma densidade 6tica a 600 nm de 0,6. Um volume de 200 yL dessa suspensao bacteriana
foi transferido para um tubo estéril, juntamente com 100 uL dos fagos na diluicdo de 10°
(melhor diluicdo obtida através da titulacdo). A mistura foi incubada a 37 °C por 30 minutos,
adicionada de 3 mL de top agarose LB (mantido a 48 ‘C) e colocada na superficie de placas
contendo meio LB solido. As placas foram incubadas a 37 ‘C. Apds aparecimento das placas
de lise, foram feitas réplicas das placas em membranas de nitrocelulose, as quais foram
tratadas com solugéo de desnaturacdo (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl) por 5 minutos, em seguida
com solucao de neutralizacéo (0,5 M Tris-HCI, pH 8,0; 1,5 M NacCl) por 5 minutos e depois com
tampédo SSC 20 x por 5 minutos. O DNA aderido a membrana foi fixado através de crosslinking
por 2 minutos (CL-1000 Ultraviolet Crosslinker, UVP).

Para o rastreamento da biblioteca utilizamos como sonda um fragmento de 1392 pb,
correspondente ao produto de amplificacdo por PCR da ORF NCU04731 incluindo o dominio
de ligacdo a partir de DNA genémico.

As membranas de nylon neutras (Hybond N, Amersham) foram colocadas em frascos
de hibridizagdo contendo 10 ml de uma solugdo de hibridizagdo contendo formamida
deionizada 50%, SSPE 6X, Blotto (5% leite em p6 desnatado, 0,02%. azida sédica) 0,05X e
100 ug/mL de DNA esperma de salmdo desnaturado sob aquecimento a 100uC e deixadas
cerca de 1 hora a 42 °C em forno de hibridizagdo (Hybaid). ApOs este periodo, a sonda
marcada e desnaturada foi adicionada a solucdo de pré-hibridizacdo e as membranas foram
incubadas a 42 °C durante uma noite. Apos o periodo de hibridizagdo, as membranas foram
lavadas em diferentes condicGes de estringéncia antes de ser exposta a filmes radiogréaficos
(Kodak T-Mat G/RA).

8.2. Clonagem dos cDNAs por RT-PCR

Sequéncias de oligonucleotideos foram desenhadas para a amplificacdo das ORFs
NCU01629, NCU04731 e NCUA04731. A ORF NCU03043 ja havia sido amplificada por PCR
anteriormente por outra aluna no laboratério. Os pares de oligonucleotideos utilizados estéo
representados na tabela 3.

Os oligonucleotideos foram desenhados a partir das sequéncias nucleotidicas dos
genes que codificam as proteinas, existentes no banco de dados do genoma de N. crassa

(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/neurospora/Home.html). As sequéncias dos
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Tabela 3 — Oligonucleotideos utilizados para a clonagem molecular.

_ ) Sitio de
ORF Pares de oligonucleotideos o
restricéo
Nc3043-F: 5-CATATgTCTTATCAATCgAgCCAg-3° Ndel
NCU03043
Nc3043-R: 5 -ggATCCTTATTCCgAgTgTTggCC-3 BamHI
Nc1629-F: 5-gCTAgCATggCCCTCACTCCgCCCTC-3 Nhel
NCU01629
Nc1629-R: 5 - gAATTCTCACCTCCCCCAAQAATQAC-3’ EcoRl
Nc4731-F: 5 -CATATggCCgATCCCgATgCTgAC-3’
NCUO04731 Nc4731-R: 5- gAATTCTCACgCgCCTgCCAAgCgTTC-3
Ndel
EcoRl

A4731 **Nc4731-1F:5 -CATATggCCggCAgTCCCgATTCCAAC-3’

**Nc4731-1R:5-gAATTCTCATCCAgCgTTCATCTGTTgAgC-3"

**oligonucleotideos desenhados para a produgédo da proteina truncada contendo apenas o
dominio de ligacéo ao DNA.

oligonucleotideos apresentam em negrito os cédons de iniciagdo (AUG) e de término (UAA, e
UGA) da sintese proteica. A ORF NCUO04731 também foi amplificada com o objetivo de
produzir uma proteina na forma truncada em 248 residuos de aminoacidos da regido N-
terminal e 610 residuos na regido C-terminal. A seqUéncia polipeptidica, a ser produzida,
contém apenas a regido do dominio de ligacdo ao DNA com 216 residuos de amino&cidos
(explicado em Resultados). Os sitios correspondentes as enzimas de restricdo foram
adicionados para facilitar a posterior subclonagem no vetor de expressado pET28a em todas as
ORFs.

O isolamento dos cDNAs correspondente as ORFs NCU01629 e NCU04731 foi
realizado por RT-PCR, a partir de uma preparacdo de RNA total disponivel no laboratdrio.
Inicialmente, cerca de 4 pg do RNA total da linhagem selvagem do fungo foi tratado com a
enzima DNase RQ1 RNase-Free DNase (Promega) numa reacdo com o volume final de 10 pl,
para eliminar contamina¢c@es por DNA gendmico presente nas amostras de RNA. Em seguida,
a sintese do cDNA foi efetuada, utilizando-se o kit comercial Superscript® Il First-strand
Systhesis for RT-PCR (Invitrogem), de acordo com as instru¢des do fabricante. As rea¢fes de
amplificacdo foram realizadas utilizando combina¢des dos oligonucleotideos F e R em um
termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf), no volume final de 50 pl. Foi utilizado 2 pL de
cDNA ( template 12 fita), 0,5 uL (1,25 U) da Enzima Phusion DNA Polimerase (Finnzymes), 1
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ML dos oligonucleotideos F e R (100 pmol/uL), 10 uL de 5x Phusion Buffer GC, 1 uL de dNTP
(10 mM) e 1,5 uL de DMSO. Os ciclos da PCR foram: desnaturacdo (96°C/1 min), anelamento
(60-72°C/1 min) e extensdo (68-72°C/40 seg a 1,5 min), por 34 ciclos, num volume final de 50
ML de reacao.

Os produtos das reacdes de amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de
agarose 1% em tampao TAE 1x (0,4 M Tris; 0,2 M &cido acético glacial; 0,01 M EDTA, pH 8,0)
contendo 50 uL de brometo de etidio 1 mg/mL, e em seguida, foram purificados utilizando o kit
GeneClean (BioMP). Os fragmentos de tamanhos esperados foram excisados do gel e
purificados. Apos purificacdo, foi feita a ligacdo dos fragmentos no vetor pMOS-Blue (Blunt
Ended PCR Cloning kit, GE Healthcare) a uma temperatura de 22 °C por uma noite e 0s
produtos das reacfes de ligacdo foram usados para transformar células competentes da
linhagem de E. coli DH10B. Apds transformacdao, a selecéo dos transformantes foi feita através
do plagueamento em meio de cultura 2YT suplementado com 100 ug/mL de ampicilina e 40 pL
de X-Gal, sendo o ultimo usado como indicador visual das colénias que expressam a enzima 3-
galactosidase funcional onde nédo ocorre a insercédo do fragmento desejado. As células foram
incubadas a 37 °C durante uma noite e as coldnias resultantes do crescimento foram
selecionadas e submetidas a extracdo do DNA plasmidial. As diferentes construcbes
plasmidiais foram confirmadas inicialmente por andlise de restricdo. Células dos clones

positivos foram armazenadas a -80°C como cultura permanente em glicerol 16%.

9. Preparo e transformacéao das células competentes de E. coli

Para o preparo das células competentes da linhagem DH10B de E. coli, células nédo
competentes foram rejuvenescidas em 5 mL de meio 2YT e incubadas a 37 °C a 250 rpm,
durante uma noite. Apos a obtencdo de células jovens, 500 uL deste crescimento foram
inoculados em 100 mL de meio 2YT e a cultura incubada a 37 °C a 250 rpm até uma densidade
Gtica a 600 nm de aproximadamente 0,7. As células foram coletadas em tubos Falcon (50 mL)
estéreis a 700 x g/4 °C/15 minutos em microcentrifuga de mesa. Os concentrados celulares
foram lavados com 40 mL de uma solugéo de CaCl, 100 mM gelada e estéril e dissolvidos em
8 mL de CaCl, 100 mM estéril. As células competentes foram utilizadas para as reagfes de
transformacé&o.

Para a transformacéo, aproximadamente 5 yL da reacéo de ligacdo de cada uma das
construcdes foram incubados em gelo por 30 minutos com 100 pL de células competentes. Em
seguida, as suspensbes foram submetidas ao choque térmico pela transferéncia para um
banho a 42 °C por 2 minutos. Ap6s o choque térmico, as suspensdes foram adicionadas de 400
ML de meio 2YT e novamente incubadas a 37 °C/60 min. Apds este periodo as células foram
plagueadas em meio 2YT contendo o antibidtico especifico.
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10. Mini-extracéo de DNA plasmidial

O DNA plasmidial foi extraido pelo método de boiling prep descrito por Holmes e
Quigley (1981). As colbnias bacterianas isoladas foram inoculadas em 5 mL de meio 2YT +
glicose 0,2% e crescidas a 37 °C durante uma noite, em seguida, cerca de 3 mL da cultura de
células foram transferidos para tubos eppendorf de 1,5 mL e foram coletados duas vezes
através de centrifugagdo a 14.000 rpm/1min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspenso em 350 pL de solugdo STET (8% sacarose; 0,5% Triton X-100; EDTA 50 mM, e
Tris 10 mM, pH 8,0 contendo 30 mg de lisozima). A mistura foi aguecida em banho de agua
fervente por 40 segundos, e imediatamente resfriada em freezer -20 °C por 10 minutos. Em
seguida, centrifugada a 14.000 rpm/10 min/4 °C.

Com uso de palitos de dente, o precipitado foi retirado e descartado, sendo os acidos
nucléicos precipitados com 40 yL de acetato de sédio 3 M, pH 5,2 e 420 uL de isopropanol. A
seguir, o material foi centrifugado a 14.000 rpm/15 min/4 °C. O precipitado foi dissolvido em
100 pL de &gua pura e acrescentou-se 100 pL de fenol saturado com tamp&o. Essa mistura foi
vigorosamente agitada em vortex e, posteriormente, centrifugada a 14.000 rpm/10min/4 °C. Um
volume de 90 pL da fase aquosa foi transferido para um tubo eppendorf novo e o DNA
plasmidial foi precipitado com 40 uL de acetato de amonio 7,5 M e 300 pL de etanol absoluto
gelado. O DNA plasmidial foi coletado por centrifugacéo e lavado duas vezes com 800 uL de
etanol 70% gelado (14.000 rpm/5 min/4 °C). O DNA foi dissolvido em 20 yL de agua apos

secagem por aproximadamente 15 minutos ao ar.

11. Extracdo de DNA genémico do fungo Neurospora crassa

O DNA genbmico da linhagem selvagem e das linhagens mutantes foi extraido baseado
no protocolo de Weiland (1997). Para isso, o micélio congelado a -80 °C foi macerado em
nitrogénio liquido para a obtencdo de um pé fino que foi imediatamente transferido a um
eppendorf de 1,5 mL contendo 500 pL de tampé&o de extracdo (200 mM Tris-HCI, pH 8,0; 250
mM NaCl; 25 mM EDTA e SDS 1%) e 500 pyL de uma solucdo de fenol: cloroférmio: alcool
isoamilico na proporcdo 25:24:1. Os tubos foram homogeneizados por aproximadamente 5
minutos em vortex e, em seguida, centrifugados a 16.000 x g/4°C/10 min. A fase aquosa foi
transferida para um tubo limpo e o DNA precipitado com 80 uL de acetato de sddio 3M, pH 5,2,
e 500 pL de isopropanol gelado. Os tubos foram deixados a -80°C por aproximadamente 10
minutos e, posteriormente, centrifugados a 16.000 x g/4°C/10 min. O precipitado foi
ressuspenso em 100 uL de agua contendo 20 pg/mL de RNase e mantidos em banho a 37°C
por 30 minutos para a remocdo do RNA. ApOs esse periodo, 200 yL de fenol foram

acrescentados ao tubo e homogeneizados em vortex para a desproteinizacdo das amostras.
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Os tubos novamente foram centrifugados (16.000 x g/4°C/10 min) e a fase aquosa transferida
para tubo eppendorf limpo, e o DNA foi precipitado com 40 yL de acetato de amobnio 7,5 M e
300 pL de etanol absoluto gelado. Os tubos foram deixados a -20°C por 2 horas. Em seguida,
0s tubos foram centrifugados (16.000 x g/4°C/10 min) e o precipitado obtido foi lavado com 700
ML de etanol 70% por trés vezes. O precipitado foi ressuspenso em 100 pyL de agua e a
concentracdo do DNA foi determinada por absorbancia a 260 nm e a pureza foi analisada pela

relacdo das absorbancias 260/280nm em um espectrofotdbmetro Beckman, modelo DU 640.

12. Confirmac¢&o dos nocautes génicos nas linhagens mutantes

Para a confirmacgdo de que o nocaute das ORFs foi realmente realizado no genoma das
linhagens mutantes selecionadas foram feitas reacdes de amplificacdo por PCR utilizando-se
como molde cerca de 1 pg do DNA gendmico das linhagens selvagem (controle) e mutantes.
Foram utilizados nas reagBes de amplificagdo os mesmos pares de oligonucleotideos das
reacbes de clonagem por RT-PCR especificos para cada ORF, descritos na Tabela 3. As
condicbes das reacdes de PCR foram as mesmas descritas no subitem 8.2. Os fragmentos de
DNA foram separados em gel de agarose 1%, e a imagem capturada pelo sistema de foto-

documentagao.

