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Resumo



Este trabalho teve como obijetivo identificar fatores de transcricdo envolvidos na via
metabdlica do glicogénio no fungo Neurospora crassa durante o crescimento vegetativo e na
condi¢do de choque térmico. Para isso foi utilizado uma colecdo de 139 linhagens mutantes
do fungo, as quais possuem genes codificadores de fatores de transcri¢cdo individualmente
nocauteados. O conteudo de glicogénio de todas as linhagens foi determinado tanto a 30°C,
temperatura fisiologica de crescimento, quanto a 45°C, situacéo de choque térmico. Do total
das linhagens analisadas, 10 apresentaram um perfil distinto daquele observado na
selvagem. Com o objetivo de verificar o envolvimento dos fatores de transcricdo
identificados na expressdo do gene que codifica a enzima glicogénio sintase (gsn),
experimentos de Northern blot foram realizados e revelaram que do total de linhagens
analisadas, 3 apresentaram diferencas na transcricdo de gsn, sugerindo que os fatores de
transcricdo nocauteados nestas linhagens atuam diretamente na regulacédo da transcricdo
do gene. As linhagens mutantes selecionadas foram avaliadas quanto ao crescimento e
comparadas a linhagem selvagem. Todas as linhagens selecionadas apresentaram uma
taxa de crescimento bastante semelhante a linhagem selvagem, exceto a linhagem
FGSC011062 (ORF NCU09739), a qual apresentou uma taxa de crescimento muito
reduzida. Ferramentas de bioinformatica disponiveis na internet foram utilizadas para a
deducéo tedrica das caracteristicas bioquimicas, moleculares e estruturais dos fatores de
transcricdo selecionados, tais como ponto isoelétrico, massa molecular, sinais de
localizacdo nuclear classicos e a presenca de dominios conhecidos. A analise por Blastp
revelou que apenas 2 das 10 ORFs selecionadas codificam fatores de transcricdo com
funcdo conhecida e as demais codificam proteinas hipotéticas. Os fatores de transcricao
identificados com fung¢éo conhecida estdo relacionados em diferentes processos bioldgicos:
a ORF NCUO08000 codifica o fator de transcri¢cdo da cutinase CTF1a que esta envolvido na
inducdo da expressdo de genes codificadores de cutinases por &cidos graxos em
ascomicetos e a ORF NCUO06971 codifica a proteina XInR, fator de transcricdo responsavel
pela ativagdo transcricional de genes envolvidos na degradagao de xilana. Os dados obtidos
sugerem que o metabolismo do glicogénio em N. crassa é regulado por um complexo
mecanismo, no qual fatores de transcricdo devem regular tanto sua sintese quanto sua

degradacao.

Palavras-chaves: Neurospora crassa, fatores de transcricdo, metabolismo de glicogénio,

gene gsn
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The objective of this work was to identify transcription factors involved in the glycogen
metabolic pathway of the fungus Neurospora crassa. We used a collection of 139 mutant
strains, in which each strain has a gene codifying for transcription factor individually knocked-
out. The glycogen content was quantified during the vegetative growth (30°C), and after a
stress condition such as heat shock (transfer for 30°C to 45°C). Of all analyzed strains, 10
showed a pattern of glycogen accumulation distinct of the one observed for the wild type
strain. To verify the involvement of the transcription factors identified in the expression of the
gene encoding glycogen synthase (gsn), Northern blot experiments were performed and
revealed that 3 strains showed differences in gene transcription, either before or after heat
shock. The results suggested that the transcription factors knocked-out in the strains might
act directly in the regulation of the gsn gene transcription. The growth of the selected mutant
strains was evaluated and compared to the wild type strain. Most of the selected mutant had
a growth rate similar to the wild type strain, except the strain FGSC01162 (ORF NCU09739),
which showed a reduced growth rate. Online bioinformatics tools were used to predict the
biochemical parameters, such as isoeletric point and molecular weight, as well protein
domain, such as classic nuclear localization signal (cNLS). Analysis by Blastp revealed that 2
from 10 selected ORFs codify transcription factors having functional roles in public
databases: the ORF NCUO08000 codifies the cutinase transcription factor 1a that is involved
in the induction of the expression of cutinases genes by fatty acids in ascomycetes, and the
ORF NCUO06971 codifies the protein XInR a transcription factor responsible for the
transcription activation of genes involved in the xylan degradation. The results described in
this work show that the glycogen metabolism in N. crassa is regulated by a complex

mechanism, in which transcription factors regulate either its synthesis or its degradation.

Keywords: Neurospora crassa, transcription factors, glycogen metabolism, gsn gene.
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Neurospora crassa e a era pds gendmica

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 sem seu ciclo de vida. O fungo N. crassa, com um legado de mais
de 70 anos de intensa pesquisa, é provavelmente um dos fungos filamentosos melhor
conhecidos, sendo amplamente utilizado como organismo modelo em estudos de expresséo
génica, desenvolvimento e diferenciagéo celular, ritmo circadiano, defesa do genoma, bem
como outros aspectos da biologia de eucariotos. Pesquisas utilizando N. crassa como
modelo nas primeiras décadas do século XX determinaram o destino da genética moderna e
da biologia molecular. Na década de 40, Beadle e Tatum utilizando N. crassa estabeleceram
a relacdo entre genes e proteinas, formulando a hipétese de “um gene, uma enzima”.

N. crassa € um fungo filamentoso pertencente a classe dos Eumicetos, subclasse
Ascomiceta, familia Sordariacea, subfamilia Sphaeriales. Ao contrario das leveduras, € um
organismo multicelular e possui pelo menos 28 tipos distintos de células, muitos dos quais
derivam das hifas, que contribuem para seu complexo ciclo de vida (Bistis et al., 2003,
Borkovich et al., 2003). Suas hifas sdo tubulares, ramificadas e septadas, permitindo a
passagem de organelas e ndcleos entre os septos. Fusfes entre as hifas formam uma rede
complexa denominada de micélio que promovem a formacdo de heterocéarios, os quais
multiplos genomas contribuem para o metabolismo de um Gnico micélio. E um organismo
saprofito e ndo patogénico embora seu genoma esteja intimamente relacionado com fungos
patogénicos. Apresenta tanto o desenvolvimento sexual quanto o assexual em seu ciclo de
vida, o qual é altamente influenciado por fatores do meio ambiente, como nutrientes, luz e
temperatura.

O genoma de fungo esta organizado em sete cromossomos que variam entre 4 a 10
Mb de tamanho (Schutle et al., 2002) e foi recentemente sequenciado por Galagan et al.
(2003) revelando ser constituido por cerca de 40 Mb, muito maior se comparado com outros
fungos com genomas ja conhecidos, como Sacharomyces cerevisiae e
Schizosacharomyces pombe, 0s quais possuem genomas com aproximadamente 12 Mb. N.
crassa possui um total de 10.082 genes codificadores de proteinas, que cobrem 44% do

genoma. Do total de genes anotados 9.200 codificam proteinas com mais de 100 residuos,



cerca de duas vezes o total de genes de S. pombe (aproximadamente 4.800 genes) e S.
cerevisiae (aproximadamente 6.300 genes) (Galagan et al., 2003). Um fato que chama a
atencdo é que 41% dos genes que codificam proteinas ndo possuem ort6logos conhecidos
depositados nos bancos de dados, refletindo o baixo conhecimento dos genomas dos
fungos. Além disso, 57% das proteinas de N. crassa ndo possuem relacdo a proteinas
conhecidas de leveduras. Quando comparado com genomas conhecidos de eucariotos,
1.421 genes de N. crassa apresentaram as melhores correlacdes em relagéo a proteinas de
plantas ou animais (Galagan et al.,, 2003). Isso sugere uma relagdo mais estreita entre
fungos filamentosos e eucariotos superiores, se comparado com leveduras e outros
eucariotos inferiores. O fato de N. crassa ser um organismo multicelular faz com que uma
grande quantidade de seus genes ndo possua homoélogos em S. cerevisiae, sugerindo que
N. crassa pode ser um organismo mais adequado para a compreensao dos aspectos de
regulagéo celular dos eucariotos superiores (Dunlap et al., 2007). A presenca de um grande
nimero de genes no genoma de N. crassa ainda com func¢des desconhecidas aponta este
organismo como um promissor modelo para o estudo de novos mecanismos genéticos e
bioguimicos nao identificados até o momento, 0s quais podem possivelmente representar
genes com novas fungdes ou novos genes desempenhando maneiras diferentes de realizar
fungBes conhecidas (Dunlap et al., 2007).

Em eucariotos existem dois mecanismos de recombinacdo génica, a homéloga que
envolve a quebra do DNA, seguida da troca entre sequiéncias homélogas e a recombinacéo
ndo homologa, que envolve a ligagéo direta das extremidades da fita de DNA, independente
da homologia. A recombinagdo homadloga é 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 recombinacdo
homologa ocorre em rarissimas ocasifes tanto em N. crassa como nos demais eucariotos,
dependendo do gene e do tamanho da regido nucleotidica homdloga que flanqueia o gene
de interesse (Dunlap et al., 2007). J& o mecanismo de recombinacdo génica ndo homdloga
€ conservado evolutivamente em todos 0s reinos, sendo o mecanismo predominante em
eucariotos superiores, como humanos, plantas e insetos (Ninomiya et al., 2004). O conjunto
de proteinas envolvidas neste mecanismo séo as proteinas Ku70 e Ku80, conservadas tanto
em leveduras quanto em humanos, que se ligam nas extremidades do DNA e o complexo

DNA ligase IV-XRCCA4.



Com a identificacdo de genes homodlogos aos genes codificadores das proteinas Ku70
e Ku80 no genoma de N. crassa, mus-51 e mus-52, respectivamente, Ninomiya et al. (2004)
desenvolveram um procedimento, baseado em PCR, para a inativacdo dos genes
homologos de N. crassa e, desta maneira, construir linhagens nas quais 0 processo de
recombinacdo ndo homologa é inoperante O procedimento utilizado pelos autores esta
sendo utilizado para a construcdo de um banco de linhagens de N. crassa mutantes nos
10.000 genes codificadores de proteinas. O nocaute de todos os genes de N. crassa tem
como objetivo determinar a funcdo de cada deles, pois apenas 15% dos genes séo
associados com o feno6tipo e pouco mais de um ter¢o destes genes nao possuem ort6logos
em outros organismos, ndo existindo evidencias de suas fung¢des (Dunlap et al., 2007).
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
regulatérios envolvidos no metabolismo do glicogénio em N. crassa, o qual vem sendo
estudado em nosso laboratorio.

Assim, o sequenciamento do genoma de N. crassa, aliado aos avancos das
metodologias disponiveis envolvidas na inativacdo de genes especificos deu inicio as
andlises da genémica funcional do fungo. A inativacdo de genes de interesse, juntamente
com a analise de sua regulagéo sob diferentes condi¢cdes, bem como a analise fenotipica
das linhagens mutantes, tem como objetivo expandir o conhecimento do genoma funcional
em fungos, permitindo a realizagdo de comparacdes entre importantes processos biolégicos
em organismos distintos, com o intuito de revelar os mecanismos bioquimicos envolvidos

nos processos de regulacdo das vias metabolicas dos organismos.

Regulagdo génica nos eucariotos

Com o aumento da complexidade dos genomas dos organismos eucariéticos, houve a
necessidade de um sistema mais elaborado de controle dos genes. Células eucaridticas
possuem trés classes de enzimas RNA polimerases, funcionalmente distintas compostas por

12 a 17 cadeias polipeptidicas que transcrevem diferentes classes de genes: a RNA



polimerase | sintetiza RNA ribossomal (rRNA); a RNA polimerase Il transcreve os RNAs
mensageiros (MRNA) e a RNA polimerase Il transcreve o RNA transportador (tRNA) e o
rRNA 5S. Para que a transcricdo génica ocorra, as trés RNA polimerases eucaridticas
requerem uma série de fatores adicionais denominados de fatores gerais de transcricdo
(GTF) que interagem entre si ajudando a posicionar a RNA polimerase Il corretamente no
promotor além de separar as fitas de DNA para que o processo de transcricdo seja iniciado.
Além disso, a RNA polimerase Il possui um dominio adicional na extremidade C-terminal em
sua subunidade maior que é constituido por uma série de repeticbes do heptapeptideo Tyr —
Ser — Pro — Thr — Ser — Pro — Ser (Young, 1991) que por meio de sua fosforilacéo reversivel
regula a atividade da RNA polimerase Il nas distintas etapas do processo transcricional.
Quando sua extremidade C-terminal se encontra hipofosforilado, a enzima é capaz de
participar do complexo de pré-inicializacdo da transcricdo. J& a sua forma hiperfosforilada
confere capacidade para a elongagéo do transcrito (Riedl & Egly, 2000). O numero total das
enzimas RNA polimerases bem como sua complexidade e de seus fatores refletem a
necessidade de um sistema de controle transcricional mais elaborado nos eucariotos.

