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Resumo



Resultados prévios, em nosso laboratério, permitiram identificar fatores de
transcricdo provavelmente atuando como reguladores do metabolismo de glicogénio no
fungo Neurospora crassa utilizando uma colecao de linhagens mutantes do fungo contendo
ORFS codificadoras de fatores de transcricdo individualmente nocauteadas. O presente
trabalho teve como objetivo realizar andlises funcionais de alguns dos fatores de transcri¢cao
anteriormente identificados, tais como o regulador transcricional XInR, descrito em outros
fungos filamentosos como regulador de genes codificadores de enzimas xilanoliticas e/ou
celuloliticas e o produto da ORF NCU04390, uma proteina sem funcdo conhecida.
Inicialmente foram realizadas andlises de acumulo de glicogénio e da expressao dos genes
gsn (codificador da enzima glicogénio sintase) e gpn (codificador da enzima glicogénio
fosforilase) durante o crescimento vegetativo (30°C) e sob condicdo de estresse térmico
(45°C) nas linhagens mutantes e comparadas a linhagem selvagem. Ambas as linhagens
mutantes apresentaram altera¢des tanto no conteudo de glicogénio como na expressao dos
genes citados anteriormente, o que indicou o possivel envolvimento dos fatores de
transcricao na regulagcdo do metabolismo do carboidrato. Foram realizados experimentos
com o objetivo de investigar a fungcdo do fator de transcricado XInR na regulagédo do
metabolismo de glicogénio. Foi verificado que esta proteina regula os niveis do carboidrato,
bem como a expresséo do gene gsn quando o fungo foi crescido em fontes alternativas de
carbono. Entretanto, o fator de transcricdo XLR-1 de N. crassa produzido na forma
recombinante em E. coli (inteiro e truncado) nao foi capaz de ligar ao motif presente no
promotor gsn. Genes codificadores de duas endoxilanases foram identificados no genoma
de N. crassa e as andlises de expressdo génica nas linhagens selvagem e XLR-1%©
mostraram que o0s niveis dos transcritos codificadores de ambas as endoxilanases foram
expressos somente na presenca de xilana, e ndo na presencga de xilose, e sugeriram que o
fator de transcricdo XLR-1 pode n&o atuar sozinho na ativacdo de genes codificadores de
endoxilanases. O fator de transcricao codificado pela ORF NCU04390 foi caracterizado por
ChIP-Seq com o intuito de mapear no genoma do fungo genes alvos possivelmente
regulados por esta proteina, portanto determinar o provavel motif de DNA no qual esta
proteina interage. Estas andlises mostraram que genes envolvidos em diversos processos
celulares sao possivelmente regulados por esta proteina, sendo a maioria deles relacionada
com o metabolismo de carbono. Para a confirmagéo desta andlise foram realizados ensaios
de interacdo DNA-proteina in vitro, mostrando que o produto génico produzido na forma
recombinante em E. coli foi capaz de interagir com o motif de DNA 5-TACATA-3 presente
na regiao 5-flanqueadora do gene codificador da enzima desramificadora do glicogénio.
Este resultado mostrou um papel regulador do fator de transcricdo na regulacdo do
metabolismo de glicogénio através da regulacdo do gene codificador da enzima
desramificadora.



Abstract



Previous results from our laboratory using a collection of Neurospora crassa strains
mutated in genes encoding transcription factors allowed us to identify transcription factors
likely involved in glycogen metabolism regulation. The present work aimed to perform a
functional analysis of some transcription factors previously identified, such as the
transcriptional regulator XInR, described in many filamentous fungi as a transcriptional
regulator of xylanolitic and/or cellulolitic genes and a protein with unknown function, the ORF
NCUO04390 product. Initially, analysis of glycogen accumulation and gsn (coding glycogen
synthase) and gpn (coding glycogen phosphorylase) gene expression were performed under
vegetative growth (30 T) and under heat shock cond ition (45 °C) in the two mutant strains
and compared to the wild-type strain. Both mutant strains showed changes in the glycogen
levels as well as in the gsn and gpn expression, suggesting an involvement of these
transcription factors in the regulation of glycogen metabolism. Additional analysis was
performed in order to investigate the function of the XInR transcription factor. It was observed
that this transcription factor regulates the glycogen levels as well as the gsn expression
under alternative carbon sources. However, the recombinant XLR-1 transcription factor
produced in E. coli (entire and truncated proteins) was not able to bind to the XLR-1 motif
present in the gsn promoter. Two endoxylanases coding genes were identified in the N.
crassa genome database and analysis of their gene expression showed the upregulation of
both genes during growth in xylan instead of xylose as carbon sources. This result suggested
that the XLR-1 transcription factor is not the only protein that regulates the endoxylanases
genes. The transcription factor encoded by NCU04390 ORF was functionally characterized
using the ChIP-Seq analysis in order to identify in the N. crassa genome genes likely
regulated by this transcription factor. This analysis showed that genes involved in different
cellular process could be regulated by this protein, most of them related to carbon
metabolism. Analysis of DNA-protein binding by EMSA was performed in order to confirm the
ChIP-Seq data. The results showed that the NCU04390 gene product, produced as a
recombinant protein in E. coli, bound to the 5-TACATA-3" DNA motif existent in the glycogen
debranching enzyme gene promoter. This result indicated a regulatory role of this
transcription factor in the glycogen metabolism by regulating the gene coding glycogen

debranching enzyme.
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1. O fungo Neurospora crassa