13. Ensaios de producéo e purificagdo das proteinas recombinantes

13.1- Subclonagem das ORFs em vetores de expressao

Os vetores de expresséo utilizados foram o pET-28a (Novagen), o qual produz a
proteina fusionada a uma cauda de seis residuos de histidina e o vetor pGEX-4T1 (Amersham),
0 qual produz a proteina recombinante fusionada a GST. Os insertos existentes nas
construgbes plasmidiais pMOS-3043, pMOS-1629 e pMOS-A4731 (produgdo da proteina
truncada) foram transferidos para os vetores de expressao.

O cassete de DNA da ORF NCU03043 (1.101 pb) foi retirado da construcdo pMOS-
3043 por digestdo com as enzimas Ndel e BamHI. Como essa ORF possui um sitio de Ndel no
meio da sequéncia nucleotidica, a transferéncia para o vetor de expressdo pET28a
previamente digerido com as mesmas enzimas foi realizado em duas etapas. Primeiramente,
isolou-se o fragmento maior contendo 744 pb usando as enzimas Ndel e BamHI e o fragmento
foi inserido no vetor de expressédo pET28a, linearizado com as mesmas duas enzimas. Em uma
segunda etapa, o fragmento menor contendo 357 pb também foi retirado da constru¢do pMOS-
3043 usando apenas a enzima Ndel e inserido na constru¢cdo pET28a contendo o fragmento de
tamanho maior (744 pb) e aberto com a mesma enzima, resultando na construcdo pET-3043.
Esta mesma ORF (NCU03043) também foi transferida para o vetor de expressdo pGEX-4T1.
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Neste processo, o fragmento todo foi retirado da construcdo pMOS-3043 por digestdo com a
enzima BamHI e ligado ao vetor pGEX-4T1 linearizado com a mesma enzima.

O inserto da ORF NCU01629 (1.263 pb) foi retirado da construgdo pMOS-1629 por
digestdo com as enzimas Nhel e EcoRIl e transferido para o vetor de expressdo pET28a
previamente digerido com as mesmas enzimas, gerando a construgdo pET-1629. A ORF
NCUA4731 foi retirada da constru¢cdo pMOS-A4731 por digestdo com as enzimas Ndel e EcoRl
e inserida do vetor de expressdo pET28a digerido com as mesmas enzimas, gerando a
construgcao pET-A4731. Os produtos de ligacdo foram usados para transformar células de E.
coli. A selecéo dos transformantes foi realizada através do plaqueamento em meio de cultura
2YT + 0,2% glicose, suplementado com 100 ug/mL de canamicina (construcfes em pET28a) e
100 pug/mL de ampicilina (constru¢cdes em pGEX-4T1). Apés a extracdo do DNA plasmidial, os

clones positivos foram confirmados por analise de restricdo e por sequenciamento de DNA.

13.2. Ensaio de inducéo e andlise de solubilidade

As construcdes plasmidiais foram transformadas em E. coli BL21(DE)pLys-S, Rosetta
ou ArcticExpress competentes para a andlise de inducédo e solubilidade das proteinas. Para os
ensaios de producéo na linhagem de E. coli BL21, os controles negativo e positivo foram o
vetor pET vazio e a construcdo pET-XAC2369 (producdo de uma proteina de Xanthomonas
citri subsp. citri), respectivamente. A construcao pET-CopB (producdo de uma proteina de X.
citri) foi usada como controle positivo no ensaio de indugédo na linhagem ArcticExpress. Na
construcdo em pGEX (pGEX-3043), apenas o controle negativo (pGEX vazio) foi utilizado.
Colbnias isoladas de cada transformacédo foram utilizadas nos ensaios de producdo das
proteinas recombinantes. Inicialmente, as células foram inoculadas em 5 mL de meio 2YT +
0,2% glicose contendo o antibiético adequado, e incubadas por 16 horas a 37 °C, 200 rpm (pré-
inodculo). ApGs o crescimento, 1 mL da cultura foi inoculado em 50 mL de meio 2YT + 0,2%
glicose, nas mesmas condi¢gfes acima até atingir uma DOgyonm= 0,6-0,8. Uma aliquota de 2 mL
de cada amostra ndo-induzida (NI) foi retirada em tubo eppendorf e coletada por centrifugagéo
a 14.000 rpm/2 min/4°C. Posteriormente, a produ¢do das proteinas recombinantes foi induzida
pela adicdo de IPTG numa concentracdo final de 0,4 mM a 37°C, 250 rpm por 4 horas. As
células da linhagem ArcticExpress foram induzidas a 12°C, 250 rpm por 24 horas. Ao final da
inducdo as células foram coletadas (14.000 rpm/5 min/4 °C) em centrifuga em Beckman
modelo AvantG25 e o sobrenadante foi descartado.

Os precipitados celulares foram ressuspensos nos tampdes de lise: Tris (50 mM Tris-
HCI, pH 8,0; 20 mM NacCl; 5% glicerol; 0,5% tween-20; 0,5% triton x-100) ou Hepes (50 mM
Hepes, pH 7,0; 500 mM NaCl; 5% glicerol; 0,5% NP-40), acrescidos de 5mM EDTA, 1mM
PMSF e 10 mM benzamidina. Posteriormente, as células foram lisadas em sonicador (SONICS,

Vibra Cell) com 3 pulsos de 30 segundos e intervalos de 30 segundos no gelo (poténcia 30%).
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O lisado celular foi centrifugado a 20.000 rpm/20 min/4 °C e o sobrenadante recolhido em tubo
limpo. O precipitado foi ressuspenso em 3 mL do mesmo tampéao de lise, assim como também
as células ndo-induzidas (NI) foram ressuspensas em 300 uL dos tampdes.

Apoés a quantificacdo de proteinas (HARTREE, 1972), quantidades do extrato total das
amostras NI (ndo-induzida), S (sobrenadante) e P (precipitado) de cada amostra e controles
foram separados por SDS-PAGE em gel 12% (LAEMMLI, 1970). A eletroforese foi realizada a
temperatura ambiente a 100 V durante 2-3 horas, no sistema de eletroforese Mini-Protean lll
(Bio-Rad).

13.3. Confirmacdo por Western blot

Para a confirmacado da producdo das proteinas recombinantes, ensaios de Western blot
foram realizados. Apos o fracionamento por eletroforese, as proteinas foram transferidas para
uma membrana de nitrocelulose em um sistema Mini Trans-Blot Eletrophoretic Transfer Cell
(BioRad) usando o tampéo de transferéncia (20 mM Tris-HCI pH 8,0; 150 mM glicina; 200 mL/L
de metanol) durante 2 horas a 100 V/250 mA. A membrana foi entdo incubada com uma
solucdo de 6% de leite em pd desnatado em tampédo 1X TBST (20 mM Tris-HCI pH 7,5; 500
mM NaCl; 0,05% tween-20) com suave agitacao durante 16 horas para permitir o bloqueio da
mesma. Apos esse periodo, a membrana foi lavada com 1X TBST (3 vezes/5 min) e incubada
com anticorpo monoclonal anti-His conjugado com fosfatase alcalina (Sigma, diluicdo 1:10.000
em 1X TBST + 3% leite) por 2 horas a temperatura ambiente com agitacdo, para a deteccao de
proteinas fusionadas a poli-His (constru¢cdes baseadas no vetor pET28a). Em seguida, as
membranas foram novamente lavadas com 1X TBST e procedeu-se a revelacdo em 10 mL de
tampéo bicarbonato (100 mM NaHCOj; 1 mM MgCl,, pH 9,8) adicionado de 100 uL NBT
(cloreto p-nitroazul de tetrazélio) (30 mg/mL em 70% DMF) e 100 uL BCIP (5-bromo-4-cloro-3-
indol-fosfato de p-toluidina) (15 mg/mL em DMF).

Para a detec¢do da proteina fusionada a GST (pGEX-3043), a membrana foi incubada
com anticorpo primério anti-GST (IgG coelho) (diluicdo 1:5.000 em 1X TBST + 3% leite) por 2
horas a temperatura ambiente, lavada com 1X TBST trés vezes (5 minutos cada lavagem) e
incubada com anticorpo secundario anti-lgG (coelho) conjugado com peroxidase (Sigma,
diluicdo 1:30.000 em 1X TBST + 3% leite) por 2 horas a temperatura ambiente. Apés as
lavagens em 1X TBST, procedeu-se a revelacdo incubando a membrana durante 40 segundos
em 5 mL de uma solugéo tampao 100 mM Tris-HCI, pH 8,5, contendo acido p-cumarico 0,2 mM
e luminol 1,25 mM e 1,5 uL de perdxido de hidrogénio 30%. Em seguida, a membrana foi

exposta ao filme radiografico Kodak T-Mat por cerca de 10 segundos a temperatura ambiente.

13.4. Purificagao de proteinas recombinantes
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Apo6s a confirmacdo da expressdo das proteinas pelo método de Western blot, as
células de E. coli BL21, Rosetta ou ArcticExpress carregando as construcdo produtoras das
proteinas recombinantes foram induzidas em maior volume para a realizacao do procedimento

de purificacéo.

13.4.1. Purificagdo de proteina recombinante em pequena escala

Células de E. coli BL21 expressando a proteina His-3043 foram crescidas em 200 mL
de meio 2YT + 0,2% glicose contendo canamicina (100 pg/pL) e cloranfenicol (34 pg/uL). A
inducdo em mesma quantidade de meio também foi realizada em células E. coli ArcticExpress
expressando a proteina His-1629 e os antibiéticos usados foram canamicina (100 pg/uL),
spectinomicina (75 pg/uL) e gentamicina (20 pg/pL). As condicbes de inducéo utilizadas nos
ensaios que apresentaram producdo e solubilidade das proteinas foram mantidas nos ensaios
de producéo para a purificacdo da proteina.

Apos inducdo, as células contendo a proteina His-3043 foram coletadas e ressuspensas
em 2 mL do tampéo de lise Tris contendo uma baixa concentracdo de Imidazol (50 mM Tris-
HCI pH 8,0; 300 mM NacCl; 20 mM Imidazol; 10% glicerol; 0,01% Triton X-100) acrescentado de
uma mistura de inibidores de protease (0,5 mM PMSF, 1 mM DTT, 5 pg/mL de cada antipaina,
pepstatina A, leupeptina e benzamidina). Para as células contendo a proteina His-1629, o
mesmo procedimento foi realizado, porém, as células foram lisadas em tampdo Hepes
contendo Imidazol (50 mM Hepes pH 7,0; 500 mM NaCl; 20 mM Imidazol; 5% glicerol; 0,5%
NP-40). As células foram submetidas a trés ciclos de choque térmico, alternando entre
congelamento em N, liquido e agua fria. O rompimento celular foi finalizado em sonicador (5
ciclos de 10 seg, com intervalos de 1 min em gelo) e o sobrenadante recolhido apos
centrifugacado (20.000 rpm/20 min/4°C). Antes de seguir com a purificacdo da proteina
recombinante contida no sobrenadante, uma aliquota foi reservada para a andlise por SDS-
PAGE (amostra S).

As proteinas recombinantes contidas no sobrenadante foram isoladas com diferentes
volumes de resina de Ni-NTA-agarose (Qiagen) na bancada. Inicialmente, a resina foi
condicionada através de sucessivas lavagens em tampao de lavagem gelado (mesmo tampao
utilizado na lise contendo inibidores de protease). Posteriormente, a resina condicionada foi
adicionada ao contetdo do sobrenadante (aproximadamente 2 mL), o qual foi homogeneizado
manualmente e incubado a 4 °C durante 1 hora, sob agitacdo suave. Apés a ligacdo da
proteina a resina, a mesma foi centrifugada e o sobrenadante separado (amostra FT1 — flow
through). A resina foi lavada 4 vezes com tampao de lavagem e todas as frac6es das lavagens
foram reservadas em um so tubo (FT2 — flow through). As proteinas ligadas a resina foram
eluidas em diferentes concentracdes de imidazol: 100, 300 e 500 mM (E1, E2 e E3) preparado

em tampé&o de elui¢do (Tris ou Hepes) contendo inibidores de protease. A proteina His-3043 foi
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dialisada contra 1 L de tampé&o de dialise (10 mM Tris-HCI pH 7,9; 100 mM KCI; 20% glicerol
viv; 1 mM EDTA e 0,5 mM DTT) por 16 horas (D1 e D2). As proteinas dialisadas foram
centrifugadas (14.000 rpm/20 min/4 °C) para a remocéo de eventuais precipitados. Todas as
fracbes foram quantificadas por Hartree (1972) e analisadas em gel SDS-PAGE em gel 12%
(LAEMMLLI, 1970).

13.4.2. Purificagdo em larga escala

As culturas celulares submetidas a purificacdo em larga escala foram crescidas em 1L
de meio 2YT + 0,2% glicose, contendo antibiotico conforme a linhagem E. coli e vetor, o qual a
proteina é expressa. Para a purificacdo de His-3043, GST-3043 e His-1629, as culturas
celulares foram induzidas nas condi¢Bes que apresentaram melhor solubilidade e o precipitado
de células foi ressuspenso em 30-60 mL de tampdao de lise acrescentado de uma mistura de
inibidores de protease (0,5 mM PMSF, 25 mM benzamidina e 50 mM NaF). O tampéao Tris (50
mM Tris-HCI pH 8,0; 300 mM NacCl; 80 mM imidazol; 10% glicerol) foi utilizado na purificacéo
da proteina His-3043, o tamp&o Hepes (50 mM Hepes pH 7,0; 500 mM NaCl; 150 mM imidazol;
5% glicerol;) na purificacdo da proteina His-1629 e o tampé&o PBS pH 7,8 (140 mM NaCl, 2,7
mM KCI, 10 mM NA,HPO,, 1,8 Mm KH,PO,) para purificar a proteina fusionada a GST (GST-
3043). As células foram submetidas a trés ciclos de choque térmico, alternando entre
congelamento em N, liquido e banho de agua fria. O rompimento celular foi finalizado em
sonicador (5 ciclos de 30 seg, com intervalos de 30 seg em banho de gelo) e o sobrenadante
recolhido apés centrifugacao (30.000 x g/4 °C/30 min). As proteinas recombinantes contidas no
sobrenadante foram purificadas por cromatografia de afinidade em coluna de niquel His-Trap (1
mL) (GE Healthcare) no aparelho de purificacdo Akta Prime (Amersham).