Nas células eucarioticas, o genoma é constituido pela molécula de DNA associada a
uma grande quantidade de proteinas que interagem de forma dinamica com a cadeia
nucleotidica, sendo responsavel pela sua compartimentalizacdo no ndcleo bem como pelo
controle da expressao génica. Essas proteinas pertencem a duas classes distintas: histonas
e proteinas cromossémicas nao-histonas. Histonas sdo pequenas proteinas basicas que
interagem com o DNA sob a forma de octameros, os quais sédo constituidos por dois pares
das histonas H2A, H2B, H3 e H4, formando um core globular que interage em 14 pontos
com a molécula de DNA (Luger et al., 1997). As histonas H1 possuem a fung&o de unir os
diversos octameros formados. O conjunto dos octameros de histonas unidos pelas histonas
H1 forma um complexo nucleoproteico denominado de nucleossomos (Kornberg, 1974) e
representam um dos mais estaveis complexos DNA-proteina sob condic¢des fisiologicas (Li
et al.,, 2007). Essa estrutura é extremamente conservada nos organismos eucariéticos ao
longo da evolugéo e constitui a unidade basica da cromatina (McGhee & Felsenfeld, 1980).

As histonas estdo sujeitas a um grande numero de modificac6es poés-traducionais
tanto as caudas N-terminais quanto o core globular formado por suas interacdes. Estas
modificagBes ocorrem pela acdo de proteinas que catalisam a adicdo de grupos funcionais

presentes na cauda flexivel N-terminal, como por exemplo, acetilacdo e metilagcdo dos



residuos de lisinas e fosforilagdo dos residuos de serina e treonina. Sabe-se que as histonas
sdo acetiladas em determinados residuos de lisina, e que esta acetilacdo esta relacionada
com a expressao e silenciamento génico. Alteracdes nas estruturas das histonas provocam
alteracBGes na estrutura da cromatina e, consequentemente, alteram o padréo de regulacéo
génica. Esse mecanismo recebe o nome de modelagem da cromatina e é amplamente
usado para descrever alteracdes na estrutura durante os processos regulatérios. Genes,
cujas regides promotoras estdo presentes em nucleossomos podem ter suas expressoes
inibidas caso os nucleossomos nao estejam relaxados (Almer et al., 1986; Wasylyk &
Chambon, 1979). No entanto, estudos envolvendo o mapeamento de genomas revelaram
que a densidade de nucleossomos nas regiées promotoras € menor se comparado com as
regides codificadoras (Bernstein et al., 2004; Lee et al., 2004; Sekinger et al., 2005). Estes
dados sugerem que o posicionamento dos nucleossomos no genoma esta intimamente
relacionado com a disposi¢éo das regides codificadoras do genoma.

Outro mecanismo responsavel pela regulacdo génica nos eucariotos é a presenca de
determinadas seqiiéncias nucleotidicas que atuam como sitios alvos para fatores de
transcricdo. Essas sequéncias recebem o nome de elementos cis. Diferentemente dos
organismos procariéticos que possuem apenas as regides -35 e -10 na unidade
transcricional, os eucariotos apresentam em seus genomas inimeros elementos cis, que
atuam como sitios alvos para a interacdo de diferentes proteinas regulatérias. Esses
elementos cis estdo localizados tanto upstream quanto downstream da unidade
transcricional e sdo responsaveis tanto pela ativacdo quanto pela inibicdo da expressao
génica. Alguns elementos cis podem estar localizados a centenas de bases do sitio de inicio
da transcricdo, como por exemplo, os elementos enhancers. Proporcionalmente ao aumento
da complexidade dos elementos regulatérios cis, 5-10% da capacidade total de codificacdo
dos metazoarios sdo dedicados a proteinas que regulam a transcricdo (Levine & Tijian,
2003). Essas proteinas estdo subdivididas em duas maiores classes: aa proteinas
denominadas fatores de transcricao que ligam a sequéncias nucleotidicas especificas por
meio de dominios de ligagdo ao DNA e medeiam a ativagdo ou repressao transcricional
seletiva dos genes, e uma grande quantidade de proteinas gerais que constituem a
maquinaria multiproteica da RNA polimerase |l, requeridas para o reconhecimento do

promotor e catalise da sintese de RNA (Levine & Tjian, 2003).
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A transcricdo dos genes estruturais das células eucaritticas é regulada por fatores de
transcricdo que interagem com o0s elementos cis presentes nas regides promotoras por meio
de um dominio de ligacdo especifico ao DNA (DBD). Estudos envolvendo fatores de
transcricdo tém mostrado que essas proteinas regulatérias possuem diferentes dominios
relacionados a importantes fungdes do processo transcricional (Latchman, 2003). Além do
dominio de ligacdo ao DNA, os fatores de transcricdo precisam também apresentar um
dominio de ativagdo (AD), requerido para estimular a transcrigéo. E importante ressaltar que
alguns fatores de transcricdo ndo possuem o AD. Neste caso, o DBD e o AD estéo
localizados em diferentes proteinas no complexo de ligacdo ao DNA, sendo necessaria a
interacdo das mesmas para que possa ocorrer a transcricdo (Latchman, 2003).

Para que o controle do processo transcricional seja eficiente, é necessario que ocorra
uma acao combinatéria de varios ativadores ou inibidores que se ligam aos elementos cis
presente no DNA. Como conseqiiéncia, um grande niimero de complexos regulatérios pode
ser arranjado a partir de uma grande quantidade de combinacdes de fatores. Esta idéia
ganhou for¢ca com o descobrimento de complexos multiproteicos que pode alterar a estrutura
da cromatina, como por exemplo, os reguladores transcricionais globais em S. cerevisiae,
tais como o complexo SAGA, com funcdo da enzima histona acetitransferase (HAT) que
transfere o grupo acetil da acetil coenzima A (acetil-CoA) para os residuos de lisina presente
nas caudas das histonas H3 e/ou H4, alterando a carga deste residuo, fazendo com que
diminua sua interacdo ao DNA, e o complexo Swi/Snf, com capacidade de desestabilizar
tanto os dimeros H2A/H2B quanto os tetrdmeros H3/H4 de histonas liberando os elementos
cis bloqueados pelos nucleossomos (Wolffe & Hayes, 1999). E importante ressaltar que
todos os reguladores de cromatina precisam se ligar a regibes especificas da cromatina
para poderem efetuar suas respectivas funcdes. Entretanto, esses reguladores geralmente
ndo possuem sitios de ligagdo no DNA e interagem com determinadas proteinas ja ligadas
ao DNA para poderem desempenhar suas fungdes.

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 conseqliéncia da modelagem

da cromatina é a exposi¢do ou inibicdo dos elementos cis aos fatores de transcrigdo, que
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podem estar na superficie do nucleossomo ou no interior dos mesmos, fazendo com que

genes especificos sejam ativados ou reprimidos no momento especifico.

Familias de fatores de transcricao

Para que o processo de transcricdo ocorra, é necessario que proteinas regulatorias
possuam dominios de ligacédo aos elementos cis. Essas proteinas sdo agrupadas em familia
de fatores de transcricdo de acordo com as caracteristicas estruturais desses dominios. O
completo sequienciamento do genoma de N. crassa permitiu a anotacdo de 182 fatores de
transcricdo. A maioria desses fatores pertence a familia zinc finger, que corresponde aos
dominios de ligagdo Zn,Cyss, C,H, e GATA, mas também foram identificados no genoma
fatores pertencentes as familias bHLH, B-ZIP, entre outras (Borkivich et al., 2003). Somente
21 genes codificadores de fatores de transcricdo foram caracterizados em N. crassa até o
momento. A maioria desses fatores conhecidos desempenha func¢des relacionadas ao
controle do metabolismo durante o desenvolvimento, como por exemplo, 0s genes acu-15,
cpc-1, nit-2, nit-4, pco-1, nuc-1, cys-3, qa-1F e sre, envolvidos na utilizagédo de nutrientes, os
genes fl, rca-1, e rco-1, envolvidos com o controle do crescimento e macroconididag&o, 0s
genes wc-1 e wc-2, relacionados com resposta a luz e ritmo circadiano, os genes asd-4,
asm-1, e pp-1, envolvidos com o desenvolvimento sexual, 0 gene uvs-2, relacionado ao
reparo de DNA, e os genes mat A-1, mat A-3, e mat a-1, relacionados com o mating type
(Colot et al., 2006).

Os fatores pertencentes a familia zinc finger constituem uma das maiores familias de
fatores de transcricdo em eucariotos, possuindo uma grande quantidade de estruturas
secundarias distintas, sendo responsaveis pela regulacdo de distintos processos
metabdlicos. A particularidade desta familia é a presenca de um ou mais atomos de zinco
necessarios para a formacdo da estrutura de seu sitio ativo denominado zinc finger
(Branden & Tooze, 1999). As cadeias polipeptidicas do dominio zinc finger sdo geralmente
pequenas, com um padrdo regular de residuos de cisteina e/ou histidina ao longo de sua
cadeia. Esses residuos sado responsaveis pela interacdo da seqiéncia polipeptidica com um
ou mais atomos de zinco, proporcionando a formacdo de uma conformacao independente
do dominio protéico. Atualmente sabe-se que as proteinas dessa familia ndo se ligam

apenas aos sitios presentes nas moléculas de acidos nucleicos, podendo também atuar em
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processos de diversas naturezas incluindo mediacdo da interacdo proteina-proteina,
remodelagem da cromatina, exercer funcéo de proteinas chaperoninas, ligacdo em lipideos
e sensoriamento de zinco (Laity et al., 2001).

Em eucariotos, as principais classes de proteinas zinc fingers responsaveis pela
interacdo ao DNA séo representadas pela classe |, que corresponde ao dominio C,H,, pela
classe Il, que corresponde ao dominio GATA e pela classe Ill que corresponde ao dominio
Zn,Cysg. O classico dominio zinc finger, também denominado de C,H,, é constituido por
uma unidade de conformacéo independente descrita como uma proteina miniglobular, com
um core hidrofébico e uma cadeia lateral polar em sua superficie (figura 1a) (Branden &
Tooze, 1999). Os residuos de 1 a 10 formam duas folhas B anti-paralelas seguidas de um
hairpin, com o zinco ligando a Cys3 na primeira folha B e a Cys6, presente na pequena volta
que une as duas folhas betas. Essa estrutura é seguida por uma a-hélice com 3 voltas e
meia (residuos 12 — 24). As demais liga¢cdes com o zinco ocorrem na His1l9 e His23 na
extremidade C-terminal. Essa hélice € denominada hélice 3,5, onde pontes de hidrogénio
ocorrem a cada 3 residuos. Foram descritas diversas proteinas possuindo mais de um
dominio zinc finger, como por exemplo, a proteina de rato Zif268 que é constituida por 90
residuos, distribuidos em 3 dominios zinc finger unidos por uma regiao linker de 4 residuos
(Pavletich & Pabo, 1991). Essas repeticbes dos dominios zinc fingers assumem um arranjo
modular que oferece um grande numero de possibilidades de combinacdes para
reconhecimento especifico de DNA, além de permitir um grande aumento na especificidade
de reconhecimento dos sitios de ligacdo ao DNA (Branden & Tooze, 1999). Essa familia
representa a segunda maior classe de fatores de transcricdo existente no genoma de N.
crassa. Até o momento 43 fatores de transcricdo foram identificados. Podemos citar como
exemplo o gene steA, envolvido na formacgéo de corpos de frutificacdo. Linhagens mutantes
gue apresentam esse gene inativado sdo estéreis, mas ndo apresentaram alteracbes no
padrdo de seu crescimento vegetativo, bem como em suas hifas (Vallim et al., 2000).

A classe representada pelos fatores GATA, também denominados de C,, recebem
esta denominacdo devido a sua capacidade de se ligar aos sitios (A/T)GATA(A/T) presente
nas regides regulatérias do DNA. Esses fatores de transcricdo foram inicialmente

identificados a partr de estudos envolvendo a regido promotora dos
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Figura 1 - Representagéo tridimensional dos dominios de ligacdo presentes nos fatores de
transcrigdo selecionados. (a) proteina ZIF 268 formando um trimero que se liga ao DNA por
meio de seus dominios C2H2 (PDB 1A1L); (b) fator de transcricdo GATA-1 interagindo com
o0 DNA (PDB 1GAT); (c) proteina GAL4 ligada ao DNA por meio de seus dominios Zn,Cyss
(PDB 1D66); (d) proteina PHO4 ligada ao DNA por seu dominio bHLH (PDB 1A0A);
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do).
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genes da a e B globina de humanos, sendo posteriormente identificados em muitos outros
organismos, como por exemplo fungos, Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster,
aves e mamiferos. Vertebrados possuem dois dominios zinc fingers com a configuracédo
Cys-X17-Cys-X2-Cys (figura 1b). J& os invertebrados podem apresentar dois dominios de
ligacdo ao DNA, como ocorre, por exemplo, em C. elegans, ou apenas um dominio de
ligagdo, como observado em fungos. E importante ressaltar que o dominio C-terminal é
requerido para a ligacdo do fator de transcricdo ao DNA, enquanto o dominio N-terminal é
responsavel pelo aumento da estabilidade e especificidade da ligacdo com o DNA (Merika &
Orkin, 1993). Podemos citar como exemplo em N. crassa, o fator de transcricdo NIT-2, que
juntamente com fator NIT-4, regulam a expressao do gene nit-3, o qual codifica a enzima
nitrato redutase, envolvida no metabolismo de nitrogénio no fungo.