Os organismos pertencentes ao reino dos fungos tém exercido um papel fundamental
no avango da compreensao dos mecanismos moleculares de organismos eucariotos devido
as suas facilidades de manipulacdo bem como o conhecimento das caracteristicas
genéticas e bioquimicas envolvidas em seus respectivos ciclos de vida. O fungo Neurospora
crassa, com um legado de mais de 70 anos de intensa pesquisa, é provavelmente um dos
fungos filamentosos mais bem conhecidos. Pesquisas utilizando N. crassa como modelo nas
primeiras décadas do século XX determinaram o destino da genética moderna e da biologia
molecular. Desde os anos 1940, o fungo N. crassa vem sendo intensamente utilizado como
organismo modelo em estudos de expressdao génica, desenvolvimento e diferenciacao
celular, ritmo circadiano, defesa do genoma, bem como outros aspectos da biologia de
eucariotos (Perkins & Davis 2000).

Estudos iniciais com o fungo N. crassa datam da primeira metade do século XIX, onde
o fungo foi descrito e utilizado em experimentos por microbiologistas franceses apds sua
infestacdo em padarias de Paris (PAYEN, 1843; MONTAGNE, 1843). Inicialmente
denominada de Monilia sitophila, o género foi renomeado logo apds a identificacao de
corpos de frutificacdo, demonstrando a ocorréncia de um estagio sexual no fungo até entéao
desconhecido (SHEAR & DODGE, 1927). Nos anos 30, uma série de analises realizadas
por Lindegren confirmaram os estudos iniciais de Dodge, fazendo com que o fungo N.
crassa comecasse a ser utilizado em estudos de genética classica. Tais estudos
determinaram as bases genética do “fator de acasalamento” e estabeleceu os primeiros de
mapas de linkage do fungo N. crassa (DAVIS, 2000). Na década de 40, partindo do
pressuposto de que o desenvolvimento e funcionamento de um organismo consistia
essencialmente de um sistema integrado de reagbes quimicas controladas de alguma
maneira pelos genes, uma série de experimentos utilizando o fungo N. crassa foram
realizados por Beadle e Tatum (BEADLE & TATUM, 1941), o que resultou na hip6tese “um
gene, uma enzima”. Como reconhecimento, os autores foram laureados, em 1958, com o
Prémio Nobel de Medicina e Fisiologia.

N. crassa € um fungo filamentoso pertencente a classe dos Eumicetos, subclasse
Ascomiceta, familia Sordariacea, subfamilia Sphaeriales (ESSER & KUENEN, 1967). E um
organismo haploide, constituido por hifas cenociticas multinucleadas que se anastomosam
formando o micélio. Essas hifas possuem poros que permite a passagem de nucleos e
organelas entre elas, fazendo com que multiplos nucleos contribuam para o metabolismo do
micélio. Ao todo, o fungo apresenta 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., 2004). Além disso, N. crassa é um organismo heterotdlico,
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possuindo dois tipos de fator de acasalamento designados “a” e “A”, saprofito e nao
patogénico, embora seu genoma esteja intimamente relacionado com genomas de fungos
fitopatogénicos (GALAGAN et al., 2003). Apresenta tanto o desenvolvimento sexual quanto
o0 assexual em seu ciclo de vida, o qual é altamente influenciado por fatores do meio
ambiente, como disponibilidade de nutrientes, luz e temperatura. Uma representagcéo
esquematica do ciclo do fungo pode ser visualizada na figura 1.

O ciclo assexual do fungo consiste na formacao de estruturas denominadas de macro
e microconidios. Macroconidios sao células grandes, multinucleadas (3 a 6 nucleos) que sao
originados ou por brotamentos repetidos a partir da célula apical de conidi6éforo
(blastoconidio) ou pela fragmentacdo do conidiéforo (artroconidio) (SPRINGER &
YANOFSKY, 1989). Estas estruturas sao revestidas por proteinas fazendo com que os
macroconidios assumam uma natureza hidrofébica, 0 que os mantem secos e leves
facilitando sua dispersao pelo ar (DAVIS, 2000). Além dos macroconidios, existe também os
microconidios, os quais apresentam uma estrutura diferenciada em relacdo aos
macroconidios. Eles sdo menores, possuem natureza hidrofilica, possuem apenas um
nucleo, sao liberados diretamente de estruturas constituidas por pequenas células
denominadas de microconidiéforos. Por serem liberados mais tarde que os macroconidios,
0s microconidios assumem a funcdo de agente fertilizador masculino (MAHESHWARI,
1999). Em geral, os conidios germinam em condicdes adequadas para o crescimento pela
formacao de um tubo germinativo inicial, que se estende até formar uma hifa (Davis, 2000).