As proteinas fusionadas a histidina foram eluidas em um gradiente linear de
concentracdo de imidazol preparado no mesmo tampdo de homogeinizacdo sem o0s
detergentes. A proteina His-3043 foi eluida em um gradiente linear de 80 a 500 mM de imidazol
e a proteina His-1629 em um gradiente 150 a 500 mM. Ja a proteina fusionada a GST (GST-
3043) foi eluida em tampdo contendo 50 mM Tris-HCI pH 7,8; 200 mM NaCl e 10 mM de
glutationa. Os produtos purificados foram analisados em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12%
(LAEMMLLI, 1970) e a eletroforese foi realizada a temperatura ambiente a 200 V durante 1 h, no

sistema de eletroforese Mini-Protean Il (Bio-Rad).

14. Anélise da ligacdo DNA-proteina por EMSA

Os ensaios de EMSA, também conhecido como ensaio de mobilidade em gel, foram

realizados com a proteina recombinante His-3043 e com extrato proteico total de N. crassa.
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Nesses ensaios, fragmentos de DNA marcados (sondas) dos promotores gsn e gpn foram

testados quanto a capacidade de ligacdo das proteinas.

14.1. Preparo do extrato bruto protéico

Uma suspenséo de conidios da linhagem selvagem de N. crassa (aproximadamente 10°
células/mL) foi inoculada em 2 L de meio VM liquido e colocada a 30°C sob agita¢do constante
de 250 rpm por 24 h. Apos esse periodo, o micélio foi coletado por filtracdo a vacuo em papel
filtro, rapidamente congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C.

Cerca de 10 g do micélio foi pulverizado em nitrogénio liquido. Em seguida, o po foi
transferido para um tubo Falcon de 15 mL contendo 10 mL de tampéo de lise (15 mM HEPES
pH 7,9; 500 mM KCI; 0,5 mM EDTA pH 8,0; 5 mM MgCIZ; 25 mM benzamidina, 1 mM DTT; 0,5
mM PMSF; 50 mM NaF; 10 ug/uL de antipaina e pepstatina A; 10% (v/v) gliceral) e
homogeneizado com glass beads em vortex (8 pulsos de 30 seg x 30 seg no gelo). A solugéo
protéica foi separada das beads por centrifugacdo (4.000 rpm/4°C/2 min), transferida para
tubos eppendorfs limpos de 2 mL e centrifugada a 14.000 rpm/4°C/15 min. O sobrenadante foi
dializado contra tampéo D (15 mM HEPES pH 7.9, 100 mM KCI, 1 mM EDTA, glicerol 15%) por
2h e submetido a purificacéo por cromatografia de afinidade em coluna de Heparina-Sepharose
(5 mL) (GE Healthcare) em aparelho de purificagdo Akta Prime (Amersham). A estrutura da
heparina no método utilizado serve como analogo ao DNA permitindo a ligacdo de proteinas
ligadoras de DNA. As proteinas foram eluidas em um gradiente linear de 0,1 a 1,5 M de KCI
preparado em tampéo D de coluna gelado. As fracBes coletadas foram dializadas duas vezes
contra tampéo D, e reservadas para serem testadas quanto a capacidade de ligagdo com

sonda de DNA especifica.

14.2. Preparo e marcacado das sondas de DNA

Sondas radiativas correspondentes aos fragmentos de DNA a serem analisadas quanto
a capacidade de ligacdo das proteinas foram obtidas por PCR, utilizando primers (tabela 4). As
reacoes de amplificacdo foram realizadas utilizando 1,0 yg DNA, 0,5 uL de enzima Taq
Polimerase (Invitrogen), 1 uL dos oligonucleotideos F e R (100 pmol/uL), 5 yL de tampé&o de
PCR 10x, 2,5 pL de MgCl, 50 mM, 1 pL de dNTP (10 mM) e 2 pL de a-[**P]dATP (10* cpm). Os
ciclos da PCR foram: desnaturacdo (96°C/1 min), anelamento (50-52°C/1 min) e extensao
(72°C/1 min), por 39 ciclos, num volume final de 50 yL de reacdo. Os fragmentos de DNA
amplificados foram purificados em low melting point agarose 2% em TAE 1X, precipitados com
glicogénio 20%, acetato de s6dio 3 M (pH 5,2) e etanol absoluto e usados como sondas nos
ensaios de EMSA. A capacidade de ligacao da proteina recombinante purificada His-3043 foi
testada em relagédo a duas sequéncias da regido promotora do gene gpn contendo o elemento

46



Materiais ¢ Métodos

cis correspondente ao sitio de ligagdo da proteina homoéloga FIbC. Os fragmentos de DNA
contendo as sequUéncias desejadas usados como sonda referente ao promotor gpn foram
amplificados por reacfes de PCR contendo 1 uL (100 pmol/uL) dos pares de oligonucleotideos
FIbC-F /FIbC-R.

Tabela 4 — Oligonucleotideos utilizados nos ensaios no preparo de sondas para EMSA.

Oligonucleotideos
SREBP-FP2: 5-CATgggAgTATTCgTTgC - 3
SREBP-RP2: 5-TCTgACCTTTCCCAATCAg - 3
FIbC-F: 5"-gggAgACggCAAAggCgAT - 3
FIbC-R: 5" -gAAggACATAgAgATAgQg - 3

Neste processo, um primeiro fragmento de DNA foi amplificado a partir de 400 ng de
DNA gendmico da linhagem selvagem utilizando a enzima Tag Polimerase (Invitrogen) em um
volume final de 50 pL de reacdo. Esse fragmento foi excisado do gel de agarose 1%, purificado
através do kit GeneClean (BioMP) e clonado no vetor pMOSBIlue (pMOS-gpn). Para o preparo
das sondas de DNA, uma nova reacdo de PCR contendo 3 pL de a-[**P]JdATP (10* cpm) foi
realizada, conforme descrito anteriormente, a partir da construcdo pMOS- gpn. O produto da
amplificacédo foi digerido com as enzimas Sacl e Hindlll para a liberacdo de seqiéncias de DNA
com 241 pb e 313 pb, os quais foram utilizados nas reacfes de ligacao.

Para o preparo da sonda Srel, um fragmento de DNA do promotor gsn contendo o
elemento cis correspondente ao sitio de ligacdo da proteina codificada pela ORF NCU04731 foi
amplificado por PCR com os oligonucleotideos SREBP-FP2 e SREBP-RP2. A reacdo de PCR
foi realizada conforme descrito anteriormente e o fragmento de DNA resultante da amplificacao

gerou uma sonda de 164 pb.

14.3. Competidores especifico e inespecifico para 0s ensaios

Em todas as reacdes de ligacdo contendo a proteina e a sonda marcada para analise
da interacdo DNA-proteina foram utilizados o copolimero poli(dl-dC)e(dIl-dC) (GE Healthcare)
como competidor inespecifico. Em uma segunda etapa do processo, competidores especificos
foram preparados como as sondas utilizadas, sem sofrerem marcacdo radiativa e foram
utilizados para a confirmacdo da especificidade da interacdo DNA-proteina apresentada. A
reacdo de PCR foi mantida nas mesmas condicdes descritas com 0S mesmos
oligonucleotideos, e os fragmentos de DNA foram purificados em low melting point agarose 2%
em TAE 1X.
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14.4. Ensaio de mobilidade em gel

A interacdo DNA-proteina foi realizada em 30-100 uL de um tampdo de ligagdo 1X (125
mM HEPES pH 7,9, 100 mM KCI, 0,5 mM EDTA pH 8,0, 50% glicerol v/v) contendo uma
mistura de inibidores de protease (0,05 mM DTT, 0,025 mM PMSF, 5 pg/mL benzamidina, 5
pg/mL antipaina A, 5ug/mL pepstatina, 5 ug/mL NaF), 2 ug/reacdo de poli(dl-dC)e(dI-dC) e 2,0
a 20 ug da proteina recombinante His-3043 purificada ou 20-60 ug do extrato total (no caso da
sonda Srel). Na primeira etapa da reacao, diferentes concentracées de proteina (purificada ou
do extrato celular total) foram incubadas em tampédo de ligacdo a temperatura ambiente
adicionadas de 0,6 ng de sonda marcada (10* cpm) durante 20 min. Para o ensaio de
competicdo, o competidor especifico foi adicionado a reacao de ligacdo 10 minutos antes da
adicdo da sonda marcada. O competidor especifico foi adicionado em um excesso molar de 10
a 20X superior a concentracdo de sonda. Apos incubagcdo com a sonda, as reacdes foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 4-5% (29:1) ndo desnaturante, em tampao
TBE 0,5X (300 V, 10 mA, 15°C). O gel foi secado e autoradiografado em filme Kodak T-Mat
G/RA.

15. Anélise computacional dos fatores de transcri¢éo selecionados

As sequéncias nucleotidicas das ORFs que codificam os fatores de transcricdo das
linhagens mutantes selecionadas e as sequéncias polipeptidicas foram identificadas no banco
de genes de N. crassa (http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/neurospora/Home.htmL).
Para a estimativa tedrica das propriedades fisico-quimicas dos fatores de transcricdo foi

utilizado a ferramenta ProtPAram no site do servidor ExPASY (www.expasy.org/tools/protpar-

ref.htmL). A deteccdo e caracterizacdo dos dominios conhecidos presentes nos fatores de
transcricdo foi feita por meio das informacdes disponiveis no genoma do fungo

(http://www.fgsc.net/scripts/strainsearchform.asp), pelo SMART (http://smart.embl-

heidelberg.de), Pfam 22.0 (http://pfam.sanger.ac.uk) e os dominios transmembrana foram

analisados pelo SOSUI (http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/sosui_submit.html).
As sequéncias polipeptidicas foram comparadas com seqiiéncias disponiveis no banco
de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI), utilizando a ferramenta

Blastp (http://www.nchi.nlm.nih.gov/blast/). Para o alinhamento mdultiplo das sequéncias de

proteinas que apresentaram similaridades relevantes com a analise do Blastp, foram utilizados
0s seguintes programas: ClustalW, no site do European Bioinformatics Institute

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw) e o Boxshade, no site Box Shade Server

(http://www.ch.embnet.org/software/BOX form.htmL).
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1. Determinacdo do conteudo de glicogénio e andlise da expressao do gene gsn

Linhagens do fungo contendo genes (que codificam as proteinas estudadas no presente
projeto) nocauteados pela insercdo de uma marca de resisténcia foram avaliadas em relacao
aos seus conteudos de glicogénio e expressao do gene gsn por Northern blot e comparadas a
linhagem selvagem. As linhagens mutantes analisadas, adquiridas junto ao FGSC foram:
FGSC#11139, FGSC#11102 e FGSC#11355, as quais apresentam, respectivamente, as ORFs
NCU04731, NCUO01629 e NCUO03043 nocauteadas. Esses experimentos foram realizados
anteriormente no laboratério por outros alunos e as linhagens mutantes foram selecionadas por
apresentarem perfis de acumulo de glicogénio distintos da linhagem selvagem. No decorrer
deste trabalho foi visto que a linhagem mutante na ORF NCUO04731 ndo estava corretamente
nocauteada no gene alvo. Por esse motivo, uma nova linhagem mutante foi adquirida pelo
FGSC e, ap6s confirmacdo do nocaute, novas andlises envolvendo acimulo de glicogénio e
expressao do gene gsn foram realizadas com a mesma.

As linhagens mutantes foram analisadas em relagdo ao conteudo de glicogénio e
expressao do transcrito gsn na temperatura normal de crescimento (30 °C) e em situacao de
choque térmico (45 °C) e as quantificacdes foram realizadas nas amostras dos micélios
coletados em tais situacBes. Os resultados obtidos estdo apresentados na figura 2A. Na
linhagem selvagem ocorreu uma reducdo do conteddo de glicogénio apés o choque térmico
qguando comparado a condigdo normal de crescimento. Em relacdo ao acumulo de glicogénio
nas linhagens mutantes nas ORFs NCU04731 e NCUQ3043, apesar de também apresentarem
diminuicdo nos niveis de glicogénio apos o choque térmico, as quantidades foram diferentes
quando se compara as apresentadas pela linhagem selvagem. Ja a linhagem mutante na ORF
NCUO01629 apresentou contetudos de glicogénio antes e ap6s choque térmico similares e nao
mostrou reducao apds choque térmico.

A expressao do gene gsn por Northern blot foi realizada a partir do RNA total extraido a
partir dos mesmos micélios utilizados na dosagem de glicogénio. Nesse experimento, a
expressao do gene foi analisada utilizando o transcrito RNA ribossémico 18 S como controle
enddgeno e os resultados estdo apresentados na figura 2B. Resultados obtidos anteriormente
no laborat6rio mostraram que a expressédo do gene gsn é maxima em 24 horas de crescimento
e é drasticamente reduzida ap6s choque térmico (DE PAULA et al., 2002; FREITAS;
BERTOLINI, 2004). Esse perfil apresentado pela linhagem selvagem pode ser visto na figura
2B. As trés linhagens mutantes apresentaram um perfil de expressao do gene gsn diferente da
linhagem selvagem. A linhagem mutante na ORF NCUQ04731 apresentou niveis do transcrito
gsn, tanto antes quanto depois do choque térmico, superiores em relagdo aos observados pela
linhagem selvagem, apresentando uma pequena reducdo apos choque térmico. A linhagem

mutante na ORF NCU01629 apresentou niveis iguais do transcrito do gene gsn, antes e depois
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Figura 2- Acumulo de glicogénio e expressao do gene gsn antes e depois do choque
térmico nas linhagens mutantes selecionadas. (A) Analise das linhagens mutantes
selecionadas juntamente com a selvagem em relacdo ao acumulo de glicogénio. (B) Expressao
do gene gsn. Autoradiografia do gel, perfii do RNAr 18S em gel de agarose e andlise
densitométrica da imagem utilizando o software ImageJ (ABRAMOFF; MAGALHAES, 2004). A
expressao relativa foi calculada pela razdo entre gsn RNAmM/18 S RNAr.
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do choque térmico, sendo antes do choque térmico inferior ao apresentado pela linhagem
selvagem. Na linhagem mutante que possui a ORF NCUO03043 nocauteada, apesar de o perfil
de acumulo de glicogénio ser semelhante ao observado na linhagem selvagem, a expressao do
gene gsn foi diferente, apresentando niveis aparentemente iguais do transcrito tanto antes
como depois do choque térmico. Os experimentos apresentados mostraram que os fatores de
transcricdo codificados pelas 3 diferentes ORFs podem estar envolvidos na regulacdo do
metabolismo do glicogénio, possivelmente regulando a expresséo do gene gsn.