A familia Zn,Cyse, também conhecida como binuclear cluster € restrita aos fungos,
sendo predominante nos organismos pertencentes a familia dos ascomicetos (Todd &
Adrianopoulos, 1997). O dominio zinc finger Zn,Cysg consiste de um par de a-hélices que
coordena dois 4&tomos de zinco através de 6 residuos de cisteina, uma a-hélice se liga ao
DNA pelo sulco maior e a segunda interage com o esqueleto de fosfato (figura 1c)
(Luscombe et al., 2000). Seus sitios de ligacdo ao DNA consistem em uma trinca de
nucleotideos conservada e intercalada por uma sequéncia variavel (CGGN,CCG). A
diferenca entre as proteinas desta familia € o espacamento entre os dois dominios (classico
e Zn,Cyse) que se ligam ao DNA, ou seja, 0 que determina a especificidade de ligagdo de
uma proteina da familia Zn,Cysg com seu sitio alvo no DNA é o espacamento entre 0s
nucleotideos (Vashee et al., 1993). Um bom representante desta familia de fator de
transcricdo é a proteina GAL4 de S. cerevisiae que se liga na forma de dimero ao DNA e
ativa a transcricdo de genes requeridos para a quebra de galactose e melibiose (Johnston,
1987). Em seu dominio zinc finger dois ions zinco estdo ligados a seis residuos de cisteinas,
sendo que dois residuos estdo ligados aos dois ions. O sitio de ligacdo ao DNA desta
proteina € CCG distanciados por 11 nucleotideos (Johnston, 1987). Os fatores de
transcricdo Zn,Cyse representam a maior familia de fatores de transcricdo em N. crassa
onde foram identificadas 77 ORFs que codificam proteinas contendo esse dominio. Destas,
20 ndo possuem homologia com proteinas de leveduras e 9 mostram homologia apenas

com proteinas de outros fungos filamentosos (Borkovich et al., 2004). Podemos citar como
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exemplo em N. crassa, o fator de transcricdo NIT-4, que como ja citado, esta envolvido com
a regulacdo de genes envolvidos na assimilacdo de nitrogénio.

Os fatores de transcricdo pertencentes a familia bHLH sdo exclusivos de eucariotos,
sdo altamente conservados em diversos organismos, desde leveduras até mamiferos, estdo
envolvidos no controle de diversas vias metabdlicas e estdo divididas em diferentes classes,
de acordo com suas funcdes (Murre et al., 1994). Essas proteinas regulatérias s&o
constituidas de duas a-hélices anfipaticas, separadas por uma regido espacadora em forma
de alca, que pode variar entre 5 a 23 residuos (figura 1d) (Branden & Tooze, 1999).

Além disso, os fatores de transcricdo pertencentes a esta familia possuem duas
regibes altamente conservadas: uma que consiste em uma regido com residuos
predominantemente basicos, responsaveis pela interacdo dessas proteinas ao DNA, e outra
formada por residuos hidrofébicos, responsaveis pela dimerizacdo dos mondmeros. Os
dimeros séo estabilizados por uma série de interacdes hidrofobicas e eletrostéticas entre as
a-hélices, devido a formacao de um feixe de 4 hélices que mantém os mondmeros unidos,
constituindo uma interface de ligacdo ao DNA. Essa estrutura possui uma geometria precisa,
gue interage via o sulco maior do DNA em uma sequUéncia consenso (CANNTG)
denominada de E BOX (Branden & Tooze, 1999). E importante ressaltar que as proteinas
que apresentam dominios de ligacdo bHLH n&do possuem a capacidade de diferenciar os
sitios de ligagdo ao DNA sob a forma de mon6meros. Assim, o mecanismo de dimerizagao
tem a funcd@o de converter moléculas monoméricas inativas em complexos diméricos com
atividade transcricional em periodos determinados durante o ciclo celular.

Alguns membros dessa familia de fatores de transcricdo ndo possuem a regiao basica,
ficando impossibilitados de se ligarem ao DNA. Esses fatores sdo denominados inibidores
de ligagdo ao DNA (Id). Os fatores Id possuem ag&o dominante como regulador negativo de
diferentes vias metabdlicas e atuam sequestrando monémeros, inibindo a formacdo de
dimeros ativos. Dessa forma, os fatores Id podem formar heterodimeros com outros
membros da familia que possuem a regido basica, exercendo uma fungao inibitéria, ou seja,
inibe a interacdo do heterodimero ao DNA, atuando entdo como reguladores negativos da
expressdo génica (Latchman, 2003). Em N. crassa, 10 proteinas foram identificadas nesta
familia, das quais somente a codificada pelo gene nuc-1 foi caracterizada, estando envolvida

com a regulagéo da utilizacao de fosfato (Kang & Metzenberg, 1990).
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Sinais de localizag&o nuclear

As células eucaridticas possuem seu material genético e sua maquinaria
transcricional localizados no nucleo com a finalidade de aperfeicoar seus processos
biol6gicos. Fatores de transcricdo sdo proteinas traduzidas no citoplasma que
desempenham suas fung¢des regulatorias no interior do envelope nuclear. Para que estas
proteinas possam desempenhar suas respectivas funcbes, em momentos especificos, é
necessario que elas atravessem a barreira fisica representada pelo nucleo.
Consequentemente, é necessario que ocorra o trafego entre moléculas do citoplasma e do
nacleo. Este fluxo ocorre por meio de estruturas localizada na membrana nuclear
denominada de complexo nuclear do poro (NPC) constituido por um complexo protéico, com
cerca de 125 MDa em células de mamiferos e 60 MDa em células de leveduras (Chook &
Blobel, 2001). Estas estruturas permitem o transporte passivo de ions, pequenas moléculas
e peguenas proteinas, restringindo grandes moléculas e proteinas com massa molecular
superior a 40 kDa. Proteinas com massa molecular acima de 40 kDa necessitam do auxilio
de proteinas carreadoras, também conhecidas como importinas para translocar para o
nucleo, via o complexo do poro.

As importinas sao grupos de proteinas com capacidade de realizar o transporte de
proteinas do citosol para o nucleo devido a presenca de sinais de localizacdo nuclear (NLS)
na sequéncia primaria das proteinas alvo. Esses sinais correspondem a pequenas
sequéncias de aminoécidos que sdo requeridas para a ligacdo da proteina alvo as
importinas. Os sinais de localizagdo nuclear melhores conhecidos sdo os sinais de
localizagdo nuclear classicos (cNLS), que podem ser de duas formas: monopartido ou
bipartido. O sinal monopartido pode apresentar uma seqiiéncia de 4 a 7 residuos de
aminoacidos basicos (lisina e arginina) seguidos ou nao por um residuo de histidina ou uma
prolina (Hicks & Rainkhel, 1995). Os sinais bipartidos, descobertos a partir de estudos com
Xenopus (Robbins et al.,, 1991) possuem duas regibes basicas separadas por
aproximadamente 10 residuos de aminoacidos. A primeira regido possui dois residuos
basicos e a segunda é composta por pelo menos 3 residuos de aminoacidos basicos
(Robbins et al., 1991). De forma resumida, o mecanismo de acdo das importinas em relagéo
aos cNLS inicia no citoplasma, pela formacdo de um complexo importina a/f, unidas pela

cauda N-terminal basica, autoinibitéria da importina a. Deste modo, ocorre a formacdo do
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complexo importina a/f, permitindo a interagdo dos cNLS presentes na proteina alvo com o
complexo formado via dominios especificos existentes na importina a. Ao penetrarem no
nucleo, via NPC, uma GTPase denominada de RanGTP se liga a importina 8, provocando
alteracBes conformacionais no complexo protéico. Estas alteracbes fazem com que o
complexo importina o/f seja desfeito. Desta forma, a cauda autoinibitéria da importina a, que
estava unida & importina B fica livre, iniciando uma competicdo com os cNLS da proteina
alvo, o que contribui para uma baixa afinidade da importina a pelos cNLS no interior do
ncleo, facilitando a liberacdo da proteina alvo no interior do nucleo. E importante ressaltar
gue os cNLS ndo sdo os unicos sinais pelos quais as proteinas carreadoras reconhecem e
translocam proteinas do citoplasma para o ndcleo. Recentemente uma série de NLS néo
classicos foram descobertos (Pemberton, et al., 1998; Lee et al., 2006; Fries et al., 2007),
onde as proteinas alvos interagem diretamente a importinas 3 especificas, ao contrario do
mecanismo que ocorre em relacdo aos cNLS. Foram identificadas cerca de 14 importinas 3

distintas em leveduras e mais de 20 em células de mamiferos (Chook & Blobel, 2001).

Estrutura, funcédo e aspectos gerais do metabolismo de glicogénio

O glicogénio € um polimero ramificado de glicose encontrado em células de diferentes
organismos com a funcao de armazenamento de energia para as células. Seus residuos de
glicose estdo unidos covalentemente por ligacdes glicosidicas lineares a-1,4 e ligacdes a-
1,6, que ocorre a cada 4 residuo de glicose, responsaveis pela ramificacdo da molécula.
Sua sintese é bem conservada nos eucariotos, envolvendo as mesmas enzimas: a
glicogenina, enzima auto-glicosilavel responsavel pelo inicio da biossintese do glicogénio; a
glicogénio sintase, que catalisa a formacao das ligac@es glicosidias a-1,4 pela transferéncia
de glicose a partir de UDP-glicose a extremidade ndo redutora de uma cadeia
polissacaridica em crescimento e a enzima ramificadora, a enzima glicosil-(4—6)-transferase,
que catalisa a formacgéao das liga¢des ramificadas a-1,6 da molécula de glicogénio.

Tanto microrganismos quanto mamiferos sintetizam e acumulam o glicogénio em
periodos de abundancia de nutrientes e o degrada quando as células sdo submetidas a
certos tipos de estresse, como por exemplo, escassez de nutrientes (Harris, 1997). Assim, a
variacdo do conteudo de glicogénio celular em resposta a diversas situacdes ambientais

indica que seu metabolismo é controlado por um complexo sistema regulatério.
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Diversos trabalhos relatam importantes variagdes no contetdo de glicogénio em S.
cerevisiae. Foi observado que durante a situacdo de crescimento vegetativo, as células de
leveduras acumulam glicogénio quando a cultura inicia sua fase de crescimento estacionario
(Thevelein, 1984). Outro exemplo de situacBes onde células de S. cerevisiae acumulam
glicogénio inclui a exposicdo da cultura ao choque térmico (Ni & Laporte, 1995). Sob
condigcbes de choque térmico a transcricdo do gene que codifica uma das enzimas
glicogénio sintase (GSY2) é aumentada, com consequente acumulo de glicogénio. Foi
mostrado que o aumento da expressdo do gene GSY2 durante o choque térmico é
decorrente da presenca de dois elementos regulatérios de DNA, os elementos STRE (Stress
Responsive Elements) na regido promotora do gene (Ni & LaPorte, 1995). Os STREs séo
elementos de transcricdo cis presentes nos promotores de genes responsivos a varias
condigbes estressantes (Martinez-Pastor et al., 1996). A maioria dos genes codificadores de
enzimas envolvidas no metabolismo de glicogénio em leveduras contém entre uma e varias
cOpias de STRE em seus promotores (Varela et al., 1995).

Em N. crassa, estudos realizados em nosso laboratério mostraram a ocorréncia de
acumulo de glicogénio durante a fase exponencial de crescimento vegetativo, o qual foi
acompanhado por um aumento tanto da atividade glicogénio sintase quanto nos niveis do
transcrito gsn desta enzima e que o glicogénio é degradado quando a cultura atinge a fase
estacionaria de crescimento (Noventa-Jorddo et al., 1996; de Paula et al., 2002). Sob
condicdo de choque térmico, ao contrario do que ocorre em S. cerevisiae, 0 nivel do
transcrito gsn sofre uma acentuada reducdo e retorna ao normal apés a reincubacdo da
cultura em sua temperatura fisiolégica de crescimento (de Paula et al.,, 2002). Estes
resultados mostraram que a regulagdo do metabolismo de glicogénio em N. crassa envolve
mecanismos diferentes dos descritos na levedura S. cerevisiae e se aproxima melhor dos
mecanismos de regulagéo de células de mamiferos.