Para que ocorra o ciclo sexual, além da presenca de estruturas de ambos os fatores
de acasalamento, é necessario que o fungo esteja em condicao de limitacdes de nitrogénio,
0 que induz a formacdo de uma estrutura sexual especializada denominada de
protoperitécio (6rgao sexual feminino). Apds a formacgao do protoperitécio ocorre a formacao
de hifas especializadas denominadas de tricégino (6rgéo sexual masculino), o qual € atraido
por feromonios em direcdo ao protoperitécio. Apdés o contato entre ambas as estruturas
ocorre a fertilizacdo do protoperitécio pelo tricégino por meio da fusdo das hifas e
transferéncia do nucleo proveniente do tricogino formando uma estrutura binucleada
denominada de ascogébnia (RAJU, 1980). Apds este evento ocorre uma mitose na qual
resulta na formagdo de uma estrutura denominada de crozier dividida em 3 células, uma
lateral e uma célula basal com um nucleo cada, e uma célula apical com dois nucleos. Ea
partir desta célula apical que ocorrera a formagcédo do ascosporo. Este processo se inicia
apos a cariogamia, a qual & seguida de uma meiose, resultando na formacao de 4 células
filhas haploides no interior do asco jovem. Em seguida, ocorre uma mitose para a formagao
de 8 células filhas mononucleadas, dispostas linearmente (tétrades) no interior dos ascos
(RAJU, 1980).

19



crosswalls II a / three-celled cell
m arthroconidia\ crozier

perithecium \
@ containing
macro- croziers
conidium

m) macroconidia <D
/ dOUbb'doumsw\‘ with connectives cmner@ \ Bdiploid
.t )O'( }( h] ascus

major

constriction Macro-
trichogyne with
chains conidiation @ - male cell ascus
Sexual containing
. . 8 haplo
macro- rotoperithecium cyc]c
conidiophore J P *P nucte!

vegetalive
mycelium \
chains

veh Gi

ypha

r = el

Micro-
Pt ascospore
conidiation

minor -
conslncl:on‘\ % / -
aerial hyphae
& ascus
containing
ascospores

conidium @

perithecium
containing asci

emerging ph|ahde

microco mdnum .____,/

Figura 1 - Ciclo de vida do fungo Neurospora crassa (BORKOVICH et al., 2004).

O genoma de fungo esta organizado em sete cromossomos que variam entre 4 a 10
Mb de tamanho (SCHUTLE et al., 2002). O sequenciamento de seu genoma (GALAGAN et
al. 2003) revelou ser constituido por cerca de 40 Mb, muito maior se comparado com outros
fungos com genomas ja conhecidos, como Sacharomyces cerevisiae e Schizosacharomyces
pombe, os 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 atencéo é
que 41% dos genes que codificam proteinas ndo possuem ortdlogos conhecidos
depositados nos bancos de dados, refletindo o baixo conhecimento dos genomas dos
fungos. Além disso, 57% das proteinas de N. crassa ndao 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 relacéo a proteinas de
plantas ou animais (GALAGAN et al., 2003). Isso sugere uma relagcao 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
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grande quantidade de seus genes nao possua ortdlogos em S. cerevisiae, sugerindo que N.
crassa pode ser um organismo mais adequado para a compreensdo dos aspectos de
regulacédo celular dos eucariotos superiores (DUNLAP et al.,, 2007). A presenca de um
grande numero 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 bioquimicos nao identificados até o momento, os quais podem possivelmente
representar genes com novas fungdes ou novos genes desempenhando maneiras diferentes
de realizar fungdes conhecidas (DUNLAP et al., 2007).

Em eucariotos existem dois mecanismos de recombina¢dao génica, a homdloga que
envolve a quebra da dupla fita de DNA seguida da substituicdo entre sequéncias de DNA
homdlogas e a recombinacdo ndao homoéloga que envolve a ruptura da dupla fita de DNA,
seguida da insercao do fragmento exdégeno em local aleatério, independente da homologia.
A recombinac¢do homologa 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 frequéncia em leveduras, o mecanismo de recombinagdo homdloga ocorre em
rarissimas ocasides tanto em N. crassa como nos demais eucariotos, dependendo do gene
e do tamanho da regido nucleotidica homdéloga que flanqueia o gene de interesse (DUNLAP
et al., 2007). J& o mecanismo de recombinacdo génica ndo homdloga é conservado
evolutivamente em todos os reinos, sendo o mecanismo predominante em eucariotos
superiores, como humanos, plantas e insetos (NINOMIYA et al., 2004). O conjunto de
proteinas envolvidas neste mecanismo sao 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-XRCC4.

Uma colecédo de mutantes em todos os genes do genoma é uma fonte extremamente
poderosa no estudo da genémica funcional de um organismo. Sendo assim, a interrupcao
sistematica de todas as ORFs utilizando mecanismos de inativacdo génica € uma
abordagem fundamental para a compreenséo do papel de cada uma das ORFs contidas nos
genoma do fungo N. crassa, onde muitas das quais ainda ndo tém uma funcao atribuida.
Com a identificacdo de genes homologos aos genes codificadores das proteinas Ku70 e
Ku80 no genoma de N. crassa, mus-51 e mus-52, respectivamente, Ninomiya e
colaboradores (2004) desenvolveram um procedimento, baseado na técnica de Fusion-PCR,
para a constru¢cao dos cassetes de DNA. Tais cassetes continham o gene codificador da
proteina higromicina B fosfotransferase (hph), conferindo ao fungo resisténcia ao antibiotico
higromicina B. Sabe-se que a linhagem selvagem do fungo N. crassa, assim como outros
fungos filamentosos apresenta uma taxa muito pequena de recombinacdo homadloga (<10%)
(PAIETTA & MARZLUF, 1985). Entretanto, Ninomyia et al. (2004) mostraram que dele¢des

unicas nos genes mus-51 ou mus-52, os quais estdo envolvidos em processos de
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recombinagcdo n&o homologa, promovem um aumento expressivo nos niveis de
recombinacdo homologa (>90%).