Os resultados descritos acima motivaram a realizacdo de estudos mais detalhados com
essas proteinas a fim de obter uma caracterizacdo funcional dos fatores de transcricdo e

verificar a relacao destas proteinas na regulacdo da via metabdlica do glicogénio.

2. Caracteristicas dos fatores de transcricao

Utilizando as informacdes disponiveis no banco de dados do genoma do fungo N.
crassa, juntamente com a utilizagdo de ferramentas de bioinformatica, foi possivel obter dados
sobre os fatores de transcricdo selecionados. A Tabela 5 apresenta algumas informacdes
sobre as proteinas estudadas como o tamanho do cDNA, nimero de residuos de aminoacidos,
massa molecular e ponto isoelétrico estimados e a familia dos fatores de transcricdo. As
proteinas estudadas encontram-se anotadas no banco de dados do fungo como proteinas
hipotéticas. As figuras 3 e 5 indicam o posicionamento e a localizacdo exata dos dominios de
ligacdo ao DNA encontrados nos fatores de transcricdo estudados. Nota-se que a proteina
codificada pela ORF NCUO03043 possui dois dominios da familia zinc finger na regidao C-
terminal (figura 3). A proteina codificada pela ORF NCU01629 possui trés dominios zinc fingers
localizados mais proximos a regidao C-terminal e o fator de transcricdo codificado pela ORF
NCU04731 possui o dominio helix-loop-helix (bHLH) na regido central da proteina (figura 3). Na
figura 5, as sequéncias de aminoacidos das proteinas sdo mostradas e as regibes dos
dominios encontrados foram salientados.

Uma proteina regulatéria reconhece uma seqiéncia de DNA porque a superficie da
proteina é extensivamente complementar as caracteristicas da dupla-hélice naquela regido. Na
maioria dos casos, a proteina faz um grande numero de contatos com o DNA, envolvendo
pontes de hidrogénio, pontes ibnicas e interacdes hidrofébicas. O primeiro motivo protéico de
ligacdo a DNA a ser reconhecido foi o hélice-volta-hélice, existente na proteina codificada pela
ORF NCUO04731 (figura 4). Esse motivo é apresentado em proteinas de procariotos e
eucariotos sendo formado por duas a-hélices ligadas por uma pequena cadeia estendida de
aminoacidos, que constitui a “volta”. As duas hélices sdo mantidas num angulo fixo,

primariamente através de interagfes entre elas. Uma dessas hélices se encaixa no sulco maior
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Massa

cDNA Residuos Ponto Familia do Fator
ORF (pb) de AA molecular isoelétrico de Transcrigao
P estimada (kDa) ¢
NCU03043 1.101 366 39,45 8,79 zinc finger C,H,
NCU01629 1.263 420 45,91 8,82 zinc finger C,H,
NCU04731 3.225 1.075 108,85 6,5 bHLH
[
NCU03043 -—-—-—-—l'ﬁ E
H
NCU01629 P
H
NCU04731

Figura 3- Representacdo esqueméatica dos fatores de transcricdo selecionados feita pelo
servidor EMBL-SMART (http://smart.embl-heidelberg.de). O quadrado em rosa claro representa
o dominio HLH, barras em azul claro representam dominios C,H, e as barras em rosa
representam sequéncias com baixa complexidade ou dominios com func¢des desconhecidas.

Figura 4- Representacdo esquematica dos dominios de ligacdo ao DNA C,H, (A) e bHLH (B).
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NCU03043

MBY QSSQPHF TNPWGSSSGPGGPPPPPPPQOPAPQNMYT NNRDSAGL PHL NL AAL PKRQHDVRNGSVWPHQPAAPGP
VTTAPAGSAPNVADVYRQQDL L SMPCQDHLL GLNRVPHPATSTAYDTSAYTTSASPVSTNYPPSTSQYEL GYPPATVRG
AFGVAPDDTARRYSQQE QPDDRRSFQDALEASQGVML TMSQETPRNI YDVRNRARGSTDSYG-PQTHSTGSSVSSAS
FGGYYGGSVDGS| SDYSTAGSDI ESL SGRSL PRPQGL MBSQPPAPQSMMGSFSSKVSTSTSKKHKCKVCDKRFTRP
SSL QT HMY SHTGEKPFHCEVEGCGRQF SVVSNL RRHKKVHKPQSET PSETGSEAGQHSE

2 Dominios de ligacéo Zinc finger CoH; type

295 a 317 aminoacidos

323 a 347 aminoacidos

NCU01629

MAL TPPSLTRSPSTPSHSYCPSERSSVGYPSPGLVEQQYKI SSI YGDQSCSVT SSVDPGSSL PPLESMEQPDWNSTV

| LPASSATGVPSVLAAAYESYGSYPYSHDVYHSHHSGHPL STSTPPPSCGPSSRSPI PPASRTSHPYL SNASMGGSL T
PRVKMETEYGSSMEVSQYPSPRSMHT SYPSDSGAYTHNTAGYL SDGGSSGNXKSDYPPLETEFYPGPGAAQT SAFLQ
NGQRSYRVPRPKRQQRRL TTKEEANFQCEVKGCGKL FSRSYNYKAHL ETHEPNRDYPFPCOQEAGCTKKFV
RKT DL QRHHOQSVHLKERSHKCDY CGRL FARKDT L RRHMEDGCSKRFDI GTVDLRPET YDSFARPSSSGPMVB
QHYTLSSSTNNI DSLPPMAI PSLGSSA L SSL SSSVRAGGGEQGHSWER

3 Dominios de ligacéo Zinc finger CzH; type

257 a 281 aminoacidos

289 a 314 aminoacidos

320 a 340 aminoacidos

NCU04731

MADPDADSPGRFQGGL DSFDI STPL QL DEPTL ARHGSLNANVNDAVTNSDPTS| PSSLADTSRASTGGGPTRQYPNH
SPPI GHHQQPNAYHGNG SPQQQYQQQQQQQQQAFDFENGDNI SNDL RDSPPFNSGPDFNNFGQVPHGLNI PQSWDL
PVHFSI NSQGL QQQGQPGQQQOGQFYPDTTGAG DPG YAAAL S| PSPQQQSAEPI SVRTNI NPNI RHKL TPAQQER
LKTI AVMPPHL QYHSPKSAGSPDSNASMGHDKGSASSPDGL EPSKPNSRKRKSSDEVDEDDDDDDL DGHQPVKKTAHN
M EKRYRTNLNDKI AALRDSVPALRI MSKSARGEDT TEDREEL HGL TPAHKLNKATVLSKATEY
| RHL EKRNNRLI EENNSVHARI AAFEKL FMAGAMT GMTNPMQAPPTPI QYPQDVAAFNSTPMITPRGPDPPGLI P
| PDDVKRI L SAQQVNAGRPYPVGPPAI QPGFVANPGVI RRQQ QQQQQOHQVQGRWNPYL GKMWGSLAGL MLVEAA
MEQEASNETTEGRGL YALPLQLI GSFI RSSHLSVGGYY! SAI DI | AKLKLLLLGALLVWI| FPQSFFDAPKSEKPKG
PTSAVQAVPSLASPI HVRRQAW. TAI QTVMWPRHNFLLEATAL LLKTLKFTLRNVFGVGTYLWWIGL SEEQEAARVK
AW ALDAQLAGGDVE! NRSRL TL TLLASGTLPDTPHRL M. KALHTRVL LWQL SSKFSLANL PAAKI ARSRANEARQ
LNM LQRTSTSPEDVLPEHLATLLEQDCDDVLNNS! VQRAHNL AFNRPTAFNL VDL TDGVNI VWEDPAVRSPVDAVA
AWYSSSI LQRVLLTSLARAQDG TDATQE! | DEI ALAAKI APl GSNAYL RALVARAVL VSEKRGGS! AAALKASDPS
LNPDKHPEYGRGVPPL| DSPMAQ VPDHDAL MALQYANVRI AHL QKFPDPPKQAI AFLNSI LPGGTDQPKHEGSSAPV
RWKAVQAR

1 Dominio de ligagdo bHLH type

308 a 382 aminoacidos

Figura 5- Sequéncias de aminoacidos das proteinas estudadas destacando as regides dos
dominios de ligacdo ao DNA.
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do DNA tendo um papel importante no reconhecimento da sequéncia especifica de DNA, na
qual a proteina se liga. Esse dominio possui a caracteristica de se ligar ao DNA como dimeros
assimétricos, que sdo compostos por dois “meio-sitios” muito semelhantes arranjados
simetricamente. Esse arranjo permite que cada mondémero protéico faca um conjunto idéntico
de contatos e aumente enormemente a afinidade da ligacdo (ALBERTS et al., 2004).

Outro grupo importante de motivos de ligacdo ao DNA utiliza uma ou mais moléculas de
zinco como um de seus componentes estruturais (figura 4). Esse motivo é conhecido como zinc
finger, referente a aparéncia que ele apresenta e esta presente nas outras duas proteinas
estudadas nesse trabalho (codificadas pelas ORFs NCU03043 e NCUO01629). Estudos
estruturais mostraram que esse dominio é representado por varios grupos. O grupo no qual a
estrutura apresenta duas cisteinas e duas histidinas ligadas por um atomo de zinco (zinc finger
C,H,) é encontrado nas proteinas estudadas. O dominio é formado por uma estrutura simples
consistindo de uma a-hélice e uma folha B-pregueada mantidas pelo atomo de zinco. Esse tipo
de motivo é freqientemente encontrado em um grupo contendo outros zinc fingers arranjados
um apo6s o outro de tal maneira que a a-hélice de cada um encaixa no sulco maior de DNA,

formando uma sequiéncia continua de a-hélices ao longo do sulco (ALBERTS et al., 2004).

3. Andlises por Blast e alinhamento de seqiiéncia das proteinas

As seqUéncias polipeptidicas das proteinas estudadas foram analisadas por Blast com o
objetivo de identificar ortélogos funcionalmente caracterizados em outros organismos. Os
resultados dessa andlise ndo sdo mostrados.

As andlises mostraram que a proteina codificada pela ORF NCU03043 apresentou
homologia a proteina FIbC de Magnaporthe oryzae e de outras espécies de fungo. Essa
proteina foi caracterizada em A. nidulans (KWON et al., 2010) como um fator de transcrigcdo
contendo dois dominios do tipo zinc finger C,H, envolvido em vias necessarias para a ativagao
do desenvolvimento normal desse fungo. A proteina € necessaria para a ativacdo da conidiagédo
e controle balanceado do desenvolvimento sexual durante o ciclo de vida do fungo. FIbC é
homologa a proteina FLEL1 de Podospora anserina, a qual foi caracterizada por Coppin (2002)
como uma proteina envolvida na diferenciacao dos 6rgdos sexuais femininos e microconidiacao.
Foi proposto que a proteina age como repressora da diferenciacdo sexual feminina a fim de
manter o balanco entre as vias sexuais feminina e masculina. A delecdo de ambos os genes
(fIbC e flel) resulta em linhagens mutantes que apresentam alteragdes no desenvolvimento
envolvendo conidiacao e aspecto morfologico das hifas.

A proteina codificada pela ORF NCU04731 é homoéloga a proteina Srel da levedura S.
pombe e a SREBP (Sterol Regulatory Element Binding Protein) de mamiferos (HUGHES;
TODD; ESPENSHADE, 2005), as quais séo proteinas de membrana de reticulo endoplasmatico
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e complexo de golgi cuja ativacao proteolitica é controlada pela concentragdo de esterol na
célula. Estas proteinas podem ser distinguidas de outros fatores de transcricdo do tipo bHLH
devido a presenca de um residuo de tirosina no lugar de arginina no dominio de ligacdo ao
DNA. Esse aminoacido Unico altera as propriedades da proteina de tal forma que Srel e
SREBPs nao se ligam exclusivamente em motifs de DNA de promotores, mas também podem
se ligar a elementos reguladores de esterol. O controle da sintese de ester6is em mamiferos via
SREBP é essencial para a manutencao da estrutura da membrana celular e fluidez em
organismos eucariotos. Assim como SREBP, Srel também sofre ativacdo proteolitica
dependente de esterol e regula genes necessarios para manter a homeostase de esterol celular.