Com o objetivo de estudar a regulagcdo da expressdo do gene gsn estudos de
caracterizacdo molecular da regido promotora do gene gsn de N. crassa foram realizados
em nosso laboratério (Freitas & Bertolini, 2004). Uma analise detalhada da regido 5'-
flanqueadora do gene permitiu a identificagdo de varios provaveis elementos transcricionais,
dentre eles grande quantidade de HSEs e dois elementos STRES, um deles upstream a um
TATA Box canbnico (STRE1) e o outro (STRE2), localizado dentro de um intron presente na

regido 5-UTR do gene gsn. Também foram identificados elementos STRESs na regido 3’ do
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gene. Os HSEs (Heat-Shock Elements) sdo elementos de transcricdo encontrados em
multiplas copias, nos promotores de genes responsivos ao choque térmico (Bienz & Pelham,
1987) e conferem uma forte inducdo frente ao estresse térmico, podendo agir tanto como
elementos proximais ao TATA Box quanto como enhancers (Pelham & Bienz, 1982; Bienz &
Pelham, 1986). Através de ensaios de retardamento em gel (Electrophoretic Mobility Shift
Assay, EMSA) com duas regides do promotor gsn, uma contendo elementos HSE e outra
contendo a regido correspondente ao STRE1, bandas de DNA de mobilidade reduzida foram
observadas com extratos nucleares de células do fungo submetidas ao choque térmico.
Estes resultados mostraram que proteinas ativadas nesta situacdo ambiental foram capazes
de ligar aos fragmentos de DNA do promotor de gsn e demonstraram fortemente o
envolvimento das regides estudadas na regulagdo da expressdo do gene durante a
condicdo de estresse mencionada. Além disso, também em nosso laboratorio, experimentos
foram iniciados com o objetivo de isolar proteinas (fatores de transcricdo ou ndo) que ligam
a regido promotora do gene gsn e, desta maneira, participam na regulacdo da expressao do
gene. Esses estudos combinam experimentos de ensaios de retardamento em gel,
acoplados a analise protedmica e identificagdo das proteinas por espectrometria de massas.
Os experimentos realizados até o momento levaram a identificacdo de algumas proteinas do
fungo, as quais podem ou n&o estar envolvidas na regulacdo do gene na condi¢cdo de
choque térmico (Freitas, 2007; Freitas et al., 2008).

A utilizagcdo de um banco de linhagens de N. crassa mutantes nas ORFs codificadoras
de fatores de transcri¢cdo, objetivo do presente trabalho, juntamente com as proteinas ja
identificadas, podera contribuir enormemente para o conhecimento das proteinas envolvidas
no controle transcricional do gene gsn em N. crassa. Isto podera permitir a identificacdo de

proteinas com func¢des ainda ndo descritas.
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Objetivos
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Este trabalho tem como objetivo principal identificar fatores de transcricdo que
participam na regulacdo do metabolismo do glicogénio no fungo N. crassa. Para isto, um
banco de linhagens do fungo contendo ORFs codificadoras de fatores de transcricdo
individualmente nocauteadas foi utilizado. Especificamente, o objetivo é a busca de novos
fatores de transcricdo envolvidos na regulacdo da transcricdo do gene gsn no fungo, ainda

nao caracterizados em outros organismos eucariotos.
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Materiais e Métodos
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Linhagens utilizadas

Linhagem selvagem: FGSC 9718 (a, Amus-51:: Hyg").

Linhagens mutantes: Uma colecéo de 139 linhagens mutantes de N. crassa, contendo
genes que codificam fatores de transcricdo individualmente nocauteados foi adquirida pelo
laboratério. Das 139 linhagens, 40 correspondem a linhagens nocauteadas no mesmo gene,
mas com fator de acasalamento distinto (A ou a), portanto 99 fatores de transcricdo foram
analisados neste trabalho. Todas as linhagens utilizadas foram adquiridas junto ao Fungal

Genetics Stock Center, Kansas City, MO, USA.

Meio de cultivo para o crescimento do fungo N. crassa

O meio de cultivo utilizado para o crescimento e manutengéo 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 dissolucdo dos seguintes sais, na ordem indicada, em 700 ml de
agua destilada:

510 g de citrato de sodio.H,O

250 g de KH,PO,

100 g de NH4NO;

10 g de MgS0,.7H,0

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

5 mL de solucéo de elementos tracos

O volume foi completado para 1 L com &gua destilada e 300 ul de cloroférmio foi
adicionado como agente conservante. A solucéo 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,0

5 g de ZnS0O,.7H,0O

1 g de F(NH,),.(S0O,),.6H,0

0,25 g de CuS,4.5H,0
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0,05 g de MnS0O4.H,O

0,05 g de H3BO3

0,05 g de NaM00O,4.2H,0

O meio minimo de Vogel foi preparado contendo 2% de sacarose, sais de Vogel 1X,

biotina 0,1 mg/ml preparada em 50% etanol e 2% de agar para culturas de meio sélido.

Propagacéo das linhagens e obtencédo dos conidios

Para a obtencdo dos micélios utilizados nos experimentos de choque térmico, o
in6culo foi feito em garrafas de vidro contendo 50 ml de meio sélido e deixado a 30°C na
estufa por 48 horas e, em seguida, expostos a luz até um total de 9 a 10 dias. Apds esse
periodo os conidios foram coletados pela adicdo de aproximadamente 10 ml de agua
destilada estéril & garrafa seguida da filtragdo em gaze estéril para retencdo das hifas e os

conidios foram contados em camara de Neubauer.

Choque térmico

Uma suspensdo de conidios (densidade de 10" células/ml) foi inoculada em 30 ml de
meio VM (Erlenmeyers de 125 ml), em duplicata, e colocada a 30°C sob agitacdo constante
de 250 rpm por 24 horas em um agitador New Brunswick. Apos esse periodo, o micélio
correspondente a um dos frascos de cada linhagem foi coletado por filtragcdo a vacuo em
papel filtro, rapidamente congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C (amostra
controle, ndo submetida a choque térmico). O micélio da amostra do outro frasco também foi
coletado por filtracdo a vacuo, e transferido para um terceiro frasco contendo VM liquido,
pré-aquecido a 45°C, e deixado nesta temperatura por 30 minutos. Em seguida o micélio foi
coletado por filtracdo, rapidamente congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C

(amostra submetida a choque térmico).

Preparo do extrato celular e determinacdo do conteudo de glicogénio

Para o preparo do extrato celular, aproximadamente 200 mg do micélio congelado a -

80°C foram macerados em nitrogénio liquido até lise total. Em seguida, transferiu-se esse
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material para um tubo eppendorf de 1,5 ml contendo 1 ml de solugéo tamp&o gelada (Tris-
HCI 50 mM, pH 8,0, NaF 50 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, benzamidina 1 mM, TLCK 2
mM, aprotinina 1 pg/ml e pepstatina A 1 pg/ml). A mistura foi fortemente agitada em vortex,
e em seguida, foi centrifugada a 10.000 x g por 10 minutos em centrifuga Eppendorf de
bancada, recolhendo o sobrenadante em um tubo eppendorf novo. Uma aliquota foi utilizada
para a determinacdo das proteinas totais do extrato celular pelo método de Hartree
modificado utilizando soroalbumina bovina (BSA) como padréo (Hartree, 1972).

O contetdo de glicogénio foi determinado pela digestdo do glicogénio com
amiloglicosidase apés precipitacdo com etanol absoluto como descrito por Hardy & Roach
(1993), com algumas modificagdes. Primeiramente, foram coletados 100 ul do extrato celular
bruto e adicionado 25 ul de TCA 50%. Em seguida, o material foi centrifugado a 5000 x g por
10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um tubo eppendorf limpo, sendo
adicionado 500 pl de etanol absoluto e deixado 30 minutos a -80°C para a precipitagdo do
glicogénio presente na fragédo soltvel. Finalmente, a solugéo foi centrifugada a 17000 x g por
10 minutos para a coleta do glicogénio, o qual foi lavado duas vezes com 500 pl de etanol
66%, levemente seco ao ar, e ressuspenso em 400 pl de solugéo acetato (acetato de sodio
50 mM, CaCl, 5 mM, pH 5,2). O glicogénio foi digerido com as enzimas a-amilase (1 pul de
uma solugdo 10 mg/ml) e amiloglicosidase (1 pl de uma solucdo de 30 mg/ml) durante 12 a
15 horas. O conteudo de glicose livre foi determinado pelo kit Glicose PAP Liquiform
(Labtest) segundo as instru¢des do fabricante. O contetdo de glicogénio presente em cada
amostra foi calculado de acordo com uma curva padrdo de glicogénio e expresso em
relacdo 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 solucéo acetato (acetato de sédio 50 mM, CaCl, 5 mM, pH 5,2) na concentracédo

de 10 mg/ml.

Andélise das linhagens mutantes pelo crescimento

As linhagens selecionadas foram avaliadas pela taxa de crescimento linear em meio
sélido utilizando race tubes, os quais sdo longos tubos de vidro, com aproximadamente 50
cm, contendo suas extremidades inclinadas (angulo de aproximadamente 30°). As linhagens

foram rejuvenescidas e hifas (7 a 10 dias de crescimento) foram inoculadas em uma das
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extremidades dos tubos. O avanco das hifas foi acompanhado a cada 24 horas até a

linhagem selvagem atingir o final do tubo. A taxa de crescimento foi expressa em mm/dia.

Extracdo de RNA total e analise da expresséo génica por Northern blot

O RNA total das linhagens selecionadas foi extraido pelo método de cloreto do litio
(Sokolovsky et al., 1995). Para isto, uma pequena quantidade do micélio congelado foi
macerada com nitrogénio liqguido e o pé resultante foi transferido para tubos eppendorf
contendo uma mistura de 750 yL de tampéao de lise (NaCl 0,6M, EDTA 10 mM, Tris-HCI
0,1M, pH 8,0 e SDS 4%) e 750 uL de fenol saturado em Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0. A
suspensédo foi agitada durante 15 minutos a temperatura ambiente e a fase aquosa foi
coletada a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C em centrifuga refrigerada de bancada. O RNA
contido na fase aquosa foi precipitado com 0,75 volumes de uma solucdo de LiCl 8 M e
mantido a 4°C durante uma noite. Apds esta etapa, o material foi centrifugado a 13.000 rpm
por 10 minutos a 4°C, o precipitado contendo os acidos nucléicos foi ressuspenso em 300
ML de dgua e novamente precipitado com acetato de sddio 3 M e etanol absoluto gelado a
- 80°C, durante 30 minutos. O RNA total foi coletado a 13.000 rpm, por 15 minutos a 4°C,
lavado duas vezes com uma solugéo de etanol 70% gelada a 13.000 rpm por 5 minutos a
4°C, seco e solubilizado em 50 a 100 yL de &gua previamente tratada com DEPC. A
concentracdo do RNA foi determinada por absorbancia a 260 nm em espectrofotbmetro
Beckman, modelo DU 640 e sua pureza analisada através da relacdo de absorbancias
260/280 nm.

A analise por Northern blot foi realizada segundo protocolo descrito por Sambrook &
Russell (2001). Para isto, aproximadamente 15 ug de cada amostra de RNA total foi
previamente desnaturada em tampado de desnaturacdo (MOPS 1X, formamida deionizada
50%, formaldeido 20 %, glicerol 10%, azul de bromofenol 0,025%, brometo de etideo 0,05
Mg/mL) a 65°C durante 10 minutos. As amostras desnaturadas foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 1,5% contendo formaldeido 0,6 M a 65 V por
aproximadamente 4 horas em tampao MOPS 1X (MOPS 20 mM, acetato de sédio 5 mM e
EDTA 1 mM, pH 7,0). 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 sédio 3 mM, pH 7,0) durante a noite. ApOs esta etapa, os RNAs
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foram fixados na membrana por crosslinking (Ultraviolet Crosslinker UVP mod. CL1000)
durante 2 minutos e, em seguida, a membrana foi lavada com solu¢cdo tampado SSPE 2X
(NaCl 0,3 M, NaH,PO, 2 mM e EDTA 2 mM, pH 7,0) para a total remocédo do formaldeido.
ApoOs as lavagens, a membrana foi pré-hibridizada a 42°C, durante 4 h com 5 mL da solu¢éo
ULTRAhyb™ (Ambion) em forno de hibridizac&o Hybaid. A sonda utilizada foi um fragmento
do gene gsn de aproximadamente 1350 pb subclonado no vetor pMOSBIlue (construgéo
existente no laboratério). Esta sonda foi marcada radiativamente com a[**P]dATP por
random priming utilizando o kit NEBIlot™ (Biolabs) e, em seguida, foi purificada por filtragéo
em resina Sephadex G-50 (Sigma) equilibrada em tamp&o NT (Tris-HCI 1 mM, pH 8,0, NaCl
1 mM e EDTA 2 mM, pH 8,0) a fim de eliminar os nucleotideos nao incorporados. Em
seguida, a sonda foi desnaturada a 100°C durante 10 minutos e 100 ul da sonda
desnaturada (aproximadamente 10° cpm total) foi adicionada & solucdo de pré-hibridizagéo
ULTRAhyb™ (Ambion). A hibridizac&o foi realizada a 42°C durante uma noite. Apds a
hibridizacdo 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 - 15 min/42<C

SSPE 0,5x; SDS 0,1% - 15 min/42<C

SSPE 0,1x; SDS 0,1% - 15 min/42<C

SSPE 0,1x; SDS 0,1% - 30 min/65C

Analise computacional dos fatores de transcrigcdo selecionados

As sequéncias nucleotidicas das ORFs que codificam fatores de transcricdo das
linhagens mutantes selecionadas foram identificadas no genoma de N. crassa
(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/neurospora/Home.html) e as sequéncias
polipeptidicas deduzidas e comparadas com sequéncias disponiveis no banco de dados do
National Center for Biotechnology Information (NCBI), utilizando a ferramenta Blastp

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/).

Para o alinhamento mdltiplo das seqiéncias de proteinas que apresentaram
similaridades relevantes ap6s o Blastp foram utilizados os seguintes programas: ClustalW,

no site do European Bioinformatics Institute (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw) e o
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Boxshade, no site Box Shade Server (http://www.ch.embnet.org/software/BOX form.html).