O nocaute de todos os genes de N. crassa tem como objetivo determinar a funcéo de
cada deles, pois apenas 15% dos genes sdo associados com o fendtipo e pouco mais de
um terco destes genes ndo possuem ortdlogos em outros organismos, nao existindo
evidencias de suas fungdes (DUNLAP et al., 2007). Recentemente o procedimento descrito
por Ninomiya et al. (2004) foi utilizado por um consércio de gendémica funcional do fungo
para a construcdo de um banco de linhagens mutantes contendo os 10.000 genes
codificadores de proteinas individualmente nocauteados pela insercao de uma marca de
selecdo (COLOT et al., 2006). Linhagens contendo genes individualmente inativados estao
disponiveis para a comunidade cientifica pelo Fungal Genetics Stock Center (FGSC, Kansas
City, Missouri, USA), as quais constituem uma importante ferramenta para a realizacao de
estudos relacionados a gendémica funcional do fungo, ou seja, a caracterizacdo de um gene

especifico.
2. Glicogénio. Estrutura e metabolismo

O microrganismos possuem a capacidade de utilizar uma grande variedade de
nutrientes com o propodsito de adaptar-se continuamente as mudancas das condigdes
ambientais. Muitos deles, incluindo leveduras e bactérias, acumulam 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 no ambiente (HARRIS, 1997). O
glicogénio é uma molécula ramificada constituida por residuos de glicose unidos
covalentemente por ligagdes glicosidicas a-1,4 e ligagbes a-1,6, esta ultima responsavel
pela ramificacdo da molécula. Devido a sua estrutura, este carboidrato de reserva é capaz
de armazenar uma grande quantidade de residuos de glicose no interior da célula sem
elevar a osmolaridade celular, além de aumentar a quantidade de extremidades nao
redutoras da molécula, permitindo uma rapida mobilizacdo de seus residuos de glicose pela
acao de enzimas envolvidas em sua degradacdo (MELENDEZ et al., 1997).

De uma forma geral, os processos de sintese e degradacdo do glicogénio em
organismos eucariotos evolutivamente distantes sao muito bem conservados, envolvendo as
mesmas enzimas. A sintese do glicogénio se inicia pela formac¢ao do nucleotideo doador de
glicose UDP-glicose (UDPG) a partir de glicose-1-fosfato e do nucleotideo UTP, uma reacao
catalisada pela enzima UDP-glicose pirofosforilase. A seguir, a sintese continua pela acao
sequencial das enzimas glicogenina, glicogénio sintase e enzima ramificadora. A enzima
glicogenina foi primeiramente caracterizada na levedura S. cerevisiae e sua agao catalitica

consiste na formacao de um oligossacarideo iniciador constituido por 8 a 12 residuos de
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glicose pela adi¢ao de residuos glicosil provenientes da UDPG a trés residuos de tirosina da
prépria enzima em uma reagao de auto-glicosilacdo (MU et al., 1996; ROACH & SKURAT,
1997). E importante ressaltar que mesmo tendo a sua estrutura resolvida (GIBBONS et al.,
2002), pouco se sabe sobre como os processos de auto-glicosilagdo e alongamento do
oligossacaridio iniciador do glicogénio sdo catalisados pela enzima glicogenina. O fungo N.
crassa possui uma isoforma de glicogenina (GNN), a qual é constituida por 687 residuos de
aminoacidos (de PAULA et al., 2005a). Esta proteina apresenta em sua regiao N-terminal
seu dominio responsavel por sua autoglicosilagdo, o qual é constituido por dois sitios de
glicosilagao (Tyr 196 e Tyr 198) (de PAULA et al., 2005b). Em sua regiao C-terminal, esta
proteina apresenta o dominio esponsavel por sua interagdo com a enzima glcogénio sintase
(de PAULA et al., 2005b). Atualmente pouco se sabe sobre os mecanismos regulatérios da
expressao do gene codificador da enzima glicogenina. Entretanto, no fungo N. crassa, sua
expressao € possivelmente controlada pela disponibilidade de nutrientes e estresse (de
PAULA et al. 2005a).