As proteinas SREBPs sdo sintetizadas como proteinas precursoras inativas na
membrana do reticulo endoplasmatico (RE) e contém dois segmentos transmembrana de tal
forma que as porcBes C e N-terminal encontram-se localizadas no citosol. A figura 6 mostra a
atuacdo das proteinas SREBP e Srel na regulacédo da sintese de esterol. Na membrana do
RE, SREBP se liga a uma proteina sensivel a esterol denominada Scap que medeia a
regulacdo de esterol dependente da atividade SREBP. Quando os niveis de colesterol na
membrana sdo suficientes, Scap muda sua conformagcdo e interage com outra proteina
denominada Insig, presente no RE e SREBP permanece inativa na membrana do RE. Quando
0s niveis de colesterol sédo reduzidos, a ligacdo Scap-Insig é desfeita e 0 complexo SREBP-
Scap € transportado para o complexo de Golgi. No complexo de Golgi, duas proteases
desprendem SREBP da membrana sendo que uma delas cliva de forma a liberar a regido N-
terminal da proteina no citosol que é entdo transportada para o ndcleo para regular a
expressao génica (ESPENSHADE, 2006). Apesar das similaridades, a via de regulacdo Srel
estudada em levedura apresenta algumas diferencas e a mais importante delas € que além
atuar na biossintese de ergosterol, Srel é um regulador de resposta a hipdxia. Sob baixas
concentracoes de oxigénio, a sintese de esterol diminui e Srel é clivada, dessa forma, a
concentracdo de oxigénio no ambiente afeta diretamente os niveis de esterol celular e
indiretamente regula a atividade Srel (HUGHES; TODD; ESPENSHADE, 2005). A proteina
também foi caracterizada em outros organismos como Cryptococcus neoformans, como
indutora da ativacéo de genes envolvidos na afinidade de captacéo de ferro e cobre (CHANG
et al., 2007), e em A. fumigatus, na regulacdo de genes que atuam na manutencdo da parede
celular (WILLGER et al., 2008). Em adicdo ao papel de adaptagéo a hipoxia, essas proteinas
séo importantes para a patogénese e adaptacao a drogas antifangicas.

Uma analise das caracteristicas do fator de transcricao codificado pela ORF NCU04731
pelo servidor SOSUI mostrou que a proteina de N. crassa também possui dois dominios
transmembrana. As regifes transmembrana e residuos de aminodacidos constituintes séo

mostrados na figura 7.
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A proteina codificada pela ORF NCU01629 ndo apresentou homologia a nenhuma
proteina funcionalmente caracterizada em outros organismos, apenas com proteinas hipotéticas
de outros fungos como Sordaria macrospora, Magnaporthe oryzae, Verticilium dahliae e P.
anserina.

Alinhamentos multiplos das sequéncias polipeptidicas dos fatores de transcricdo de N.
crassa ortélogos as proteinas FLE1 e Srel foram realizados. A figura 8 mostra o alinhamento
entre a proteina NCU03043 de N. crassa e as proteinas FLE1 e FIbC de alguns fungos
filamentosos. O resultado do alinhamento mostrou que a sequiéncia da proteina é conservada,
revelando uma identidade de 68% em relacdo a proteina FLE1 de P. anserina e quando
comparada a FIbC de Aspergillus clavatus, A. fumigatus, Neosartorya fischeri e A. nidulans
revelou identidades de 66, 62, 62 e 51%, respectivamente. A figura 9 mostra o alinhamento de
sequéncia da proteina NCU04731 de N. crassa e proteinas Srel de diferentes fungos
(leveduras e fungos filamentosos). O resultado mostrou que uma conservagdo na regidao do
dominio de ligacdo ao DNA, sendo a identidade de 40, 52 e 60% em relacdo as proteinas de A.
fumigatus, S. pombe, C. albicans, respectivamente.

Considerando os resultados acima apresentados e a nomenclatura para genes e
proteinas em N. crassa, neste trabalho os produtos das ORFs NCU03043 e NCU04731 foram

denominados de FLBC e SREL, respectivamente.

4. Confirmacéo do nocaute génico nas linhagens mutantes

As linhagens mutantes selecionadas para este trabalho correspondem a linhagens
contendo genes alvo nocauteados através da insercdo de uma marca de selecdo por
recombinacdo homadloga. Com o objetivo de verificar se as linhagens adquiridas pelo FGSC
eram realmente mutantes nos genes de interesse, foi realizada a confirmacdo do nocaute
génico. Para isso, 0 DNA gendmico das linhagens mutantes foram extraidos e utilizados em
reacdes de amplificacdo por PCR, juntamente com o DNA gendmico da linhagem selvagem do
fungo. O nocaute génico da linhagem floC*® ja havia sido confirmado anteriormente.

Os resultados apresentados (figura 10) mostraram que os genes srel (3.225 pb) e o
correspondente a ORF NCUO01629 (1.263 pb) foram amplificados nos tamanhos esperados
apenas na linhagem selvagem. Os fragmentos amplificados na linhagem selvagem foram
submetidos a andlises de restricdo que confirmaram a presenca dos genes estudados,

confirmando portanto, que 0s mesmos genes estavam ausentes linhagens mutantes.

5. Analises de crescimento e morfologia das linhagens mutantes

5.1. Analises de crescimento
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Figura 6- Via SREBP em mamiferos (A) e S. pombe (B). (A) Quando os niveis de esterol s&o
insuficientes, a proteina € proteolisada e o fragmento correspondente a regido N-terminal migra
para o nucleo e ativa genes necessarios para a sintese e absorcao de esterdis e outros lipidios.
(B) Regulacdo da sintese de esterol e adaptacdo a baixos niveis de oxigénio (BIEN E
ESPENSHADE, 2010).

Figura 7- Representacdo esquemaética do produto da ORF NCU04731 de N. crassa. Dados
obtidos no site http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/sosui_submit.html.
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NCU0O3043_N. crassa
flel P.anserina

FI bC_A. f um gat us
FI bC N. fischeri

FI bC_A. cl avat us

FI bc_A. ni dul ans

NCU0O3043_N. cr assa
flel_ P.anserina

FI bC_A. f umi gat us
FI bC_N. fischeri

FI bC_A. cl avat us

FI bc_A. ni dul ans

NCU03043 N. crassa
flel_ P.anserina

FI bC_A. fumi gat us
FI bC_N. fischeri

FI bC_A. cl avat us

FI bc_A. ni dul ans
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Figura 8- Alinhamento multiplo de sequéncias polipeptidicas do fator de transcricdo codificado
pela ORF NCU03043 de N. crassa com as proteinas FLE1 (P. anserina) e FIbC de diferentes
fungos filamentosos. Em preto estdo representados os residuos idénticos e em cinza as trocas
conservativas. As regifes salientadas representam os dominios de ligacdo ao DNA.
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Figura 9- Alinhamento multiplo de sequéncias polipeptidicas do fator de transcricdo codificado
pela ORF NCUO04731 de N. crassa com proteinas anotadas como ortélogas a Srel de
diferentes fungos filamentosos. Em preto estao representados os residuos idénticos e em cinza
as trocas conservativas. As regifes salientadas representam o dominio de ligacdo ao DNA.
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Figura 9- Continuacao
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Figura 10- Amplificacdo de fragmentos correspondentes as ORFs a partir do DNA
genbmico das linhagens mutantes e selvagem. (A) Amplificacdo do fragmento
correspondente & ORF NCUO01629 contendo 1263 pb 1- linhagem selvagem. 2- linhagem
mutante (B) Amplificacdo do fragmento correspondente ao gene srel contendo 3225 pb
1- linhagem selvagem. 2- linhagem mutante.
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Um aspecto importante a ser investigado € se a auséncia dos fatores de transcri¢cao
pode afetar o crescimento das linhagens mutantes. Para isso, as linhagens nocauteadas foram
analisadas quanto ao crescimento e comparadas com a linhagem selvagem. A taxa de
crescimento linear das linhagens mutantes foi avaliada em race tubes. Neste ensaio, conidios
das linhagens mutantes, juntamente com a linhagem selvagem foram inoculados em uma das
extremidades do tubo e a frente do crescimento foi marcada até que as linhagens atingissem a
outra extremidade do tubo. A figura 11 mostra as taxas de crescimento das linhagens. Os
resultados mostraram que somente a linhagem flbC*® apresentou um retardo no crescimento
ndo atingindo a outra extremidade do tubo em 120 horas. As outras duas linhagens mutantes

na proteina sre1°

e na ORF NCU01629 apresentaram padrdes de crescimento similares ao da
linhagem selvagem.

A andlise do crescimento das linhagens mutantes, juntamente com a linhagem
selvagem, também foi avaliada em Erlenmeyers contendo meio de cultura sélido. Esse
experimento foi realizado no intuito de observar as caracteristicas morfologicas visiveis das
hifas, tais como aspecto da cultura, coloracédo e crescimento. Os resultados mostraram que as
linhagens mutantes na ORF NCUO01629 e srel*® cresceram semelhantemente & linhagem
selvagem, no entanto, o crescimento da linhagem sre1*° foi um pouco inferior e a linhagem
flbCk® apresentou um menor crescimento perante as demais (figura 12). Foi possivel notar
ap6s uma semana de crescimento, como mostrado na linhagem flbC*®, que essa mesma
linhagem apresentou aspecto e coloracdo diferente das outras e, curiosamente revelou a
presenca de pigmentos de melanina depositados na regido inferior da cultura. Nao se sabe se
a auséncia da proteina resultou diretamente na producdo da pigmentacdo ou se a mesma esta
envolvida na regulacdo de outras proteinas que levam ao acumulo de melanina nos fungos.

Outra analise realizada foi o crescimento radial e a observacdo das hifas aéreas. O
crescimento radial foi realizado a partir dos conidios das linhagens mutantes e da linhagem
selvagem em placa contendo meio VM soélido. Como podemos observar na figura 13A, os halos
de crescimento das linhagens mutantes foram inferiores a linhagem selvagem. A linhagem
flbCX® revelou menor crescimento, como também descrito nos resultados anteriores. As outras
duas linhagens mutantes (NCU01629 e sre1°) mostraram um padrdo de crescimento um
pouco inferior ao apresentado pela linhagem selvagem. A linhagem fIbC*® também foi
inoculada em meio de cultura VM sélido enriquecido com extrato de levedo para analisar o
aspecto diferenciado das hifas observadas no experimento anterior. Neste experimento foi
possivel observar que as hifas da linhagem cresceram predominantemente na extremidade da
placa, apresentando reducdo de hifas aéreas e um aspecto “cotonoso”, diferente do perfil
observado na linhagem selvagem (figura 13B).
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Figura 11- Andlise do crescimento linear das linhagens selvagem e mutantes. O
crescimento foi analisado em race tubes. Os conidios foram inoculados em uma das
extremidades, o crescimento foi medido no escuro através da marcacdo da frente micelial a
cada 24 horas até a outra extremidade do tubo.

WT floCKO 1629 sre1X®

Figura 12- Andlise do crescimento das linhagens selvagem e mutantes em Erlenmeyers.
Hifas foram inoculadas no centro do meio de cultura, as linhagens foram mantidas inicialmente
a uma temperatura de 30°C por 72 horas e posteriormente a temperatura ambiente na
presenca de luz. A seta aponta a presenca de melanizacdo da linhagem floC*®.
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Figura 13- Analise morfolégica das linhagens. (A) Crescimento radial das linhagens
mutantes e selvagem em meio VM. (B) Crescimento radial comparativo da linhagem floC*® e
linhagem selvagem em meio enriquecido (VM+extrato de Levedo). Imagens obtidas apds 16 h
de crescimento.
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5.2. Analises morfoldgicas

As extremidades das hifas aéreas resultantes do crescimento em placa foram analisadas
em lupa e as imagens capturadas. Em relacdo a morfologia das extremidades apicais das hifas
(figura 14), a observacdo em lupa permitiu observar que as linhagens mutantes na ORF
NCUO01629 e na proteina SRE1 apresentam uma morfologia semelhante a apresentada pela
linhagem selvagem. Foi possivel notar que a linhagem flbC*® apresentou diferencas mais
acentuadas dentre todas as linhagens. O perfil das hifas nessa linhagem mutante é claramente
distinto, na qual aglomerados de hifas irregulares foram formados nas partes mais internas da
cultura, e, nas extremidades, ramificagdes foram apresentadas.

Através dos resultados de crescimento e morfologia apresentados, foi possivel observar
gue a auséncia das proteinas SRE1 e do produto da ORF NCU01629 né&o resultou em alteragcado
visivel na morfologia e no crescimento do fungo. Em contrapartida, os resultados da analise
morfoldgica com a linhagem flbC*® mostraram que a proteina tem influéncia no crescimento e
morfologia do fungo N. crassa, assim como descrito para outros fungos filamentosos.

Os resultados descritos para linhagens mutantes de outros fungos filamentosos nas
proteinas homoélogas FLE1 (Coppin, 2002) e FIbC (KWON et al., 2010) mostraram que ambas
proteinas também afetam o crescimento e a morfologia. A auséncia de FLE1 em P. anserina
afeta o crescimento e a morfologia micelial, sendo que a linhagem mutante apresenta baixa
densidade de hifas aéreas. Um fendtipo comum observado nas linhagens mutantes FIbC de A.
nidulans € o aspecto da cultura além da inibicdo do crescimento. Essas linhagens foram
denominadas como fluffy devido ao aspecto cotonoso diferenciado observado pela massa de
hifas. Estudos genéticos e bioquimicos das linhagens fluffy levaram a identificacdo de seis
genes FIbA, FIbB, FIbC, FIbD, FIbE e FluG, todos envolvidos na ativacdo normal do
desenvolvimento em A. nidulans (ADAMS et al.,1992).

Na figura 13B foi possivel observar que a linhagem mutante de N. crassa apresentou
hifas com 0 mesmo aspecto descrito nas mutantes fluffy e, a andlise das extremidades apicais
das hifas (figura 14), mostrou a presenca de alteragbes e aglomerados irregulares de hifas,
semelhante ao descrito em mutantes FLE1 de P. anserina. Nas linhagens mutantes FLE1 de P.
anserina e FIbC de A. nidulans também foram descritas alteracdes no desenvolvimento sexual
apos cruzamento. Linhagens mutantes FLE1 mostraram um aumento na producdo de
protoperitécio (gameta feminino) durante o crescimento sexual, e a auséncia de FIbC causa
aumento na formacao de corpos de frutificagdo. A andlise do crescimento sexual ainda n&o foi
realizada com o fungo N. crassa para comparacao.