Para a estimativa tedrica das propriedades fisico-quimicas dos fatores de transcricdo
selecionados foi utilizado a ferramenta ProtPAram no site do servidor EXPASY

(www.expasy.org/tools/protpar-ref.html). A deteccdo de dominios conhecidos presentes nos

fatores de transcrigcdo foi feita por meio das informag6es disponiveis no genoma do fungo

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

heidelberg.de) e pelo Pfam 22.0 (http://pfam.sanger.ac.uk). A presenca de sinais de

localizagcdo  nuclear classicos (NLS) foram  determinadas pelo  PSORTII

(http://psort.nibb.ac.jp/form2.html).
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Determinacdo do acUmulo de glicogénio nas linhagens e selecdo das

linhagens mutantes

Todas as linhagens mutantes foram analisadas em relacdo ao contetudo de
glicogénio antes e depois do choque térmico, tendo como padrédo o conteddo da linhagem
selvagem, nas mesmas condicfes. A dosagem de glicogénio presente nos extratos
celulares foi feita por meio da determinacgéo da glicose liberada pela digestédo do glicogénio
com as enzimas a-amilase e amiloglicosidase em relacao a quantidade de proteina presente
no extrato protéico. Essa relacédo foi dada em microgramas de glicogénio por miligramas de
proteinas, corrigindo-se os valores obtidos em fungéo da concentracéo de proteina total nos
extratos. O total de familias dos fatores de transcrigdo, juntamente com o total de linhagens
pertencentes a elas esta representado na figura 2.

Em uma primeira analise, todas as linhagens mutantes foram avaliadas em relacédo
ao perfil de acumulo de glicogénio, sendo que 71 linhagens apresentaram um padrdo de
acumulo de glicogénio distinto da linhagem selvagem apds 30 minutos de choque térmico.
Destas linhagens selecionadas, 50 mostraram concentracdes de glicogénio ap6s choque
térmico semelhante ou até mesmo superior em comparagdo aos valores encontrados antes
do choque térmico e 21 linhagens apresentaram um conteddo de glicogénio muito inferior
aos resultados obtidos antes da exposicdo ao estresse térmico. Um resultado tipico desta
primeira anélise esta mostrado na figura 3. E importante ressaltar que esta colecéo, a qual
possui 139 linhagens de N. crassa, apresenta 99 ORFs distintas nocauteadas. Ou seja,
algumas linhagens distintas possuem a mesma ORFs nocauteada, se diferenciando apenas
em seu fator de acasalamento.

As linhagens que apresentaram padrbes distintos da linhagem selvagem foram
selecionadas para a confirmacdo dos resultados. Para isto novos experimentos de choque
térmico foram realizados em triplicata, utilizando a mesma metodologia descrita
anteriormente. Nessa segunda analise, apenas 10 ORFs das 50 linhagens que
apresentaram concentracdes de glicogénio semelhante antes e apds choque térmico
confirmaram o resultado inicialmente obtido e, somente uma ORF das 21 linhagens que
apresentaram conteudo de glicogénio muito inferior em relagéo aos resultados obtidos antes
do choque térmico confirmou o resultado. As linhagens selecionadas e as correspondentes

ORFs nocauteadas que apresentaram acumulo de glicogénio semelhante ou superior apos
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Figura 2 - Representacdo esquematica do numero total de linhagens mutantes utilizadas no

trabalho, divididas de acordo com a familia do fator de transcricao cuja ORF foi nocauteada.
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Figura 3 - Padrbées de concentracdo de glicogénio observados nas linhagens durante a
primeira andlise. Os valores no eixo X correspondem ao numero total das linhagens
mutantes de N. crassa correspondentes aos padres de acumulo de glicogénio antes e
depois do choque térmico. Células das diferentes linhagens foram submetidas ao choque
térmico e o contetdo de glicogénio foi determinado antes e apds choque térmico como

descrito em Materiais e Métodos.
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0 estresse térmico foram: FGSC# 11004 (NCUO08000), FGSC#11062 (NCU09739),
FGSC#11067 (NCU06971), FGSC#11089 (NCUO04851), FGSC# 11102 (NCU01629),
FGSC#11123 (NCUO00808), FGSC#11126 (NCUO01154), FGSC#11134 (NCUO04390) e
FGSC#11139 (NCU04731). A unica linhagem que apresentou um contetdo de acumulo de
glicogénio muito inferior a linhagem selvagem apds o estresse térmico foi a FGSC# 11039
(NCUO01097). Os resultados de conteudo de glicogénio referentes a segunda analise estao
mostrados na figura 4 e a classificacdo das linhagens selecionadas em relacdo as familias
de fatores de transcri¢do esta representada na tabela 1.

Dentre as linhagens selecionadas com um maior acimulo de glicogénio em relacao a
selvagem, apOs choque térmico, as linhagens FGSC#11004, FGSC#11062, FGSC#11189,
FGSC#11067, FGSC#11123, FGSC#11126 e FGSC#11134 mostraram um acumulo de
glicogénio néo téo reduzido, sendo os valores praticamente semelhantes em relagdo aos
valores obtidos antes do estresse. Ja& as linhagens FGSC# 11102 e FGSC# 11139
apresentaram um padrdo de acumulo de glicogénio maior depois do choque térmico. E
importante ressaltar que todas as linhagens que apresentaram alteragcbes no acumulo de
glicogénio, tanto antes quanto apo0s choque térmico, com exceg¢do das linhagens
FGSC#11089, FGSC#11102 e FGSC#11134, apresentaram uma concentracdo total de
glicogénio inferior em relacéo a linhagem selvagem, tanto antes quanto depois do estresse

térmico.

Caracterizacdo bioquimica, molecular e estrutural dos fatores de transcricao

selecionados

Apds a determinacdo do conteldo de glicogénio das linhagens mutantes, foram
selecionadas apenas as linhagens que apresentaram um perfil de acimulo de glicogénio
distinto, tanto antes quanto apds o choque térmico, em relagdo a linhagem selvagem. A
partir das sequéncias nucleotidicas das ORFs nocauteadas destas linhagens, as sequéncias
de aminoacidos dos fatores de transcricdo foram deduzidas e analisadas. Utilizando as
informacobes disponiveis no genoma do fungo

(http://www.fgsc.net/scripts/strainsearchform.asp) juntamente com a utlizacdo de

ferramentas de bioinformatica disponiveis na internet foi possivel a caracterizacdo

bioquimica, molecular e estrutural dessas proteinas regulatorias, tais como ponto isoelétrico
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Tabela 1: Classificacdo das linhagens selecionadas em relacdo as familias de fatores de

transcricéo.

Familia do Fator de
FGSC# | ORF Fator de s Proteina Anotada
acasalamento Transcricao
o Cutinase transcription
11004 NCU08000 a Zn,Cysg zinc finger factor 1a
11039 | NCU01097 A Zn,Cysg zinc finger Predicted protein
11062 | NCU09739 a Zn,Cysg zinc finger Predicted protein
Transcriptional activator
11067 NCU06971 A Zn,Cysg zinc finger
XInR
11089 | NCUO04851 A Zn,Cyss zinc finger Predicted protein
11102 | NCUO01629 A C2H2 zinc finger Predicted protein
Conserved hypothetical
11123 NCU00808 A Zn,Cysg zinc finger .
protein
Conserved hypothetical
11126 NCU01154 A GATA .
protein
Conserved hypothetical
11134 NCU04390 a Zn,Cysg zinc finger .
protein
Conserved hypothetical
11139 NCU04731 a bHLH .
protein
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Figura 4 - Padrao de concentracdo de glicogénio observado nas linhagens apds a segunda
analise. Células das diferentes linhagens foram submetidas ao choque térmico e o conteudo
de glicogénio foi determinado antes e apds choque térmico como descrito em Materiais e
Métodos.
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(pl), massa molecular tedrica (MM), a presenca de dominios conhecidos e de sinais de
localizacdo nuclear (NLS). Para a localizacdo de dominios presentes nos fatores de

transcricdo utilizou-se os sites SMART (http://smart.embl-heidelberg.de) (Schultz et

al.,1998), Psortll (http://psort.nibb.ac.jp/cgi-bin/runpsort.pl) (Nakai & Horton, 1999) e Pfam

22.0 (http://pfam.sanger.ac.uk/) (Bateman et al., 2004).

A figura 5 mostra uma representacao esquematica das caracteristicas estruturais dos
fatores de transcricdo selecionados e a tabela 2 mostra os dados bioquimicos obtidos por
predicdo tedrica de cada proteina selecionada. O fator de transcricdo codificado pela ORF
NCUO08000 possui 1033 residuos de aminoacidos com um total de 115,97 kDa de massa
molecular e um ponto isoelétrico de 8,22. Esta proteina apresenta um dominio de ligacao ao
DNA pertencente a familia Zn,Cyss em sua regidao N-terminal, entre os residuos 106 e 139,
um dominio de ativacéo transcricional caracteristico de fungos entre os residuos 717 e 763,
uma regido de coiled coil entre os residuos 717 e 763 e 2 sinais de localizagdo nuclear
classicos monopartido localizados ente os residuos 141 e 145 e entre os residuos 706 e
710.

O fator de transcricdo codificado pela ORF NCU01097 possui 817 residuos de
aminoacidos com um total de 90,23 kDa de massa molecular e um ponto elétrico de 6,34.
Esta proteina possui um dominio de ligagdo ao DNA pertencente a familia Zn,Cyse entre os
residuos 44 e 73 e um sinal de localizacdo nuclear classico bipartido localizado ente os
residuos 36 e 52. O fator de transcricdo codificado pela ORF NCU09739 possui 675
residuos de aminoacidos com um total de 75,09 kDa de massa molecular e um ponto
isoelétrico de 7,85. Esta proteina apresenta um dominio de ligacdo ao DNA pertencente a
familia Zn,Cysg entre os residuos 12 e 41 e ndo possui nenhum sinal de localizacdo nuclear
classico.

O fator de transcricdo codificado pela ORF NCU06971 possui 994 residuos de
aminoacidos com um total de 103,16 kDa de massa molecular e um ponto isoelétrico de
6,44. Esta proteina apresenta um dominio de ligagdo ao DNA pertencente a familia Zn,Cyse
entre os residuos 90 e 133, um dominio de ativacao transcricional caracteristico de fungos
entre os residuos 508 e 624 e dois sinais de localizacdo nuclear monopartido entre os
residuos 87 e 93 e entre os residuos 128 e 132. O fator de transcricdo codificado pela ORF
NCUO04851 possui 1040 residuos de aminoacidos com um total de 113,8 kDa de massa

molecular e um ponto isoelétrico de 8,2. Esta proteina apresenta um dominio de ligacdo ao
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Figura 5 - Representacdo esquematica dos fatores de transcricdo selecionados feita pelo

servidor EMBL-SMART (http://smart.embl-heidelberg.de). As regibes em laranja

representam o dominio Zn2Cys6, a em roxo representa o dominio bHLH, as barras em azul
claro representam dominios C2H2, as barra em azul escuro representam dominios
transmembrana, as regides em preto representam dominios especificos, as em rosa
representam sequéncias com baixa complexidade e as em verde representam regides de

coiled coil presentes nos fatores de transcricédo selecionados.
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Tabela 2: Dados bioquimicos obtidos por predicdo teorica dos fatores de transcricdo

selecionados*.

Massa
Residuos | molecular Ponto
ORF de AA estimada | isoelétrico NLS**
(kDa)
141-PKRKK (M)
NCU08000 1033 115,97 8,22
706-KRHRR (M)
NCU01097 817 90,23 6,34 36-KRVKAVTQACHTCRRYK (B)
NCU09739 675 75,09 7,85 -
87-PIRRRIS (M)
NCU06971 994 103,16 6,44
128-RKKR (M)
268-PKEKRWP (M)
NCU04851 1040 113,8 8,2
222-KRRNRPAVSCIPCRGRKI (B)
NCU01629 420 45,91 8,82 240-PRPKRQQ (M)
147-PRIKTKK (M)
NCU00808 551 61,87 5,97
11-RKRLRTSHACDLCRFRKI (B)
NCU01154 445 48,68 8,91 381- KKRR (M)
89-PQPPRRRKKK (M)
NCU04390 847 93,67 6,6
94-RRKKKPHERDLIDRLKKY (B)
NCU04731 994 108,85 6,5 276-PNSRKRK (M)

* A estimativa tedrica das propriedades fisico-quimicas dos fatores de transcricdo bem como

a determinacdo de NLS classicos foi realizada por meio das ferramentas ProtPAram

(www.expasy.org/tools/protpar-ref.html) e Psortll (http://psort.nibb.ac.jp/cgi-bin/runpsort.pl),

respectivamente.

** M e B correspondem ao sinal de localizacdo nuclear (NLS) monopartido (M) e bipartido

(B).
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DNA pertencente a familia Zn,Cyse entre os residuos 225 e 271, um sinal de localizacao
nuclear bipartido entre os residuos 222 e 239 e um sinal monopartido entre os residuos 268
e 274.

O fator de transcricdo codificado pela ORF NCU01629 possui 420 residuos de
aminoacidos com um total de 45,91 kDa de massa molecular e um ponto isoelétrico de 8,82.
Esta proteina apresenta trés dominios de ligacdo ao DNA pertencente a familia C,H, em sua
regido C-terminal, entre os residuos 257 e 281, entre os residuos 289 e 314 e entre 0s
residuos 320 e 340 e apenas um sinal de localizacdo nuclear classico monopartido entre os
residuos 240 e 246.