Apébs a etapa de iniciacdo da sintese, a enzima glicogénio sintase é a responsavel
pela polimerizacdo do oligossacarideo iniciador ligado a molécula de glicogenina. Para isso,
residuos glicosil provenientes do UDPG séao adicionados por meio de ligagbes glicosidicas
a-1,4 a extremidade nao redutora da cadeia polissacaridica em crescimento. Recentemente,
a estrutura tridimensional da enzima glicogénio sintase eucaridtica foi resolvida, revelando
que esta proteina atua na forma de um tetramero (BASKARAN et al., 2011). Finalmente, a
enzima glicosil-(4-6)-transferase, enzima ramificadora, catalisa a transferéncia de uma
cadeia com aproximadamente 6 ou 7 residuos de glicose a partir de uma extremidade para
um residuo de glicose na mesma cadeia ou em outra distinta formando as ligacdes
ramificadas a-1,6 da molécula de glicogénio. No processo de degradacdo do glicogénio
estdo envolvidas as enzimas glicogénio fosforilase e enzima desramificadora. A enzima
glicogénio fosforilase é responsavel pela clivagem de residuos de glicose unidos por meio
de ligac¢des a-1,4, nas extremidades nao redutoras do glicogénio, liberando glicose-1-fosfato
que é convertido em glicose-6-fosfato pela acdo da enzima fosfoglicomutase. E importante
ressaltar que a clivagem das ligagdes C1-O fornecem energia suficiente para produzir
glucose-1-fosfato sem que seja necessario o uso de ATP. Isto faz com que o
armazenamento do glicogénio seja mais eficiente em termos energéticos. A enzima
desramificadora € responsavel pelas funcdes de transferase e a-(1,6)-glicosidase na
degradacao do glicogénio. Inicialmente esta enzima é responsavel pela transferéncia de 4 a
5 residuos de uma ligagdo a-1,6 para uma extremidade ndo redutora de outra ramificagao,
assumindo uma funcdo de transferase. Além disso, esta enzima hidroliza o residuo de
glicose no ponto de ramificacdo a-1,6, assumindo uma funcéo de glicosidase. E importante

ressaltar que esta enzima é energicamente menos eficiente em relacado a enzima glicogénio
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fosforilase pelo fato de requerer o consumo de ATP para a liberacédo de residuos livres de
glicose. Um modelo esquematico do metabolismo do glicogénio, bem como as enzimas
envolvidas tanto no processo de sintese quanto na degradacdo do metabolismo do
glicogénio pode ser visto na figura 2.

3. Controle do metabolismo do glicogénio

A regulagéo do metabolismo de glicogénio tem sido estudada ha décadas com foco
nas atividades das enzimas responsaveis pelo controle da sintese e degradacdao do
glicogénio, ou seja, pelas enzimas glicogénio sintase e glicogénio fosforilase,
respectivamente. Sabe-se que os processos de sintese e degradacao do glicogénio ocorrem
de forma simultanea, pois o conteudo do glicogénio celular esta sujeito a alteracdes em
resposta a diversas situagbes ambientais que os organismos estdo sujeitos. Tanto o
processo de sintese quanto o de degradacdo do glicogénio apresentam um complexo
mecanismo regulatorio, envolvendo controle por fosforilagdo reversivel e alosterismo das
enzimas regulatorias, os quais funcionam de forma antagdnica nas enzimas responsaveis
por tais processos (TELLEZ-INON et al., 1969, FLETTERICK & MADSEN 1980).

A regulagcdo da enzima glicogénio sintase representa o principal ponto de controle do
metabolismo do carboidrato. Esta enzima é regulada tanto por modulagéo alostérica quanto
por fosforilag@o reversivel. Existe uma forma ativa desfosforilada e um numero variavel de
formas pouco ativas fosforiladas, as quais diferem em suas dependéncias pela glicose-6-
fosfato, seu efetor alostérico (ROSELL-PEREZ et al., 1962; TELLEZ-INON et al., 1969). De
um modo geral, as enzimas glicogénio sintases sdo conservadas nas regides centrais e
apresentam as divergéncias sequenciais em suas regioes N- e C-terminais, justamente as
regides onde estdo contidos os sitios de fosforilagcdo regulatérios (ROACH, 1990; BAI et al.,
1990; HARDY & ROACH, 1993). Uma vez fosforilada, esta enzima fica em sua forma
inativa, a qual pode ser restaurada por alosterismo efetuado pela molécula glicose-6-fosfato.
Em N. crassa, a via de sinalizacdo do PKA exerce um importante mecanismo de controle
sobre a atividade desta enzima. Linhagens mutantes do fungo apresentando deficiéncia
nesta via de sinalizacao ou atividade PKA exacerbada apresentaram alteragcbes no acumulo
de glicogénio, bem como na expressao do gene codificador da enzima glicogénio sintase
(gsn). Estudos in vitro mostraram que a via de sinalizagdo do PKA também influencia a
fosforilacao de GSN (FREITAS et al., 2010).

A enzima glicogénio fosforilase, diferentemente da enzima glicogénio sintase, se
encontra em sua forma ativa apos a fosforilagdo de seu unico sitio de fosforilacao (Ser 14),
localizado na regiao N-terminal, pela enzima fosforilase quinase. E importante ressaltar que

a enzima fosforilase quinase é ativada pela via de sinalizacdo do PKA, fazendo com que a
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enzima glicogénio fosforilase também seja ativada por tal via. Além disso,sabe-se que a
atividade desta enzima é inibida na presenca de seu modulador alostérico glicose-6-fosfato,

o qual favorece o estado inativo desta enzima.

Figura 2 - Modelo esquematico do metabolismo do glicogénio no fungo N. crassa. Os
nomes das enzimas se referem as definicdes das proteinas em N. crassa (BERTOLINI et al.,
2012).