Outro fato que chama a atenc&o é que, assim como observado na linhagem flbC*° de N.
crassa, o0 crescimento da linhagem mutante FLEL1 de P. anserina também mostrou a formacéo

de pigmentos de melanina no crescimento em condicdes normais (COPPIN, 2002). A
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Figura 14- Andlise do aspecto da extremidade apical das hifas. As extremidades das hifas
das linhagens mutantes e selvagem foram observadas em estereomicroscopio trinocular Zeiss,
modelo Discovery V8 e fotografadas em aumento de 80 X.
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figura 12 mostra o aparecimento de melanizacdo na linhagem flbC*° de N. crassa, o qual
acorreu ao redor do quinto dia de crescimento vegetativo apds exposicao a luz. A presenca de
pigmentos, como a melanina pode, em maior ou menor extensao, aumentar sob radiacéo solar
ou diversos fatores ambientais geradores de estresse, tanto em leveduras, como em conidios
de diversas espécies de fungos filamentosos (BRAGA et al, 2006). A importancia evolutiva
desse grupo de pigmentos é evidenciada pelo fato de os mesmo serem produzidos por
organismos de praticamente todos os grupos taxondmicos, desde procariotos até vertebrados
superiores (PLONKA; GRABACKA, 2006). Melaninas sdo pigmentos hidrofébicos, de alto peso
molecular, negativamente carregados, e formados pela polimerizacdo de compostos fendlicos
elou inddlicos. No caso de fungos fitopatogénicos, a melanina pode desempenhar um papel
importante na protecdo contra os radicais livres de oxigénio, gerados pela planta, como
resposta a infeccdo pelo fungo (HENSON; BUTLER; DAY, 1999). Um estudo com
Cladosporium carrionii indicou que a melanina, que pode ser granular ou fibrilar, se forma em
vacuolos citoplasmaticos e entdo é excretada para a parede. Em microrganismos patogénicos,
como C. neoformans, a melanizacdo é correlacionada ao aumento da viruléncia e também foi
relacionada a protecao de fungos parasitas contra ROS e RNS (espécies reativas de nitrogénio
e oxigénio) (PLONKA; GRABACKA, 2006).

5.3. Anélise de crescimento em condi¢gdes de baixas tensdes de oxigénio

Como descrito anteriormente, o fator de transcricdo Srel de S. pombe, além de
participar na regulagdo dos niveis de esterol celular, também est4 envolvido na resposta
transcricional a hipdxia e é necessario para o crescimento do microrganismo em condi¢des de
baixos niveis de oxigénio (HUGHES; TODD; ESPENSHADE, 2005). Em fun¢éo disto, um
aspecto interessante a ser investigado € se a proteina de N. crassa também € requerida para o
crescimento sob condicdes de hipoxia.

Hughes, Todd e Espenshade (2005) analisaram o crescimento da linhagem mutante
Srel de S. pombe em condi¢cdes normais e sob condi¢cdes anaerdbicas em placa e mostraram
que ocorre falha no crescimento da levedura na auséncia de oxigénio. Estudos preliminares
foram realizados com a linhagem sre1® de N. crassa usando uma camara de anaerobiose.
Para isto, conidios da linhagem mutante e selvagem foram inoculados em placas contendo
meio de cultura acrescentado de sorbose, para inducdo de crescimento colonial, em uma
escala de diluicdo de 10®a 10 conidios/mL. As placas foram submetidas as mesmas condicdes
de crescimento sendo que uma delas (contendo as suspensdes conidiais de ambas as
linhagens) foi mantida em condigbes normais de crescimento a 30 °C e a outra em condigdes

de anaerobiose (30 °C). Os resultados mostraram que ambas as linhagens cresceram
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praticamente da mesma forma, tanto em condi¢cbes normais como na auséncia do oxigénio
(figura 15).

Os resultados preliminares apresentados indicam que a proteina SRE1 de N. crassa
pode ndo estar envolvida em mecanismos regulatérios envolvendo a adaptacdo a hipoéxia.
Porém, deve-se levar em consideracdo que o método utilizado ndo garante que o crescimento
foi realizado em condicdes de auséncia total de oxigénio. Além disso, € importante salientar
gue em mamiferos ndo foi descrito que a proteina SREBP € requerida para esse tipo de
adaptacdao.

Segundo Dunlap et al (2007), o fato de N. crassa ser um organismo multicelular sugere
que pode ser um organismo mais adequado para a compreensdo dos aspectos de regulagéo
celular dos eucariotos superiores do que as leveduras. Em mamiferos, a proteina SREBP é
essencial na regulacdo da sintese de esteréides da célula e a proteina de N. crassa foi
inicialmente selecionada por apresentar alterac6es que indicam envolvimento da mesma em
mecanismos de regulacdo do metabolismo de glicogénio. Os processos metabodlicos
envolvendo ambas as moléculas (glicogénio e esteréide) sdo ordenados por um conjunto de
reacoes quimicas que ocorrem na célula. A analise de acumulo de esterol da linhagem mutante

de N. crassa néo foi ainda realizada e a mesma sera importante para verificar se este fator de

WT

O, -
sre1”®
WT
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sre1K®

Figura 15- Andlise do crescimento sob condi¢cBes de hipdxia. As linhagens selvagem e
sre1“© foram analisadas quanto ao crescimento em condicdes normais e na auséncia de
oxigénio. Os meios de cultura utilizados foram acrescidos de sorbose para indugdo de
crescimento colonial. Cerca de 200 pL de suspensdes de conidios variando de 10° a 10
células/mL foram aplicados na superficie do meio de cultura.
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transcricdo em N. crassa, também participa da regulacdo da sintese de esteréides. Com
relacdo a sua participacdo na regulacdo do metabolismo de glicogénio, foi demonstrado que a
expressao do gene gsn esta alterada na linhagem mutante, assim como acumulo de glicogénio,
e que proteinas presentes no extrato celular bruto da linhagem selvagem do fungo foram

capazes de se ligar ao promotor gsn (resultados apresentados neste trabalho).
5.4. Anélise da capacidade de conidiacdo e germinagéo

Conforme foi observado nos ensaios de crescimento e observacdo da morfologia das
linhagens mutantes selecionadas, a linhagem flbC*® mostrou alteracdes durante o crescimento
do fungo. Além de alteracdes fenotipicas da linhagem mutante, como reducéo de hifas aéreas
e pigmentacao, as extremidades das hifas apresentaram forma irregular quando comparadas a
linhagem selagem.

Em A. nidulans foi descrito por Kwon et al (2010) que a dele¢cdo de FIbC causou
reducdo e/ou auséncia da conidiacdo e retardamento na germinacdo dos conidios, além da
alteracdo na morfologia. A linhagem mutante FLE1 de P. anserina apresentou alteracdo na
diferenciacdo sexual masculina resultante da diminuicdo na producdo microconidial (gameta
masculino neste fungo) (COPPIN, 2002). Analises de microscopia foram realizadas com a
linhagem mutante na proteina FLBC de N. crassa durante o desenvolvimento. Para este
experimento, discos de tamanhos iguais contendo uma massa micelial foram depositados na
superficie de meios de cultura solido, e os conidios foram coletados durante o crescimento do
primeiro ao sétimo dia. A figura 16 mostra a formacao dos discos miceliais em placa e o micélio
resultante do crescimento em meio sélido. O objetivo foi analisar a capacidade de conidiagéo
da linhagem mutante comparada a selvagem. Os resultados mostraram que a linhagem
mutante apresentou auséncia quase que total de conidios em todas as coletas, apenas sendo
possivel observar a presenca de poucos microconidios (figura 17) e rarissimos macroconidios.
Também foi visto que a quantidade de conidios se manteve praticamente a mesma durante 0s
sete dias de crescimento para ambas as linhagens (dados ndo mostrados). A partir dos
resultados apresentados pode-se afirmar que a proteina FLBC de N. crassa, assim como as
proteinas homdlogas, é essencial para o processo de conidiacédo do fungo.

Os discos miceliais utilizados no ensaio acima mencionado foram analisados em
microscopio e os resultados estdo apresentados na figura 18. Foi observado que as hifas da
linhagem selvagem apresentaram septos mais espacados que a linhagem fIbC*® como
mostrado na primeira coluna da figura 18. Além disso, através da observacdo das hifas, foi
possivel registrar o momento da geracdo dos conidios em ambas as linhagens. A segunda
coluna da figura 18 mostra a formacdo dos macroconidios na linhagem selvagem e os

microconidios gerados pela linhagem mutante. Na linhagem selvagem de N. crassa a
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WT floCk®

Figura 16- Obtencé&o do tapete micelial e o micélio obtido ap0s crescimento. Quantidades
equivalentes da massa micelial das linhagens selvagem e FLBC*® foram inoculadas em meio
de cultura VM salido.

WT floCk©

Figura 17- Observacdo dos conidios das linhagens selvagem e fIbC*°. Conidios das
linhagens foram coletados em agua estéril apés crescimento e analisados em microscépio
(aumento 40 X). As setas apontam os macroconidios e 0os microconidios.
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macroconidiacao é controlada pelo ciclo circadiano e ocorre a partir das extremidades das hifas
e a microconidiacdo é menos freqilente e ocorre a partir da parede das hifas (PERKINS;
TURNER; BARRY, 1976). As hifas da linhagem mutante de N. crassa apresentam formato
ondulado quando comparadas com a linhagem selvagem (figura 18, terceira coluna),
semelhante ao descrito para o mutante FLE1 de P. anserina. A denominac¢éo da proteina FLE1
originou do termo flexuosa devido a este aspecto diferencial das hifas (COPPIN, 2002). O
aumento na septacao das hifas ndo foi descrito para a linhagem mutante do fungo P. anserina.

Para analisar a germinacdo dos conidios na linhagem flbC*° e compara-la com a
linhagem selvagem, conidios de ambas as linhagens foram inoculados em meio de cultura
liquido e amostras foram coletadas apos 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 horas e observadas em
microscopio. Como é possivel observar na figura 19A, a germinag¢éo dos conidios na linhagem
selvagem foi registrada a partir de macroconidios e mostrou caracteristicas facilmente
distinguiveis ao longo do processo até a formagédo completa das hifas que ocorreu por volta de
8 horas. A germinacdo dos conidios na linhagem mutante néo foi facilmente observada como
na linhagem selvagem, pois além da pequena quantidade de microconidios, a formacéo e
extensdo das hifas foram observadas em menor tamanho resultando em hifas de menor
espessura. A figura 19B mostra 0 aspecto da cultura de ambas as linhagens apos 8 horas.
Apesar das diferencas claramente observadas entre as linhagens, a germinacdo dos
microconidios da linhagem mutante ndo mostrou retardo em relacdo a linhagem selvagem
como relatado para a germinagdo dos conidios da linhagem mutante na proteina homoéloga
FIbC de A. nidulans (Kwon et al., 2010). Entretanto, embora raros, os macroconidios da
linhagem mutante mostraram retardo na germinacdo quando comparados aos da linhagem
selvagem (resultado ndo mostrado).

Os resultados relacionados a morfologia, crescimento e desenvolvimento com a
linhagem flbC*® indicaram o envolvimento da proteina nestes processos. Resultados obtidos
no laboratorio utilizando a analise por citometria de fluxo mostraram que esta linhagem mutante
apresentou alteragfes na progressao do ciclo celular com alto contetdo de células entre as
fases G1 e G2, mostrando problemas associados a transicdo G2—M (GONCALVES et al.,
2011).

6. Analise da expressao do gene flbC

Os resultados apresentados anteriormente neste trabalho mostraram que a proteina
FLBC de N. crassa esta diretamente envolvida no crescimento e no desenvolvimento do fungo.
Em funcéo disto foi realizada a analise da expresséo do gene flbc por Northern blot em micélios
da linhagem selvagem coletados em diferentes tempos de germinacdo dos conidios. Os

resultados mostraram (figura 20) que o gene foi altamente expresso nas primeiras horas de
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Figura 18- Observacdo microscépica das hifas e conidios. Os discos miceliais das linhagens selvagem e flbC*° foram colocados entre
lamina e laminula e analisados. As setas apontam os septos e morfologia das hifas e conidiagdo. Andlise em microscopio Zeiss, modelo
Axioimager A2 [aumento 40 X (A e D), 63 X (B, C e F), 100 X (E)].
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Figura 19- Observacéo da germinagdo dos conidios das linhagens selvagem e flbCX°. Conidios das linhagens foram inoculados em meio
VM liquido. (A) Amostras foram coletadas nos tempos de 2 a 8 horas e observadas em microscépio [aumento 63 X (WT) e 100 X (flbC*?)]. (B)
Aspecto das culturas ap6s 8 horas de germinagéo.
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germinacdo, sendo maxima em 12 horas. Os niveis do transcrito foram altamente reduzidos
ap6s este tempo (tempo de formacdo da massa micelial) mostrando que a proteina
provavelmente € requerida para o0 estagio inicial da germinacdo. Estes resultados sdo
semelhantes aos descritos para esta proteina em A. nidulans, os quais mostraram que a
expressao do gene flbC foi detectavel em 6 horas de crescimento vegetativo com maxima
expressao entre 12 e 18 horas (KWON et al., 2010).

7. Clonagem das ORFs e subclonagem em vetores de expressao

Para a andlise funcional dos fatores de transcricdo, € importante a producdo das
proteinas na forma recombinante. Para isto, os cDNAs codificadores das proteinas foram
clonados. Inicialmente tentou-se realizar o isolamento do cDNA correspondente a proteina
SREL1 através do rastreamento de uma biblioteca plasmidial de cDNA de N. crassa (AMAD5-NC),
construida em fago A, conforme descrito na metodologia. Nenhum clone bacteriano foi
identificado utilizando este procedimento e a amplificagdo dos cDNAs foi realizada por RT-

PCR. De uma forma resumida, este produto se baseia na reacdo de sintese de cDNA utilizando

8h 12h 16h 20h 24h 36h 48h

flbc—)‘...- -—

28S —> ..-.-"

Figura 20- Expressdo do gene flbC durante o crescimento vegetativo na linhagem
selvagem. Amostras de micélio foram coletadas nos tempos de 8 a 48 horas de crescimento, 0
RNA foi extraido e analisado por Northern blot utilizando um fragmento do gene floc como
sonda. Autoradiografia do gel (painel superior) e perfil do RNAr 28 S em gel de agarose (painel
inferior).
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a enzima transcriptase reversa, a partir do RNA total, seguido por uma reacédo de amplificagédo
por PCR onde o cDNA foi utilizado como molde. Pares de oligonucleotideos especificos para
cada ORF foram utilizados nas reacf6es de amplificacdo e estdo apresentados na Tabela 3 de
Materiais e Métodos.