O fator de transcricdo codificado pela ORF NCU00808 possui 551 residuos de
aminoacidos com um total de 61,87 kDa de massa molecular e um ponto isoelétrico de 5,97.
Esta proteina apresenta um dominio de ligacdo ao DNA pertencente a familia Zn,Cysg entre
os residuos 16 e 59, possui duas regides transmembranas, uma entre os residuos 262 e
284 e outra entre os residuos 464 e 486 e possui dois sinais de localizacdo nuclear
classicos, um monopartido localizado entre os residuos 147 e 153 e um bipartido localizado
entre os residuos 11 e 28.

O fator de transcricdo codificado pela ORF NCUO01154 possui 445 residuos de
aminoacidos com um total de 48,68 kDa de massa molecular e um ponto isoelétrico de 8,91.
Esta proteina apresenta um dominio de ligagdo ao DNA pertencente a familia GATA
localizado em sua regido C-terminal, entre os residuos 387 e 439 e apresenta um sinal de
localizagdo nuclear classico monopartido entre os residuos 381 e 384.

O fator de transcricdo codificado pela ORF NCU04390 possui 847 residuos de
aminoacidos com um total de 93,67 kDa de massa molecular e um ponto isoelétrico de 6,6.
Esta proteina apresenta um dominio de ligacdo ao DNA pertencente a familia Zn,Cyse
localizado entre os residuos 52 e 95, um dominio de ativacdo transcricional caracteristico de
fungos entre os residuos 327 e 424, e apresenta 2 sinais de localizacdo nuclear classicos
localizados sobrepostos, um monopartido entre os residuos 89 e 99 e um bipartido entre os
residuos 94 e 111.

O fator de transcricdo codificado pela ORF NCU04731 possui 994 residuos de
aminoacidos com um total de 108,85 kDa de massa molecular e um ponto isoelétrico de 6,5.
Esta proteina possui um dominio de ligacdo ao DNA pertencente a familia bHLH, localizado

entre os residuos 308 e 382, um dominio de fatores de transcricdo ER de mamiferos, entre
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os residuos 647 e 911, envolvido no controle do metabolismo de lipidio em mamiferos e
apenas um sinal de localizacdo nuclear classico monopartido localizado entre os residuos
276 e 282.

As sequéncias polipeptidicas foram utilizadas para a andlise por Blastp para a
identificacdo de homélogos funcionais. Apenas os fatores de transcricdo codificados pelas
ORFs NCU08000 e NCU06971 mostraram homologia a proteinas com fun¢des conhecidas
e depositadas em banco de dados. A analise da sequéncia polipeptidica deduzida da ORF
NCUB8000 revelou a existéncia de um grande nimero de proteinas homoélogas depositadas
nos bancos de dados. Destas foram selecionados os fatores de transcricdo cutinase 1 a
(CTFla) dos ascomicetos Fusarium oxysporum, Gibberella zeae, Nectria haematococca,
(anamorfo: Fusarium solani), Ajellomyces capsulatus e Aspergillus terreus por apresentarem
e-value igual a 0.0.

As seqliéncias polipeptidicas destas proteinas, juntamente com a proteina de N.
crassa foram analisadas por um alinhamento de seqliéncias e o resultado estd mostrado na
figura 6. Podemos observar que a proteina de N. crassa mostrou uma boa identidade as
outras proteinas analisadas tendo 68%, 68%, 67%, 53% e 52% aminoacidos idénticos em
relacdo as proteinas dos 5 microrganismos, respectivamente. O dominio de ligacdo ao DNA
do fator de transcricdo codificado pela ORF NCUO8000 se mostrou extremamente
conservado em relacdo as outras proteinas, contendo apenas uma alteracdo no residuo
134, onde uma glutamina foi substituida por uma serina. Uma singularidade apresentada
pela proteina codificada pela ORF NCU08000 é a presenca de uma sequéncia de
poliglutamina (poli-Q) entre os residuos 725 e 761, que pode formar um dominio coiled coil
(em verde na figura 5) e ndo esta presente nas outras proteinas analisadas.

O outro fator de transcricdo que apresentou homologia a proteinas com funcdes
conhecidas e depositadas em banco de dados foi o codificado pela ORF NCU06971. A
busca por proteinas homoélogas revelou uma grande quantidade de proteinas relacionadas
com a ativagdo da transcricao do gene codificador da proteina XInR, envolvida na expresséo
de enzimas envolvidas na degradacdo de celulose e hemicelulose. Assim, foram
selecionados para o alinhamento multiplo de seqiiéncia, mostrado na figura 7, as proteinas
XInR dos ascomicetos F. oxysporum, Hypocrea jecorina, A. kawachii, A. niger e A. oryzae,

por apresentaram e-value igual a 0.0. A proteina de N. crassa mostrou identidade as outras
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Figura 6 - Alinhamento mdltiplo da proteina codificada pela ORF NCU08000 com os fatores

de transcricdo cutinase dos ascomicetos F. oxysporum (ABR12478), G. zeae (XP_382112),
N. haematococca (P52958), A. capsulatus (XP_001536925) e A. terreus (XP_001211421). O

alinhamento de sequéncias foi realizado por ClustalW e os residuos de aminoacidos

idénticos (em preto) e as trocas conservativas (em cinza) foram identificados por BoxShade.

O sitio de ligacao ao DNA (pontilhado) e os NLS (sublinhados) estéo representados.
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.oryzae Y BHEACVVTLNTEYQRTFRKVMRSALAQVRGRMPEDEGEQQQRRREMLALYRWTGDGSGLAL

.Crassa Sl \V/SIAAEALIBIN I LEYDPELEFMPFFFGEYLLQGSFLLLLIJADKLQWYEASPSVVKACET 1IRA
o NQYAToleT Ul I N Kl AAAEA[IDNS I L EEDPEL EFMPFFFG 1 YLLQGSFLLLLIJADKLQSEASPSVIIKACET 1VRA
Tl T g Ta RN Sl SAAEALRTO | LEEDPEL EFMPFFFG 1 YLLQGSFLLLLIJADKLQAEASPSVIIKACET 1 VRA
-kawachii [EIl Y GAAEAMAE I LE[DPRILEFMPFFFG 1 YLLQGSFLLLLIADKLQGBASPSVVRACET IVRA
-niger 756 Al= I LEYDPELSFMPFFFG 1 YLLQGSFLLLLUAADKLQGBASPSVVRACET IVRA
.oryzae 852 A I LEYDPIIIFMPFFFG 1 YLLQGSFLLLLUAADKLQGP,

Figura 7 - Alinhamento multiplo de seqUéncias da proteina codificada pela ORF NCU06971
com as proteinas de F. oxysporum (ABN41464), H. jecorina (AAO33577), A. oryzae
(BAA95967), A. kawachii (BAB62022) e A. niger (XP_001397110). O alinhamento de
sequéncias foi realizado por ClustalW e os residuos de aminoacidos idénticos (em preto) e
as trocas conservativas (em cinza) foram identificados por BoxShade. O sitio de ligacdo ao

DNA (pontilhado) e os NLS (sublinhados) estéo representados.
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proteinas analisadas tendo 63%, 58%, 53%, 53% e 49% dos aminoé&cidos idénticos em

relacdo as proteinas dos 5 microrganismos, respectivamente.

Andlise do crescimento linear das linhagens selecionadas

Com o objetivo de analisar se a auséncia de um determinado fator de transcricdo
poderia afetar o crescimento celular da linhagem mutante, o crescimento das linhagens
selecionadas foi analisado. O crescimento foi avaliado pela taxa de crescimento em meio
sélido utilizando race tubes, como mostra a figura 8. A figura 9 mostra os resultados do
crescimento das linhagens mutantes e da selvagem. Podemos constatar que o crescimento
das linhagens mutantes ndo se diferenciou muito em relacdo ao crescimento da linhagem
selvagem, exceto o apresentado pela linhagem FGSC#11062 (NCU09739). O crescimento
médio apresentado por esta linhagem comparado ao apresentado pela linhagem selvagem
até o quinto dia foi de aproximadamente 50% nos experimentos realizados em meio VM a

30C.

Andélise da expressdo génica por Northern blot

Com o objetivo de avaliar a expressao do gene gsn antes e apds o choque térmico
nas linhagens selecionadas, o RNA total foi extraido a partir dos micélios congelados
utilizados na dosagem de glicogénio das linhagens selecionadas, tanto os crescidos a 30°C
quanto os submetidos ao estresse térmico por 30 minutos, tendo a linhagem selvagem
FGSC# 9718 como referencia. A expressdo do gene foi analisada por Northern blot,
utilizando o transcrito do gene codificador do RNA ribossémico 18 S como controle
enddégeno. Os resultados sao preliminares, mas algumas informagdes importantes foram
obtidas.

A figura 10 mostra o nivel do transcrito gsn nas seis linhagens mutantes analisadas e
na linhagem selvagem antes e depois do choque térmico. Através da figura podemos ver a
presenca de uma unica banda de hibridiza¢do com 3,0 kb, a qual corresponde ao tamanho
transcrito gsn. Podemos notar que o nivel transcricional do gene das linhagens mutantes,
antes e depois do choque térmico € aproximadamente semelhante ao apresentado pela
linhagem selvagem quando submetida as mesmas condi¢cbes, exceto para a linhagem

FGSC#11062 (NCU09739), a qual mostrou que o nivel do transcrito antes do choque
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Figura 8 - Avaliacdo do crescimento das linhagens mutantes selecionadas e da selvagem

em race tubes em meio VM a 30C.
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Figura 9 - Média de crescimento avaliado pela extenséo das hifas aéreas em race tubes das
linhagens mutantes selecionadas e da selvagem em meio VM contendo sacarose 2% ha

temperatura de 30°C ao longo de 5 dias.
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térmico foi muito superior antes do choque térmico quando comparado as demais linhagens.
Outra linhagem mutante interessante € a linhagem FGSC#11067 (NCU06971), a qual
mostrou que 0s niveis do transcrito, antes e ap0s choque térmico sdo praticamente
semelhantes, embora o nivel, antes do choque térmico, tenha sido ligeiramente inferior ao
apresentado pela linhagem selvagem. Outra linhagem que parece ser interessante é a
linhagem FGSC#11134 (NCUO04390), pois mostrou um nivel do transcrito, apés choque
térmico ligeiramente superior ao apresentado pela linhagem selvagem. Embora os
experimentos necessitam ser repetidos os resultados da expressdo do gene, em nivel de
transcricdo parecem indicar que alguns fatores de transcricdo possam atuar diretamente
sobre a expresséo do gene. E importante ressaltar que os niveis do RNA ribossomal 18 S,
utilizado como controle endégeno ndo mostraram altera¢des tanto antes quanto depois da

situacao de estresse térmico.
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Discussao
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A regulagdo da transcricdo € um dos principais pontos de controle da atividade
génica, a qual é responsavel pelo controle dos processos bioldgicos nos organismos
eucariotos. Embora a sintese protéica possa ser controlada na célula por meio de uma
variedade de mecanismos, alteracdo do nivel transcricional do gene é o processo celular
mais direto e utilizado pela célula (Wasserman & Fickett, 1998). Em contraste com o0s
organismos procariotos, onde o processo de regulacdo transcricional pode ser
compreendido por meio da indugdo por um Unico fator, nos organismos eucariéticos este
processo é principalmente controlado por uma sofisticada interacdo de multiplos fatores de
transcricdo, que se ligam a elementos cis distribuidos ao longo de todo o genoma,
fornecendo um aumento do controle especifico dos genes.

Embora um grande ndimero de projetos genomas tenha sido finalizado, somente
uma pequena fracdo dos mecanismos regulatérios da expressdo génica nos organismos
eucariotos é conhecida. Este processo representa a coordenacgdo espacial e temporal da
traducdo do material genético para proteinas. Para isso, uma complexa maquinaria
interpreta os estimulos internos e externos transferindo funcdes aos fatores de transcricao.
Por meio deste processo, as células eucariéticas estdo mais bem preparadas para
adaptarem-se as alteracdes ambientais, continuando a exercer suas funcdes vitais. O
conhecimento dos mecanismos regulatorios é essencial para uma compreensao profunda
da maioria dos aspectos fundamentais da vida, ou seja, decifrar a linguagem dos elementos
cis € descrever sua influéncia no fator de transcricdo e no controle do gene alvo. Um
conhecimento da posi¢éo de elementos regulatérios individuais, bem como sua atuac¢do na
regulacéo génica é um pré-requisito para a compreenséo de como as células trabalham com
a finalidade da manutencdo da homeostase celular.