Em microrganismos, além do controle enzimatico, diversos trabalhos relatam
variagdes no conteudo de glicogénio quando os mesmos sdo submetidos a diferentes
condicdes ambientais. Em S. cerevisiae foi observado que durante a situagdo de
crescimento vegetativo, as células acumulam glicogénio quando a cultura inicia sua fase de
crescimento estacionario (THEVELEIN, 1984) ou sob exposicdo da cultura ao choque
térmico (NI & LAPORTE, 1995). Na condi¢cao de choque térmico a transcricdo do gene que
codifica uma das enzimas glicogénio sintase (GSY2) é aumentada, resultando no acumulo
de glicogénio. Foi mostrado que o aumento da expressao do gene GSY2 durante o choque
térmico € decorrente da presenca de dois elementos regulatérios de DNA, os elementos
STRE (Stress Responsive Elements) na regidao promotora do gene (NI & LAPORTE, 1995).
Os STREs sao elementos de transcricdo cis presentes nos promotores de genes
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responsivos a varias condi¢coes 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 cépias de STRE em seus promotores (VARELA et al., 1995).

Em N. crassa, estudos 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-JORDAO et al., 1996; de PAULA et al., 2002). Sob condi¢éo de choque térmico,
ao contrario do que ocorre em S. cerevisiae, o nivel do transcrito gsn sofre uma acentuada
reducao e retorna ao normal apds a reincubacao da cultura em sua temperatura fisiolégica
de crescimento (de PAULA et al., 2002). Estes resultados mostram que a regulacao do
metabolismo de glicogénio em N. crassa envolve mecanismos diferentes dos descritos na
levedura S. cerevisiae e se aproxima melhor dos mecanismos de regulacao de células de
mamiferos, ou seja, sob condi¢cdes estressantes ocorre degradacao de glicogénio.

Com o objetivo de estudar a regulagcdo da expressao do gene gsn estudos de
caracterizacao molecular da regiao promotora do gene gsn de N. crassa foram realizados
em nosso laboratério (FREITAS & BERTOLINI, 2004). Uma anadlise detalhada da regiao 5'-
flanqueadora do gene permitiu a identificacao de varios provaveis elementos transcricionais,
dentre eles grande quantidade de HSEs e dois elementos STREs, um deles upstream a um
TATA Box canénico (STRE1) e o outro (STRE2), localizado dentro de um intron presente na
regidao 5’-UTR do gene gsn. Também foram identificados elementos STREs na regiao 3’ do
gene. Os HSEs (Heat-Shock Elements) sdao elementos de transcricdo encontrados em
multiplas codpias, nos promotores de genes responsivos ao choque térmico (BIENZ &
PELHAM, 1987) e conferem uma forte inducéo 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
situagcao ambiental foram capazes de ligar aos fragmentos de DNA do promotor de gsn e
demonstraram fortemente o envolvimento das regides estudadas na regulagao da expresséao
do gene durante a condicdo de estresse mencionada. Além disso, experimentos foram
realizados com o objetivo de isolar proteinas (fatores de transcricdo ou nao) que ligam a
regiao promotora do gene gsn e, desta maneira, participam na regulagéo da expresséao do
gene. Esses estudos combinaram experimentos de ensaios de retardamento em gel,

acoplados a analise protedmica e identificagao das proteinas por espectrometria de massas.

26



Os experimentos levaram a identificagdo de algumas proteinas do fungo, as quais podem
estar envolvidas na regulacdo do gene na condicdo de choque térmico (FREITAS et al.,
2008).

Dando continuidade aos estudos de regulagdo, uma colecdo de linhagens
nocauteadas em genes que codificam fatores de transcricdo foi adquirida pelo nosso
laboratério e sua utilizacdo tornou-se um material interessante para o inicio dos estudos
acerca dos mecanismos moleculares envolvidos na regulacdo metabolismo do glicogénio

em N. crassa.

4. Estrutura da cromatina e fatores de transcricéo

Nas células eucaridticas, o genoma é constituido pela molécula de DNA associada a
uma grande quantidade de proteinas que interagem de forma dindmica com a cadeia
nucleotidica, sendo responsavel pela sua compartimentalizacdo no nucleo bem como pelo
controle da expressao génica. Essas proteinas pertencem a duas classes distintas: histonas
e proteinas cromossdmicas nao histonas. Histonas sao pequenas proteinas basicas que
interagem com o DNA sob a forma de octameros, os quais sdo 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 que compdem 0 nucleossomo
séo compostas de um dominio globular e flexivel relativamente nao estruturado na regiao N-
terminal, denominadas de caudas, que sobressaem da superficie da nucleossomo. Estas
regides sao altamente conservadas a partir de levedura para os seres humanos. Um alto
grau de conservacao destas proteinas em diferentes organismos corrobora a visao geral de
que estas proteinas, até mesmo os dominios da cauda nao estruturados, sao suscetiveis de
servir a fungdes criticas para a manutencdo destas estruturas em diferentes organismos
(ALLIS et al., 2007). Essa estrutura é extremamente conservada nos organismos
eucaridticos e constitui a unidade basica da cromatina (McGHEE & FELSENFELD, 1980).