Como descrito anteriormente, a ORF referente a proteina FLBC havia sido amplificada
por PCR no laboratério por uma aluna de Doutorado e se encontrava clonada no vetor pMOS-
Blue. O produto da amplificacdo da ORF NCU01629 (1.263 pb) (figura 21A) foi confirmado por
analise de restricdo com a enzima Sacll que corta o cDNA em apenas um sitio liberando dois
fragmentos: 466 pb e 794 pb (resultados ndo mostrados). O cDNA inteiro correspondente ao
gene srel (3.225 pb) foi amplificado (figura 21B) e confirmado por andlise de restricdo com a
enzima Accl que cliva a ORF em dois sitios e gera 3 fragmentos de tamanhos diferentes (860
pb, 1566 pb e 799 pb) (resultados ndo mostrados). Um fragmento menor (648 pb) para a
producao da proteina SRE1 truncada foi também amplificado de maneira que o fragmento
amplificado conservasse a regido do dominio de ligacdo ao DNA, gerando um fragmento com
648 pb. A amplificacdo por PCR é mostrada na figura 21C e o produto amplificado foi
confirmado por analise de restrig&o.

Os fragmentos amplificados foram clonados no vetor de clonagem pMOS-Blue gerando
as construgbes plasmidiais: pMOS-1629, pMOS-flbC e pMOS-Asrel, as quais foram
confirmados por analises de restricdo. A construcdo contendo a ORF inteira da proteina SRE1
nao foi possivel de ser obtida. Os cassetes de DNA correspondentes aos insertos Asrel (648
pb), 1629 (1.263 pb) e floC (1.101 pb) foram transferidos das constru¢des em vetor pMOS para
o0 vetor de expressdo pET28a. O fragmento correspondente ao gene flbC também foi
transferido para o vetor de expressao pGEX-4T1. O inserto correspondente ao gene flbC foi
transferido para o vetor pET28a através da digestdo com as enzimas Ndel e BamHI em duas
etapas descritas na metodologia, e com a enzima BamHI na transferéncia do fragmento para o
vetor pGEX-4T1. O inserto correspondente a ORF NCU01629 (1.263 pb) foi transferido para o
vetor de expressao pET28a por digestdo com as enzimas Nhel e EcoRl e o inserto
correspondente ao gene Asrel (648 pb) foi transferido para o vetor pET28a, através da
digestdo com as enzimas Ndel e EcoRIl. Os produtos purificados apos as digestdes com
enzimas de restricdo sdo mostrados, cada qual com o vetor de expressdo usado para a
subclonagem, na figura 22.

Apos transformagéo em E. coli DH10B, os plasmideos recombinantes foram submetidos
a analises de restricdo para a confirmacao da presenca e da orientacdo dos insertos no vetor
de expresséao. A figura 23 mostra algumas analises com enzimas de restricdo (legenda), onde
os produtos das rea¢cBes de digestdo foram analisados através de eletroforese em gel de

agarose. As construcdes plasmidiais resultantes foram as seguintes: pET-flbC, pET-1629,
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Figura 21 - Produtos purificados a partir da amplificacdo por PCR dos cDNAs
correspondente as ORFs. (A) NCU01629 contendo 1.263 pb. (B) srel inteira contendo 3.225
pb (C) Asrel contendo 648 pb. L, ladder de 1 kb. Eletroforese em gel de agarose 0,8%
contendo brometo de etideo.
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Figura 22 - Analise dos fragmentos purificados juntamente com o vetor de expressao
utilizado na subclonagem. (A) 1- vetor pET 28a (5.369 pb); 2 e 3, fragmentos de 744 pb e
357 pb do gene flbC apds digestdo. (B) 1- vetor pGEX-4T1 (4.950 pb); 2- fragmento
correspondente ao gene flbC inteiro com 1.101 pb. (C) 1- fragmento correspondente a ORF
NCU01629 com 1.263 pb; 2- vetor pET 28a (5.369 pb) apontado pela seta. (D) 1- vetor pET
28a (5.369 pb); 2- fragmento correspondente ao gene Asrel com 648 pb. L, ladder de 1 kb.
Eletroforese em gel de agarose 0,8% contendo brometo de etideo.
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Figura 23 - Confirmacdo da subclonagem nos vetores de expressdo por andlise de
restricao. (A) 1, 3- clones positivos do plasmideo pGEX- floC digerido com a enzima BamHI e
liberacdo do fragmento de 1.101 pb. (B) pET- floC digerido com a enzima Aval e liberacéo de 3
fragmentos: 4.111 pb, 1.130 pb e 1.071 pb. (C) pET-1629 digerido com as enzimas Nhel e
EcoRI e a liberacédo do fragmento de 1.263 pb. (D) pET- Asrel digerido com as enzimas Ndel e

EcoRlI e liberacdo do fragmento de 648 pb. L, ladder de 1 kb. Eletroforese em gel de agarose
0,8% contendo brometo de etideo.
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pPET-Asrel e pGEX-fIbC. Amostras das constru¢des plasmidiais de clones considerados
positivos foram confirmadas através de seqienciamento de DNA e armazenados a -80°C para
a continuidade do trabalho. Os fragmentos foram inseridos no vetor de expressdo pET28a para
a producdo de proteinas recombinantes fusionadas a uma cauda de poli-His e o0 inserto
subclonado no vetor de expressdo pGEX-4T1 para a producdo da proteina fusionada a GST

(glutationa-S-transferase).

8. Ensaios de producédo e andlise de solubilidade das proteinas recombinantes

Para a producdo das proteinas recombinantes, os plasmideos pET-flbC, pET-1629,
pET-Asrel e pGEX-fIbC foram utilizados para transformar linhagens de E. coli. As culturas
celulares foram induzidas com uma concentracao final de 0,4 mM de IPTG e amostras foram
coletadas antes e depois de serem induzidas. Células foram coletadas e lisadas em tampéao de
lise e centrifugadas para a separacdo do sobrenadante (S) e do precipitado (P) para verificar a
solubilidade das proteinas.

Primeiramente, o ensaio de inducdo da proteina FLBC fusionada a GST (pGEX-flbC)
transformada em E. coli BL21 foi realizada juntamente com o controle (pGEX-4T1), o qual
produz somente a proteina GST (tamanho tedrico de 26 kDa). ApGs 4 horas de inducéo a 37°C,
as células foram lisadas em tampao Tris e amostras das por¢ces sobrenadante e precipitado
foram analisadas por SDS-PAGE, em gel 12%. Na figura 24A, bandas apontadas pelas setas
correspondem a proteina recombinante GST-FLBC contendo aproximadamente 66 kDa (sendo
40,3 kDa o peso molecular teérico da proteina somado a 26 kDa referente a proteina GST). A
presenca da proteina foi confirmada por Western blot (figura 24B) utilizando anticorpo anti-GST
conjugado a enzima peroxidase. O ensaio mostra que a proteina se encontra tanto na forma
solavel (S) como insoluvel (P). A mesma proteina fusionada a cauda poli-His (His-FLBC) foi
induzida nas mesmas condi¢cdes, sendo realizada juntamente com o0s controles negativo
(PET28a vazio) e positivo (pET-XAC2369). Este Ultimo produz a proteina recombinante de
Xanthomonas citri subsp. citri de 24 kDa. A analise por SDS-PAGE mostrou que a banda
correspondente a proteina His-FLBC (indicada pela seta na figura 25A) ndo se destacou muito
guando comparada as demais. Entretanto, o resultado da deteccéo protéica por Western blot
através de anticorpo conjugado com fosfatase alcalina, revelou claramente a presenca da
banda referente a proteina com aproximadamente 41 kDa, sem qualquer contaminagéo, tanto
no sobrenadante (S) como no precipitado (P), como mostrado na figura 25B.

As primeiras andlises da expressao da proteina His-1629 foram realizadas em linhagens
E. coli BL21 e Rosetta nas mesmas condi¢cdes anteriores e mostraram que a proteina ndo se

apresentou na forma solGvel, aparecendo a banda expressa somente no precipitado (dados
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Figura 24 - Analise da expressédo em E. coli BL21 da proteina GST-FLBC. NI- amostra néo-
induzida; S- sobrenadante, P- precipitado. (A) Extratos de células transformadas com o
plasmideo pGEX-FLBC (GST-FLBC), e pGEX (controle). As setas indicam bandas
correspondentes a proteina recombinante com aproximadamente 66 kDa e indicam a
expressdo do controle positivo GST. Eletroforese em gel SDS-PAGE 12%, corado com
Comassie Brilliant Blue R-250. (B) Western blot. Filme de raios-X mostrando a revelagdo com
anticorpo anti-GST conjugado a enzima peroxidase. Os numeros a esquerda do gel expressam
os Pesos Moleculares das proteinas em kDa.
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Figura 25- Anélise da expressdo em E. coli BL21 da proteina His-FLBC. PM, peso
molecular (kDa). NI- amostra ndo-induzida; S- sobrenadante, P- precipitado. (A) Extratos de
células transformadas com o plasmideo pET-flbC (His-FLBC), pET-Xac (controle positivo) e
pET vazio (controle negativo). As setas indicam bandas correspondentes a proteina
recombinante (aproximadamente 41 kDa). Eletroforese em gel SDS-PAGE 12%, corado com
Comassie Brilliant Blue R-250. (B) Membrana do Western blot revelada pela presenca de
anticorpos conjugados a fosfatase alcalina. Os numeros a esquerda do gel expressam 0s
pesos moleculares das proteinas em kDa.
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ndo mostrados). Novas analises de expressao alterando as condi¢des de inducéo, linhagem de
E. coli e tampao de lise foram realizados com o objetivo de aumentar a solubilidade da
proteina. Apesar de continuar fortemente expressa no precipitado, somente nos ensaios de
inducdo da proteina (His-1629) na linhagem ArcticExpress e usando o tampdo Hepes na lise
celular, foi possivel observar que parte da proteina se tornou soltvel apés inducéo durante 24
horas a 12°C. A solubilidade da proteina His-1629 revelado pela presenca da banda
correspondente ao peso molecular esperado (47 kDa) € mostrada na figura 26A. A banda
espessa acima da proteina alvo é referente a expressdo de chaperoninas, encontradas na
linhagem E. coli ArcticExpress. A confirmacgéo da solubilidade detectada pelo anticorpo anti-His
conjugado com fosfatase alcalina por Western blot € mostrada na figura 26B.

Ensaios de indugcdo foram exaustivamente realizados com a proteina His-ASRE1 em
diferentes condi¢des, porém, nao foi possivel observar expressao da proteina em nenhuma das
linhagens E. coli. Como a ORF desta proteina foi clonada de maneira a produzir a proteina na
forma truncada, talvez a regido excluida seja essencial na producdo da proteina na forma
recombinante. Um fragmento maior desta ORF foi clonado e devera ser utilizado em outros
ensaios de producdo da proteina recombinante. A partir desses resultados, optou-se por seguir
0s ensaios de purificacdo com as proteinas que apresentaram solubilidade, ou seja, com as
proteinas recombinantes His-FLBC, GST-FLBC e His-1629.

9. Purificac&o de proteina recombinante

Com o objetivo de obter proteinas recombinantes com alto grau de pureza para
posteriormente dar inicio aos ensaios de ligacdo ao DNA (EMSA, Eletrophoretic Mobility Shift
Assay), a purificagdo das proteinas His-FLBC e His-1629 foram inicialmente realizadas por
cromatografia de afinidade utilizando-se uma resina de NINTA agarose, a qual nos permite
purificar uma proteina rapidamente e de maneira simplificada utilizando centrifuga de bancada.
Para isso, as proteinas foram produzidas em pequena escala (200 mL de cultura partindo do
pré-inéculo) através da inducdo a 37 °C (para a producao da proteina recombinante His-FLBC)
e da inducdo a 12 °C (para a producédo da proteina recombinante His-1629). Apds inducao, as
células foram coletadas e ressuspensas em tampdao de lise contendo uma baixa concentracéo
de imidazol conforme descrito em Materiais e Métodos. A figura 27A mostra um gel de SDS-
PAGE da proteina His-FLBC nas diferentes etapas da purificacdo. Podemos observar que
mesmo nas fracBes de lavagem (FT, flow through) ocorreu a perda da proteina recombinante.
A fracdo eluida com 300 mM de imidazol (E2) apresentou maior pureza em relagéo a fracao E1
(eluicao com 100 mM de imidazol). Pode-se afirmar que € um método simples de purificacao,
entretanto para esta proteina ndo foi possivel de ser utlizado devido a presenca de

contaminacdo. A figura 27B mostra o gel SDS-PAGE da proteina His-1629 nas etapas de
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Figura 26- Analise da expressdo em E. coli Artic Express da proteina His-1629. S-
sobrenadante, P-precipitado. (A) Extratos de células transformadas com o plasmideo pET-1629
(His-1629). As setas indicam bandas correspondentes a proteina recombinante com
aproximadamente 47 kDa. Eletroforese em gel SDS-PAGE 12%, corado com Comassie Brilliant
Blue R-250. (B) Membrana do Western blot revelada pela presenca de anticorpos conjugados a
fosfatase alcalina. Os numeros a esquerda do gel expressam os Pesos Moleculares das
proteinas em kDa.
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Figura 27- Purificacdo das proteinas His-FLBC e His-1629 produzidas em E. coli
utilizando resina de NiINTA. (A) His-FLBC. (B) His-1629. PM- peso molecular, S-
sobrenadante, FT1 e FT2- flow through, E1- eluicdo com 100 mM de imidazol, E2- eluigdo com
300 mM de imidazol, E3- eluigdo com 500 mM de imidazol. D1 e D2- amostras apos dialise das
fracOes E1 e E2, respectivamente realizado somente com a proteina His-FLBC. SDS-PAGE em
gel de poliacrilamida 12%. A seta aponta as bandas correspondentes as proteinas
recombinantes. O numero a esquerda do gel expressa o Peso Molecular das proteinas em
kDa.
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purificacdo. Foi possivel notar que também houve perda da proteina nas fracbes de lavagem
(FT). Como pode ser observado, a chaperonina, a qual é altamente expressa nesta linhagem
de E. coli (ArcticExpress), nao foi purificada junto com a proteina de interesse. A partir da
eluicdo com 300 mM e 500 mM de imidazol (E2 e E3) foi possivel a obtencéo da proteina com
alto grau de pureza e livre da contaminacao da banda referente a chaperonina.