O término do seqiienciamento do genoma do fungo N. crassa, juntamente com
avancos na metodologia de inativacdo génica, permitiram o inicio de estudos mais
aprofundados da funcéo e regulacdo de genes especificos, sob determinadas condicdes,
iniciando andlises da genbmica funcional do fungo. Pelo fato do genoma de N. crassa
apresentar um grande nimero de genes sem ortolégos em outros organismos (Galagan et
al., 2003) tem sido realizada uma exaustiva busca por genes gque apresentem novas funcoes
ou novos genes desempenhando maneiras diferentes de realizar fungBes conhecidas
(Dunlap et al., 2007). Nosso laboratério vem estudando alguns aspectos da regulacdo do

metabolismo do glicogénio no fungo, pois foi demonstrado que o contetdo de glicogénio é
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diminuido quando o fungo é submetido a uma situacdo de estresse térmico, fato contrério ao
apresentado pela levedura S. cerevisiae, portanto, a regulacdo do metabolismo deste
carboidrato se aproxima mais de células de mamiferos. O gene que codifica a proteina
glicogénio sintase (GSN) foi clonado em nosso laboratério e a regido 5 -flanqueadora do
gene gsn foi determinada, revelando a existéncia de elementos cis regulatérios envolvidos
no controle transcricional de genes cuja transcricdo é modulada sob situacdo de estresse
térmico, como por exemplo, varios Heat Shock Elements (motif NGAAN) e 2 Stress
Responsive Elements (motif NAGGGGN) contidos nesta regido (de Paula et al., 2002;
Freitas et al., 2004). Tentando compreender o modo pelo qual o processo de regulacéo do
gene gsn é desencadeado no fungo N. crassa, experimentos foram iniciados com o objetivo
de identificar proteinas (fatores de transcri¢cdo) que se ligam a regido promotora do gene gsn
e regulam a expressao do gene.

A disponibilidade de uma colecdo de linhagens de N. crassa constituida por
mutantes contendo genes codificadores de fatores de transcrigédo individualmente inativados
tornou possivel a realizacao de uma triagem na busca de proteinas envolvidas na regulacéo
de fendétipos especificos e, desta forma, foi iniciada a procura por proteinas regulatérias
envolvidas no metabolismo do glicogénio. Trabalho semelhante foi desenvolvido por Wilson
et al. (2002) no qual foi utilizado um total de 4600 mutantes homozigotos nulos S. cerevisiae
na busca por genes envolvidos no metabolismo de glicogénio, revelando a atuacao de 566
genes na via metabdlica do glicogénio, onde 324 mutantes apresentaram baixo acumulo e
242 mutantes apresentaram elevado acumulo de glicogénio. E importante ressaltar que no
trabalho de Wilson et al. (2002) foram utilizadas linhagens contendo genes estruturais
inativados e ndo apenas fatores de transcricdo como realizado neste trabalho. Os genes
identificados pelos autores codificam proteinas que participam de diversos processos
celulares.

No presente trabalho, todas as linhagens mutantes do fungo N. crassa (139
linhagens) foram submetidas a uma situacdo de estresse térmico (45°C) por 30 minutos
apos crescimento a 30°C por 24 horas. A dosagem de glicogénio antes e depois do choque
térmico nestas linhagens revelou a existéncia de 10 linhagens com o perfil de acimulo de
glicogénio distinto do fenétipo apresentado pela linhagem selvagem, sob a mesma condigéo
(figura 4). Na tentativa de identificar se os fatores de transcricdo estavam regulando a

transcricdo do gene gsn, na condicdo ambiental estudada, experimentos de Northern blot
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foram realizados. A andlise da expressdo deste gene foi utilizada, uma vez que os
resultados desta metodologia foram bem conhecidos no laboratério. O resultado revelou que
das 10 linhagens selecionadas, apenas as linhagens FGSC#11062, FGSC#11067 e
FGSC#11134, contendo nocauteadas as ORFs NCU09739, NCU06971 e NCU04390,
respectivamente, apresentaram modulacéo no nivel de transcricdo do gene gsn, sugerindo
gue estes fatores de transcricdo possam estar diretamente envolvidos no controle do
metabolismo do glicogénio por meio do controle transcricional do gene gsn. Os demais
fatores de transcricdo selecionados estdo envolvidos na regulacdo do metabolismo, mas
possivelmente ndo no controle transcricional do gene gsn. Pelo fato da enzima GSN ser a
enzima regulatéria do processo de sintese de glicogénio, mas nédo ser a Unica envolvida no
processo, € possivel que os outros fatores de transcricdo possam atuar na regulacdo de
outras proteinas que também participam do processo metabodlico. Por exemplo, a via
metabdlica do AMP ciclico controla a expressao génica de inimeras proteinas por meio da
regulacéo de mecanismos relacionados a fosforilacdo de proteinas regulatérias (Smith et al.,
1998; Gorner et al.,, 1998; Hardy et al., 1994). Desta forma, se esta via deixar de ser
corretamente controlada, devido a auséncia de fatores, ela deixard de funcionar
corretamente, interferindo no controle da atividade de outras enzimas que necessitam ser
fosforiladas ou desfosforiladas para desempenharem, ou n&o, sua respectiva fungdo no
momento adequado.

A linhagem FGSC#11062 que possui a ORF NCU09739 nocauteada apresentou
acumulo de glicogénio, tanto antes, quanto depois da situacéo de estresse térmico muito
semelhante, ou seja, em ambas as situacdes esta linhagem apresentou aproximadamente
15 ug de glicogénio/mg de proteina (figura 4). Analise transcricional do gene gsn revelou
uma superexpressdo do transcrito quando crescida a 30°C seguida de uma diminuicdo
quando submetida & situacdo de estresse térmico, chegando préximo aos niveis
apresentados pela linhagem selvagem quando submetida as mesmas condi¢fes. Esses
resultados sugerem que a proteina codificada pela ORF NCU09739 possa atuar como
repressor transcricional do gene gsn em situacdo de crescimento a 30°C, uma vez que em
sua auséncia, o nivel transcricional do gene foi muito maior que o observado na linhagem
selvagem. Entretanto, esta correlagdo ndo foi observada em relacdo ao conteudo de
glicogénio nas células crescidas a 30°C, quando o nivel de glicogénio foi menor do que o

apresentado pela linhagem selvagem na mesma condi¢do. E importante ressaltar que esta
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linhagem mutante foi a Gnica que apresentou crescimento vegetativo diferente da linhagem
selvagem. E possivel que este fator de transcricdo atue no controle do metabolismo de
glicogénio e em outros processos metabolicos como, por exemplo, crescimento aéreo das
hifas e até mesmo na conidiacdo, pois esta linhagem produz pouquissimos conidios quando
comparado com a linhagem selvagem. Uma vez que a ORF codificadora desta proteina
regulatdria esta nocauteada, os processos nos quais este fator de transcricdo esta envolvido
perderdo parte de seus mecanismos regulatérios, podendo apresentar fenétipos muito
diferentes dos apresentados pela linhagem selvagem.

Outra linhagem que apresentou padrdo transcricional do gene gsn distinto da
linhagem selvagem foi a FGSC#1134, cuja ORF nocauteada € a NCU04390. Na figura 10,
podemos observar que esta linhagem mutante apresentou transcricdo semelhante a
apresentada pela linhagem selvagem, quando crescida a 30°C, mas ap6s choque térmico
houve um aumento da transcricdo. Este resultado sugere que o fator de transcricdo possa
ser um repressor transcricional do gene gsn na situacéo de choque térmico.

A linhagem FGSC#11039 (NCU01097) foi a unica que, antes do choque térmico
apresentou um hiperacimulo de glicogénio e, apds o choque térmico, apresentou um
acumulo pouco inferior ao apresentado pela linhagem selvagem. Um fato curioso é que os
niveis transcricionais do gene gsn nesta linhagem, tanto antes quanto depois de submetido
a situacdo de estresse térmico, se assemelham ao apresentado pela linhagem selvagem.
Uma hipétese é que este fator de transcricdo esteja atuando como ativador transcricional de
enzimas responsaveis pela via de degradacdo do glicogénio, como por exemplo, a
glicogénio fosforilase, e ndo na via de sintese, como analisado neste trabalho, uma vez que
sua auséncia no fungo provoque um acumulo anormal de glicogénio pelo fato de que o
polimero de glicose ndo é degradado na célula.

De todos os fatores de transcricdo selecionados, apenas dois apresentaram
ortologos funcionais depositados em banco de dados. O primeiro, codificado pela ORF
NCUO08000 (linhagem FGSC#11004), corresponde ao fator de transcricdo da cutinase la
(CTFla), encontrado em ascomicetos fitopatdégenos. A habilidade de parasitar plantas é
amplamente difundida entre os fungos ascomicetos. Cutina € um poliéster constituido por
acidos graxos dihidroxi e epodxi acidos graxos dos tipos n-Cis € n-Cyg (Li et al.,, 2002;
Kolattukudy et al., 1995) e representa o principal revestimento do limbo foliar, sendo

responsavel pela protecdo da epiderme dos vegetais. Para que fungos fitopatégenos
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possam atravessar a barreira cuticular e infectar as plantas, € necessario que ocorra a
secrecdo de cutinase, enzima responsavel pela hidrélise das ligacdes ésteres dos acidos
graxos. Em N. haematococca, ascomiceto fitopatégeno no qual o mecanismo de ativacédo do
gene da cutinase é bem conhecido, existem 3 genes codificadores de cutinases: cutl, cut2 e
cut3 (Li et al.,, 2002). Os genes cut2 e cut3, devido a acdo do fator de transcricdo de
cutinase 13 (CTF1B) apresentam transcri¢do constitutiva sob niveis basais (Li et al., 2002).
A hidrélise da cuticula da planta ocorrida pela acdo do produto dos genes cut2 e cut3 do
fungo libera mon6meros de cutina, fazendo com que a transcricdo do gene cutl seja
fortemente ativada pelo fator de transcricdo cutinase la (Li & Kolattukudy, 1997; Li et al.,
2002), o qual se liga ao elemento cis localizado na posi¢do -159 de sua regido promotora
(Kéamper et al., 1994). A figura 11 representa o mecanismo de acao dos genes envolvidos na
via metabdlica da cutinase em F. solani.

Em A. nidulans, as proteinas FarA e FarB, ort6logas as proteinas CTFla e CTF1,
regulam a expressao de genes envolvidos no metabolismo de acidos graxos (Hynes et al.,
2006). Ensaios in vitro demonstraram que FarA e FarB interagem com o elemento cis
CCGAGG presente na regido 5 flanqueadora de genes induzidos por acidos graxos, o
mesmo elemento que se liga o fator CTF1a (Hynes et al., 2006). Isto sugere que o controle
transcricional de enzimas envolvidas no metabolismo de acido graxos possa ser
amplamente conservado entre os fungos (Rocha et al., 2008).

O sequenciamento do genoma de N. crassa revelou que, embora N. crassa seja um
fungo sapréfito, seu genoma contém genes similares aos genes requeridos pelos fungos
fitopatégenos. Esses genes identificados ndao possuem fungbes conhecidas em outros
organismos, exceto nos fitopatégenos. N. crassa também possui um amplo arsenal de
enzimas capaz de digerir polimeros de parede celular, como por exemplo, a cutinase. Além
disso, N. crassa também possui enzimas relacionadas ao citocromo p450, importante para a
desintoxicagdo por compostos antifungicos produzidos pelas plantas em alguns sistemas
parasita-hopedeiro (Galagan et al., 2003).

Uma particularidade do fator de transcricdo codificado pela ORF NCU08000 é a
presenca de uma insercdo de residuos de glutamina (regiao poli-Q) que se estende entre 0s
residuos 728 e 749, regido de coiled coil, em sua regido C-terminal. Regides poli-Q séo
extremamente comuns em proteinas relacionadas a doencas neurodegenerativas, como por

exemplo, a doenga de Huntington (Shao & Diamond, 2007). Estudos envolvendo ativagéo da
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Figura 11 — Modelo esquematico pelo qual ocorre expressdo dos genes cutl, cut2 e cut3
em N. haematococca. Os genes cut2 e cut3 que codificam enzimas envolvidas na
degradacdo da cutina, possuem transcricdo constitutiva a niveis basais, devido a agéo do
fator de transcricdo CTF1, que se liga em regides palindrébmicas na regido promotora dos
genes. A presenca de mondmeros de cutina, resultante da acdo de enzimas codificadas por
cut2 e cut3 sobre a planta, ativam a expressédo do gene cutl, devido a acdo do fator de

transcricdo CTF1a, elevando a transcrigdo de cutl (Li et al., 2002).
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expressao génica por fatores de transcricdo em células de mamiferos demonstraram alguns
ativadores transcricionais, como por exemplo, o fator de transcricdo Spl, que apresenta 4
regidbes que contribuem para a ativagdo transcricional, sendo que as duas regides com
maior forca necessitam de pelo menos 25% de residuos de glutamina e a minoria de seus
residuos de aminoacidos possuindo carga negativa (Courey & Tjian, 1988; Mitchell & Tjian,
1989).

E importante ressaltar, para efeito comparativo, que o fator de transcricdo NIT-4, o
qual esta relacionado com a expressao dos genes nitrato e nitrito redutases, pertencentes
ao metabolismo de nitrogénio no fungo N.crassa, também apresenta uma longa seqiéncia
poliQ em sua cadeia polipeptidica, em sua regido N-terminal. Estudos demonstraram que
guando esta regido ndo esta presente na cadeia polipeptidica a proteina NIT-4 perde sua
funcdo, demonstrando que esta regido possui importante papel no mecanismo de acdo
desta proteina (Yuan et al., 1991).