As histonas estdo sujeitas a um grande numero de modificagbes pds-traducionais
tanto nas caudas N-terminais quanto no core globular formado por suas interagdes junto a
dupla fita de DNA. Estas modificagdes ocorrem pela agcéo de proteinas que catalisam a
adicao de grupos funcionais presentes na cauda flexivel N-terminal, principalmente nas
caudas das histonas H3 e H4, como por exemplo, acetilacdo e metilacdo dos residuos de
lisinas. A acetilagao e metilacdo das histonas H3 e H4 foram as primeiras modificagoes
covalentes descritas, entretanto, outros tipos de modificacbes covalentes foram
identificados, como por exemplo a fosforilagdo, ubiquitinagcdo, sumoilacdo, ADP-ribosilacao,
biotinilacao, isomerizagao de prolina, e outras modificacdes (VAQUERO et al., 2003). Entre
as modificagcdes das histonas, a metilagdo da lisina mostra a especificidade mais notavel. Os
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sitios de metilacdo mais estudados séo lisina 4, 9, 27,36 e 79 da histona H3 e lisina 20 de
histona H4, cada um podendo ser encontrado de um a trés grupos metila, requerendo para
isto enzimas especificas e/ou complexos enzimaticos (MARTIN & ZHANG, 2005).

Alteracbes nas estruturas das histonas provocam alteragdes na estrutura da cromatina
e, consequentemente, alteram o padrao de regulacdo génica. Esse mecanismo recebe o
nome de remodelagem da cromatina e € amplamente usado para descrever altera¢cdes na
estrutura durante os processos regulatérios. Genes, cujas regides promotoras estao
presentes em nucleossomos podem ter suas expressdes inibidas caso 0s nucleossomos
nao estejam relaxados (ALMER et al., 1986; WASYLYK & CHAMBON, 1979). No entanto,
estudos envolvendo o0 mapeamento de genomas revelaram que a densidade de
nucleossomos nas regides 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
disposicao das regides codificadoras do genoma.

Outro mecanismo responsavel pela regulagdo génica nos eucariotos é a presenca de
determinadas sequéncias nucleotidicas que atuam como sitios alvos para fatores de
transcricdo. Estas sequéncias recebem o nome de elementos cis, os quais podem estar
localizados tanto upstream quanto downstream da unidade transcricional e séao
responsaveis tanto pela ativacdo quanto pela inibicdo da expressdao génica. Alguns
elementos podem estar localizados a centenas ou milhares de bases do sitio de inicio da
transcricdo, como por exemplo, os elementos enhancers. Proporcionalmente ao aumento da
complexidade dos elementos regulatérios cis, 0,5-10% das proteinas codificadas pelo
genoma dos eucariotos sdo dedicados a proteinas que regulam a transcricdo génica
(LEVINE & TJIAN, 2003). Essas proteinas estao subdivididas em duas maiores classes: as
proteinas denominadas fatores de transcricdo que ligam a sequéncias nucleotidicas
especificas por meio de dominios de ligacado ao DNA e medeiam a ativagao ou represséao
transcricional seletiva dos genes, e uma grande quantidade de proteinas que constituem a
magquinaria multiproteica da RNA polimerase |l, denominadas fatores gerais da transcricao,
requeridas para o reconhecimento do promotor e catalise da sintese de RNA (LEVINE &
TJIAN, 2003).

A transcricdo dos genes estruturais das células eucariéticas é regulada por fatores de
transcricdo que interagem com o0s elementos cis presentes nas regides promotoras por meio
de um dominio de ligagdo especifico ao DNA. Estudos envolvendo fatores de transcricao
tém mostrado que essas proteinas regulatdrias possuem diferentes dominios relacionados a
importantes fungdes do processo transcricional (LATCHMAN, 2005). Além do dominio de
ligacdo ao DNA, os fatores de transcricdo precisam também apresentar um dominio de
ativagdo, requerido para estimular a transcricdo. E importante ressaltar que alguns fatores
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de transcricdo ndao possuem o dominio de ativacdo. Neste caso, o dominio de ligacéo e o
dominio de ativagédo estédo localizados em diferentes proteinas no complexo de ligagdo ao
DNA, sendo necessaria a interagdo de ambos para que possa ocorrer a transcricao
(LATCHMAN, 2007).

Para que o controle do processo transcricional seja eficiente, € necessario que ocorra
uma acado combinatéria de varios ativadores ou inibidores que se ligam aos elementos cis
presente no DNA. Como consequéncia, um grande numero de complexos regulatérios pode
ser arranjado a partir de uma grande quantidade de combinac¢des de fatores. Esta ideia
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 tetrameros 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 regides especificas da cromatina
para poderem efetuar suas respectivas fun¢des. Entretanto, esses reguladores geralmente
nao possuem sitios de ligacdo no DNA e interagem com determinadas proteinas ja ligadas
ao DNA para poderem desempenhar suas fungoes.

Em suma, para que ocorra o controle da expressao génica, € necessario que 0S
mecanismos regulatérios estimulem ou inibam a transcricao por meio do recrutamento da
maquinaria proteica requerida pela RNA polimerase Il e proteinas modificadoras de
cromatina para desbloquear o promotor dos genes alvos. Uma consequéncia da
remodelagem da cromatina € a exposi¢cdo ou inibicdo dos elementos cis aos fatores de
transcricéo, os quais podem estar na superficie do nucleossomo ou no interior dos mesmos,
fazendo com que genes especificos sejam ativados ou reprimidos no momento especifico.
Os fatores de transcricdo interagem com os elementos cis presentes nos genes alvos por
meio de um dominio de ligacao especifico ao DNA. A caracteristica distintiva dos fatores de
transcricdo em relacdo as demais proteinas é que os fatores de transcricdo possuem a
capacidade de reconhecer sequéncias nucleotidicas especificas (LATCHMAN, 1997). Tal
reconhecimento obedece a coordenadas temporais e espaciais extremamente rigorosas
com o intuito de traduzir ao nivel molecular respostas aos estimulos ambientais percebidos
pelos organismos (LUSCOMBE et al., 2000).