Apos o procedimento de purificacdo das proteinas em pequena escala, o proximo passo
foi utilizar o procedimento de purificacdo por cromatografia de afinidade utilizando o sistema de
purificacdo AKTA Prime e cultura de 1L (grande escala). Para a purificacdo das proteinas em
maior escala, as condicbes de inducdo apresentadas na analise da solubilidade foram
mantidas e um gradiente linear de concentracédo de imidazol foi aplicado na fase de eluicdo. O
perfil de eluicdo da proteina His-FLBC € mostrado na figura 28A. A figura 28B mostra as
fracOes da cromatografia obtidas apés eluicdo, na qual foi possivel observar que a proteina foi
purificada com bom grau de pureza a partir da fracdo 18 e a proteina purificada foi mantida até
as fracOes eluidas finais. Por outro lado, a purificacdo da mesma proteina fusionada a GST
(GST-FLBC) néo foi satisfatoria e apresentou contaminacdo com outras proteinas, como pode
ser visto na figura 29B. O perfil cromatografico de eluicdo da proteina GST-FLBC é
representado pela figura 29A. A purificagdo por cromatografia de afinidade em grande escala
também foi realizada com a proteina His-1629 e o perfil de eluicdo é representado na figura
31A. A andlise das fracbes eluidas em gel, apds a purificacdo, mostrou a presenca de poucas

bandas contaminantes e auséncia da contaminacao referente a chaperonina (figura 30B).

10. Anélise da ligacdo DNA-proteina SRE1 por EMSA

A analise da capacidade de ligacao das proteinas a sequéncias especificas de DNA foi
realizada através do ensaio de retardamento em gel ou EMSA. Este ensaio baseia-se na
deteccdo de uma proteina ligadora de DNA que reconhece especificamente uma sequéncia
que pode ser importante no controle da expressao de um gene em uma condi¢ao particular. A
deteccao das proteinas que se ligam ao DNA é baseada no efeito que essas proteinas causam
na migracdo do DNA em um campo elétrico quando ligada a ele. O fragmento de DNA é
marcado radiativamente e misturado ao extrato celular. As proteinas ligadoras de DNA irdo
retardar a migracao do fragmento de DNA no gel quando submetido a um campo elétrico e o
complexo DNA-proteina sera detectado pela auto-radiografia. Neste ensaio, a proteina
recombinante purificada também pode ser usada para a detec¢édo de complexos DNA-proteina.

A andlise da regido promotora do gene gsn, realizada no laboratério, mostrou a
existéncia de dois possiveis motifs de ligagdo de DNA (5-TCAC-3’) reconhecidos pela proteina
SRE1 de S. pombe (HUGHES; TODD; ESPENSHADE, 2005) nas posicdes -1758 e -2024
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Figura 28 - Purificacdo da proteina His-FLBC produzida em E. coli em grande escala. (A)
Perfil de eluicdo da proteina recombinante. As setas apontam as fracdes pares analisadas em
gel (de 2 a 32). (B) Andlise das fracBes da cromatografia em SDS-PAGE 12%. A seta indica as
bandas correspondentes a proteina recombinante com aproximadamente 41 KDa. Os nimeros
a esquerda do gel expressam os Pesos Moleculares aproximados das proteinas em kDa.
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Figura 29 - Purificacéo da proteina GST-FLBC produzida em E. coli em grande escala. (A)
Perfil de eluicdo da proteina recombinante. (B) Andlise das fracdes da cromatografia em SDS-
PAGE 12%. A seta indica as bandas correspondentes a proteina recombinante com
aproximadamente 66 kDa. Os numeros a esquerda do gel expressam os Pesos Moleculares
aproximados das proteinas em kDa.
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Figura 30- Purificacdo da proteina His-1629 produzida em E. coli em grande escala. (A)
Perfil de eluicdo da proteina recombinante. (B) Andlise das fracbes da cromatografia em SDS-
PAGE 12%. A seta indica as bandas correspondentes a proteina recombinante com
aproximadamente 47 kDa. Os numeros a esquerda do gel expressam os Pesos Moleculares

aproximados das proteinas em kDa.
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(GONGALVES et al., 2011), como mostra a figura 31 e varios foram identificados no promotor
gpn.

Para investigar a capacidade de ligacdo dessa proteina a sequéncias de DNA no
promotor do gene gsn, ensaios de EMSA foram realizados utilizando fracbes cromatograficas
obtidas apoés fracionamento do extrato celular total em coluna de Heparina-Sepharose. O perfil
de eluicdo esta apresentado na figura 32A. A interacdo DNA-proteina foi analisada na presenca
de fracGes cromatogréficas (50 ug) com uma sonda de DNA de 164 pb contendo motif SRE1,
como mostrado no esquema da figura 32B. Os oligonucleotideos utilizados para a amplificacao
do fragmento de DNA (tabela 4) foram desenhados de maneira a conservar um dos possiveis
motifs de ligagdo SRE1 no promotor gsn. Foram analisadas as fragbes de 12 a 19 e os
resultados do ensaio realizado mostraram que ocorreu a formagcdo de complexos DNA-
proteina, indicados pelas setas na figura 32B, a partir da fracdo 14, sugerindo a ligacdo de
proteinas do extrato ao motif SRE1.

Com o objetivo de validar os resultados apresentados, a especificidade dos complexos
formados foi verificada pela incubacéo dos extratos na presenca do competidor especifico srel.
Para o ensaio de competicdo, o mesmo fragmento de DNA usado como sonda foi adicionado
sem marcacdo radiativa na reacdo e usado como competidor especifico. As ligacbes das
proteinas ao sitio srel, apos adicdo do competidor especifico, mostraram a liberacéo parcial da
sonda, em comparacdo ao perfil mostrado anteriormente. Embora a formag¢do dos complexos
DNA-proteina, observados nas frac6es de 16 a 17, ndo foi impedida pela adicdo prévia do
competidor especifico (10 X) (figura 33A, linhas 4 a 9) podemos observar uma redugdo na
formacdo dos complexos quando o competidor estava presente. A figura 33B mostra o ensaio
de EMSA realizado com a fragdo protéica 17 na presenca de uma concentracdo maior de
competidor especifico em relacdo a sonda (20 X). Os resultados mostraram que, assim como
ocorreu anteriormente no ensaio de competicdo, o aumento da concentracdo do competidor
especifico ndo impediu a formacdo do complexo, apesar de aumentar a capacidade de
migracdo da sonda livre no gel. A observacéo dos resultados dos ensaios de EMSA do extrato
total protéico com o fragmento de DNA contendo o motif SRE1 indicou que proteinas presentes
no extrato se ligaram ao motif SRE1 do promotor gsn.

Estes ensaios sdo preliminares e outros ensaios deverdo se repetidos para a
confirmacéo da ligacdo, inclusive utilizando a proteina recombinante quando conseguirmos a
mesma. Da mesma maneira, ensaios de competicao tais como, uso de oligonucleotideo dupla-

fita como competidor, deverda ser realizado para a confirmacéo da especificidade da ligacao.
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Figura 31- Representacdo esquemaética da regido 5'-flanqueadora dos genes gsn e gpn.
Posicdes relativas dos motifs de DNA reconhecidos pelos fatores de transcricdo SRE1 e FLBC.
A sequéncia TATA-box no promotor gsn é indicada por T. A ORFs estédo delimitadas pelo start
e stop cdédon ATG e TAA. O Sitio de iniciagdo da transcricdo (TIS) no promotor gsh é
representado por uma seta. A posicdo dos elementos de DNA considera o codon ATG de
iniciacdo da traducdo.

11. Anélise da ligacdo DNA-proteina FLBC por EMSA

O ensaio de retardamento em gel também foi realizado com a proteina FLBC purificada
(figura 29) a sequéncias de DNA no promotor gpn (que codifica a enzima glicogénio fosforilase
no fungo). Assim como a enzima glicogénio sintase atua na sintese de glicogénio, a enzima
gliocogénio fosforilase participa no metabolismo atuando na degradacédo do carboidrato. Uma
analise da regido promotora do gene gpn mostrou a existéncia de dois possiveis motifs de
ligacdo de DNA (5-TGACGAT/A-3’) reconhecidos pela proteina FIbC de A. nidulans (KWON et
al., 2010) nas posicdes -1848 e -2110, como mostra a figura 31. Em A. nidulans, o motif
reconhecido por essa proteina foi encontrado na regido promotora de genes envolvidos na
regulacdo da conidiagdo como brlA, vosA e abaA. O sitio de ligacao identificado no promotor
gpn difere no udltimo nucleotideo (5-TGACGAC/G-3") em relacao ao sitio de A. nidulans.

Para analisar a capacidade de ligagdo da proteina FLBC de N. crassa ao promotor do
gene gpn, fragmentos de DNA contendo os dois motifs foram utilizados como sondas no ensaio
de EMSA. Os oligonucleotideos desenhados para a obtencdo do fragmento usado séo
apresentados na tabela 4 (Materiais e Métodos) e o fragmento amplificado foi clivado por
enzimas de restricdo que geraram duas sondas contendo os motifs desejados. Os resultados

do ensaio de ligagdo da proteina FLBC recombinante com os fragmentos de DNA da regido
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Figura 32- Fracionamento do extrato celular bruto de micélio seguido do ensaio de EMSA
(A) Cromatograma das etapas de fracionamento do extrato protéico em coluna de Heparina-
Sepharose, utilizando um gradiente linear de 0,1 a 1,5 M de KCI. (B) Auto-radiografia das
fracbes 12 a 19 coletadas (50 pg), as quais foram testadas na presenca da sonda srel
(esquematizado acima). O, origem do gel; SL, sonda livre. Os complexos DNA—proteina estéo
indicados pelas setas. Eletroforese em gel de poliacrilamida 5% nao-desnaturante, em tampéao
TBE 0,5 X.
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Figura 33- Ensaio de EMSA na presenga do competidor especifico. (A) Ensaio de EMSA mostrando a ligacéo de proteinas das fragbes 14
a 19 (50 pg) do extrato celular bruto de micélio a sonda srel. O competidor especifico (CE) na concentragdo de 10 X de excesso molar a
sonda. (B) O competidor especifico (CE) na concentracdo de 20 X de excesso molar a sonda. Linha 1, sonda sem adi¢céo de proteina; O,
origem do gel; SL, sonda livre. Os complexos DNA—proteina sé@o indicados pelas setas Eletroforese em gel de poliacrilamida 4% n&o-
desnaturante, em tampé&o TBE 0,5X.
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promotora do gene gpn foram negativos, indicando que a proteina FLBC de N. crassa nao se
ligou ao motif de DNA reconhecido. Da mesma maneira, os resultados sédo preliminares e

outras analises serao realizadas.
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Principais Conclusfes

As principais conclusdes deste trabalho foram:

A proteina FLBC de N. crassa, assim como em outros fungos filamentosos foi mostrada
estar envolvida com os processos de extensdo e morfologia de hifas e conidiagdo do fungo,
portanto € requerida para o crescimento normal e desenvolvimento do fungo. Além disso,

esta também envolvida na regulacdo do processo de melanizag¢éo no fungo.

O gene que codifica a proteina FLBC foi altamente expresso no inicio do processo de
germinagdo dos conidios, comprovando a participacdo da proteina no crescimento

vegetativo do fungo.

A proteina FLBC recombinante produzida em E. coli e purificada nao foi capaz de se ligar a
um fragmento de DNA do promotor do gene gpn contendo um sitio de ligacdo para a
proteina e descrito em A. nidulans. Os resultados sdo preliminares e deverdo ser

confirmados.

A proteina SRE1 de N. crassa parece ndo estar envolvida com o crescimento do fungo em
baixo teor de oxigénio, como descrito para C. albicans e S. pombe. Se realmente a proteina
de N. crassa ndo € requerida para o crescimento do fungo nesta condicdo, podemos
concluir que o fungo N. crassa mais se aproxima de eucariotos superiores do que de

eucariotos inferiores, nesta situagdo ambiental.

Proteinas do extrato total do fungo se ligaram ao motif de DNA srel do promotor gsn. Este
resultado permite concluir que a proteina SRE1, presente em tal extrato, pode se ligar ao
promotor gsn e, desta maneira, regular o metabolismo do carboidrato controlando a

expressdo do gene gsn.

A proteina SRE1 truncada néo foi produzida na forma recombinante em E. coli. Isto pode ser
devido a auséncia de alguma regido importante para a proteina e, por isto, uma nova forma

truncada sera produzida em E. coli.

O produto da ORF NCUO01629 foi produzido em E. coli e a proteina foi purificada.
Homoélogos funcionais da proteina ndo foram identificados através de analise por Blast.
Experimentos de ChIP-seq estdo sendo realizados com esta proteina o que devera resultar
em informacfes importantes em relacdo aos sitios de ligacdo a DNA para este fator de

transcrigao.
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