Em relacdo ao conteldo de glicogénio, esta linhagem mutante (FGSC#11004)
apresentou acumulo, tanto antes quanto depois do choque térmico, praticamente
semelhantes. Como o resultado de Northern blot mostrou que a transcricdo do gene gsn
esta de acordo com o padrdo apresentado pela linhagem selvagem sob as mesmas
condicbes, é provavel que o fator de transcricdo codificado pela ORF nocauteado
NCUO08000 atue na via de degradacéo de glicogénio, e ndo na via de sintese. E possivel
que este fator de transcricdo exerca a funcdo de repressor transcricional da via de
degradacdo do glicogénio, pois em sua auséncia o conteudo de glicogénio linhagem
mutante ficou muito préximo do resultado apresentado pela linhagem selvagem sob
condi¢cbes de choque térmico.

Outro fator de transcricdo que apresentou ortélogo funcional depositado em banco de
dados foi o codificado pela ORF NCU06971, o qual corresponde ao ativador transcricional
da xilanase (XInR), relacionado ao metabolismo de xilana em ascomicetos. A xilana é o
principal polissacarideo constituinte do complexo hemicelul6sico das plantas e consiste de
uma cadeia principal formada por residuos de xilopiranosil unidos por ligacbes (-1,4-
glicosidicas (Biely, 1993). As xilanases possuem um destaque especial nas industrias de
papel e celulose, pois diminui a utilizagdo de produtos organoclorados na etapa de
branqueamento da polpa de papel ou ainda podem ser utilizadas na reciclagem do papel

(Georis et al.,, 2000; Biley, 1993). Em escala industrial, as xilanases s&o produzidas,
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principalmente, por Aspergillus e Trichoderma spp (Haltrich et al., 1996). O fungo
filamentoso H. jecorina apresenta um dos repertorios enzimaticos envolvidos na via
metabdlica da xilanase mais bem conhecidos (Rauscher et al., 2006). Estudos revelaram
gue o ativador transcricional XInR € o controlador central da expressao de mais de 10 genes
envolvidos ndo somente na degradacdo de xilana, mas também relacionados ao
metabolismo de xilose e degradacéo de celulose (Gielken et al., 1999; Hasper et al., 2000;
Hazell et al., 2000). Em A. oryzae, este ativador esta envolvido na regulacao da expressao
de pelo menos 4 genes relacionados a degradagédo de xilana e 4 genes relacionados a
degradacao de celulose (Marui et al., 2002a; 2002b).

Analise por Northern blot da linhagem FGSC#11067, a qual continha a ORF
codificadora da proteina XInR nocauteada (NCU06971), apresentou uma diferenca muito
sutil do nivel transcricional apés situacdo de estresse térmico se comparado com sua
expressao quando crescida a 30°C. Parece que a linhagem mutante perdeu a capacidade
de regular a transcricdo do gene apOs choque térmico. Isso sugere que o ativador
transcricional da xilanase atue no metabolismo de glicogénio diretamente na transcricdo do
gene gsn, uma vez que em sua auséncia, a transcricdo do gene gsn, tanto antes quanto
depois da situacdo de estresse térmico permanece muito semelhante. E importante ressaltar
gue seu acumulo de glicogénio tanto antes quanto ap6s o choque térmico foi de
aproximadamente o mesmo. Esses resultados sugerem que a proteina codificada pela ORF
NCUO06971, além de estar relacionada a ativacdo transcricional de genes envolvidos na
degradacao de xilana, possivelmente atue como regulador transcricional do gene gsn. Foi
realizada uma busca por possiveis elementos cis para o XInR presentes na regido
promotora do gene gsn de N crassa por meio da ferramenta Matlnspector
(http://www.genomatix.de/products/Matinspector/index.html) o que revelou a presenca de
um elemento consenso GGCTA/GA localizado a 315 e 320, o qual possivelmente representa
seu sitio de interacdo ao DNA.

Em relacdo as analises computacionais, foi observado que a massa molecular
estimada de todos os dos fatores de transcricdo selecionados sé@o superior 40 kDa. Desta
forma, todas as proteinas regulatérias selecionadas neste trabalho necessitam do auxilio
das importinas para poderem exercer suas fungfes regulatérias no nucleo. Utilizando a
ferramenta PSORTII, uma série de cNLS foram detectados nos fatores de transcri¢céo

selecionados, tanto monopartidos quanto bipartidos. Até o momento ndo existe nenhuma
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ferramenta de bioinformatica capaz de localizar os NLS néo classicos. Um fato interessante
€ que na representacdo esquematica dos fatores de transcricdo na figura 5, na qual
podemos observar a presen¢a de inumeros dominios determinados pelo servido SMART-
EMBL, pode-se observar regides em rosa, as quais representam sequéncias com estrutura
secundaria desorganizada. Essas regibes podem ser constituidas por agrupamento de
residuos como, por exemplo, um homopolimero ou até mesmo pequenas repeticdes,
podendo ser aperiédicas, de alguns tipos de residuos fazendo com que essas regides
apresentem uma baixa complexidade estrutural.

Em humanos e leveduras, os NLSs ndo classicos PY-NLS, foram localizados
nestas regides (Lee, et al., 2006; Lange et al., 2008). Além de ndo possuirem uma estrutura
secundaria organizada, esses NLS necessitam de uma grande quantidade de residuos
basicos e devem estar localizados upstream de um dominio R/K/H-X(..5-P-Y (X representa
gualquer residuo de aminoacido), localizado na regido C-terminal. Nenhum dos fatores de
transcricdo selecionado de N. crassa apresentou PY-NLS propriamente dito, mas a proteina
codificada pela ORF NCUQ9739, a qual ndo apresentou nenhum NLS nédo classico, possui
uma grande quantidade de residuos basicos além de 3 regides com estrutura secundaria
desorganizada na regido C-terminal. Apesar dos fatores de transcricdo identificados neste
trabalho apresentarem varios cNLS, é necessario a realizacdo de ensaios de localizagéo
celular in vivo para confirmar o possivel envolvimento dos motifs identificados por ensaios in
silico nos mecanismos de translocagéo destas proteinas para o interior do nucleo.

Desta forma, o uso de linhagens mutantes contendo genes especificos inativados tem
se mostrado um material de extrema importancia para o aprofundamento de estudos da
gendbmica funcional do fungo N. crassa, principalmente para a compreensdo dos

mecanismos bioquimicos envolvidos no controle das diversas vias metabdlicas no fungo.
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Tabela 3: Total de linhagens mutantes do fungo N. crassa utilizadas no presente

trabalho.
Fator de Familia do fator de
FGSC# ORF K.O.
acasalamento transcricdo nocauteado
11001 NCU06799.2 a Zn,Cysg
11002 NCU01478.2 a Zn,Cysg
11003 NCU02934.2 a Zn,Cysg
11004 NCU08000.2 a Zn,Cysg
11005 NCU08000.2 A Zn,Cysg
11006 NCU07007.2 a Zn,Cysg
11007 NCU08294.2 A Zn,Cysg
11008 NCU08294.2 a Zn,Cysg
11009 NCU08652.2 a Zn,Cysg
11010 NCU08652.2 A Zn,Cysg
11011 NCU08651.2 A Zn,Cysg
11012 NCU08651.2 a Zn,Cysg
11013 NCU06656.2 A Zn,Cysg
11014 NCU06656.2 a Zn,Cysg
11015 NCU02752.2 a Zn,Cysg
11016 NCU07374.2 a Zn,Cysg
11017 NCU06407.2 a Zn,Cysg
11018 NCU06407.2 A Zn,Cysg
11019 NCU05383.2 a Zn,Cysg
11020 NCU00217.1 A Zn,Cysg
11021 NCU00217.1 a Zn,Cysg
11022 NCU04866.2 a Zn,Cysg
11023 NCU04866.2 A Zn,Cysg
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11024 NCU03110.2 Zn,Cysg
11025 NCU05994.2 Zn,Cysg
11026 NCU05994.2 Zn,Cysg
11027 NCU05536.2 Zn,Cysg
11028 NCUO07705.2 Zn,Cysg
11029 NCUO07705.2 Zn,Cysg
11030 NCU07788.2 Zn,Cysg
11031 NCU07788.2 Zn,Cysg
11032 NCU06990.2 Zn,Cysg
11033 NCU06990.2 Zn,Cysg
11034 NCU06028.2 Zn,Cyss
11035 NCU06028.2 Zn,Cysg
11036 NCU03120.2 Zn,Cysg
11037 NCU03120.2 Zn,Cysg
11038 NCU01097.2 Zn,Cysg
11039 NCU01097.2 Zn,Cysg
11040 NCU05411.2 Zn,Cysg
11041 NCU07392.2 Zn,Cysg
11042 NCU07392.2 Zn,Cysg
11043 NCU08848.2 Zn,Cysg
11044 NCU08726.2 Zn,Cysg
11045 NCU04359.2 Zn,Cysg
11046 NCU04359.2 Zn,Cysg
11047 NCU08049.2 Zn,Cysg
11048 NCU08899.2 Zn,Cysg
11049 NCU03643.2 Zn,Cysg
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11050 NCU03643.2 Zn,Cysg
11051 NCU05767.1 Zn,Cyse
11052 NCU05767.1 Zn,Cysg
11053 NCU03931.2 Zn,Cyse
11054 NCU02307.2 Zn,Cysg
11055 NCU07139.2 Zn,Cyse
11056 NCUO07945.2 Zn,Cysg
11057 NCU07945.2 Zn,Cyse
11058 NCU03320.2 Zn,Cyse
11059 NCU08658.1 Zn,Cysg
11060 NCU02094.2 Zn,Cyse
11061 NCU08443.2 Zn,Cysg
11062 NCU09739.2 Zn,Cyse
11063 NCU06068.2 Zn,Cysg
11064 NCU00945.2 Zn,Cyse
11065 NCU09829.2 Zn,Cysg
11066 NCU06971.2 Zn,Cyse
11067 NCU06971.2 Zn,Cysg
11068 NCU02214.2 Zn,Cyse
11069 NCU02214.2 Zn,Cysg
11070 NCU02896.2 Zn,Cyse
11071 NCU02142.2 Zn,Cysg
11072 NCU02576.2 Zn,Cysg
11073 NCU04001.2 Zn,Cysg
11074 NCU05294.2 Zn,Cyse
11075 NCU00017.2 Zn,Cysg
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11076 NCU03686.2 Zn,Cysg
11077 NCU03686.2 Zn,Cysg
11078 NCU05993.2 Zn,Cysg
11079 NCU05993.2 Zn,Cysg
11080 NCU09804.2 Zn,Cysg
11081 NCU09804.2 Zn,Cysg
11082 NCU03417.1 Zn,Cysg
11083 NCU03417.1 Zn,Cysg
11084 NCU09549.2 Zn,Cysg
11085 NCU00289.2 Zn,Cysg
11086 NCU00289.2 Zn,Cysg
11087 NCU08901.2 Zn,Cysg
11088 NCU08901.2 Zn,Cysg
11089 NCU04851.2 Zn,Cysg
11090 NCU02768.2 Zn,Cysg
11091 NCU02768.2 Zn,Cysg
11092 NCU08063.2 Zn,Cysg
11093 NCU08063.2 Zn,Cysg
11094 NCUO07535.2 Zn,Cysg
11095 NCU03489.2 Zn,Cysg
11096 NCU09205.2 Zn,Cysg
11097 NCU05051.2 Zn,Cysg
11098 NCU09529.2 Zn,Cysg
11099 NCU09529.2 Zn,Cysg
11100 NCU08289.2 Zn,Cysg
11101 NCU01629.2 C,H, zinc finger
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11102 NCU01629.2 C,H, zinc finger
11103 NCU00694.2 C,H, zinc finger
11104 NCU05909.2 C,H, zinc finger
11105 NCU06919.2 C,H, zinc finger
11106 NCU06919.2 C,H, zinc finger
11107 NCU03073.2 Outros
11108 NCU02017.1 Outros
11109 NCU03070.1 Outros
11110 NCUO00097.2 Outros
11111 NCU00097.2 Outros
11112 NCU03962.2 Outros
11113 NCU03962.2 Outros
11114 NCU07561.2 Outros
11115 NCU07561.2 Outros
11116 NCU06411.2 Outros
11117 NCU00233.2 B-ZIP
11118 NCU00285.2 C,H, zinc finger
11119 NCU00329.2 B-ZIP
11120 NCU00499.2 B-ZIP
11121 NCU00499.2 B-ZIP
11122 NCU00808.2 Zn,Cysg
11123 NCU00808.2 Zn,Cysg
11124 NCU00902.2 GATA
11125 NCU01122.2 C,H, zinc finger
11126 NCU01154.2 GATA
11127 NCU01154.2 GATA
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11128 NCU03356.2 Outros
11129 NCU03593.2 Outros
11130 NCU03699.2 C C;,H, zinc finger
11131 NCU03905.2 B-ZIP
11132 NCU04179.2 C,H, zinc finger
11133 NCU04211.2 B-ZIP
11134 NCU04390.2 Zn,Cysg
11135 NCU04561.2 C,H, zinc finger
11136 NCU04561.2 C,H, zinc finger
11137 NCU04619.1 C,H, zinc finger
11138 NCU04628.1 C,H, zinc finger
11139 NCU04731.2 bHLH
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