O genoma dos organismos eucaridticos possui uma grande diversidade no repertério
de fatores de transcricdo, tanto em relagcdo a presenga, quanto em variedade de familias
destas proteinas regulatérias. Estima-se que os fatores de transcricao constituem de 0,5 a
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10% do conteudo do genoma eucariético, variando de acordo com o nivel de complexidade
do organismo (LEVINE & TJIAN, 2003). Uma importante caracteristica dos fatores de
transcricdo de eucariotos é a capacidade destas proteinas regulatérias de atuarem em
cooperagao com outros fatores de transcricdo bem como com complexos proteicos para a
regulacao de diferentes genes (ARNOSTI & KULKARNI, 2005).

Em relacdo a suas caracteristicas estruturais, os fatores de transcricao eucariéticos
apresentam multiplos dominios funcionais, ndo sé para o reconhecimento e ligacédo a
sequéncia alvo de DNA, mas também dominios para intera¢des proteicas (LEVINE & TJIAN,
2003). Os fatores de transcricdo sdao agrupados em familias, definidas com base na
sequéncia primaria de seus dominios de ligacdao ao DNA. Estudos evolutivos tém mostrado
que, embora o motivo de ligacdo a DNA seja altamente conservado entre diferentes
eucariotos o restante da sequéncia é frequentemente muito diferente (LATCHMAN, 2007). O
genoma do fungo Neurospora crassa possui 176 proteinas anotadas como fatores de
transcricéo, o que representa 1,7% dos genes codificadores de proteinas deste organismo
(BORKOVICH et al., 2004). Desse total, 153 proteinas pertencem a 5 grandes familias de
fatores de transcricao (Zn,Cyss, C2H2, bZIP, bHLH, GATA) e as restantes foram agrupadas
em uma categoria denominada diversos pois fazem parte de familias de fatores de
transcricdo menos expressivas.

Os fatores pertencentes a familia zinc finger constituem uma das maiores familias de
fatores de transcricdo em eucariotos, sendo responsaveis pela regulacao de distintos
processos metabolicos. A particularidade desta familia é a presenga de um ou mais atomos
de zinco necessarios para a formacgao da estrutura de seu sitio ativo denominado zinc finger
(BRANDEN & TOOZE, 1999). As cadeias polipeptidicas do dominio zinc finger sao
geralmente pequenas, com um padrao regular de residuos de cisteina e/ou histidina ao
longo de sua cadeia. Esses residuos sao responsaveis pela interagdo da sequéncia
polipeptidica com um ou mais atomos de zinco, proporcionando a formacdo de uma
conformacao independente do dominio proteico. Em eucariotos, as principais subfamilias
dos fatores de transcricao zinc fingers possuem o dominio de ligagdo ao DNA C.H,, GATA e
Zn,Cyss.

O classico dominio zinc finger, também denominado de C,H,, é constituido por uma
unidade de conformacéo independente descrita como uma proteina globular, com um core
hidrofobico e uma cadeia lateral polar em sua superficie (BRANDEN & TOOZE, 1999). De
uma forma geral, 0 dominio é caracterizado pela existéncia de duas folhas B anti-paralelas
seguidas de um hairpin, com o atomo de zinco ligando a residuos Cys das duas folhas .
Uma mesma proteina pode ter mais de um dominio zinc finger. Estas repeticbes 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
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de reconhecimento dos sitios de ligagdo ao DNA. Essa familia representa a segunda maior
classe de fatores de transcricdo existente no genoma de N. crassa (BORKOVICH et al.,
2004).

A subfamilia representada pelos fatores GATA, também denominados de C,, recebe
esta denominacao devido a sua capacidade de se ligar aos sitios (A/T)GATA(A/T) presentes
nas regides regulatérias do DNA. Anadlises por ressonancia magnética nuclear revelaram
que este dominio de ligacdo ao DNA é constituido por dois pares de fitas B seguidas por um
loop, onde o atomo de zinco é coordenado por 4 cisteinas localizadas na fita 1, B2, e as
duas restantes na a hélice (OMICHINSKI et al., 1993; STARICH et al., 1998). O fungo N.
crassa possui 6 fatores de transcricdo pertencentes a esta familia (BORKOVICH et al.,
2004). Podemos citar como exemplo o fator de transcricao NIT-2, que regula a expressao do
gene codificador da enzima nitrato redutase (nit-3), envolvida no metabolismo de nitrogénio
no fungo ou os fatores de transcricao WC1 e WC2 envolvidos na maioria dos processos
mediados por luz, bem como no controle do ritmo circadiano do fungo N. crassa (HARDING
& TURNER, 1981; LINDEN & MACINO, 1997).

A subfamilia Zn,Cyss, também conhecida como binuclear cluster é restrita aos fungos,
sendo predominante nos organismos pertencentes a familia dos ascomicetos (TODD &
ADRIANOPOULOQOS, 1997). O dominio zinc finger Zn,Cysg consiste de um par de a-hélices
que coordena dois atomos 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 (LUSCOMBE et
al., 2000). Além disso, outra caracteristica dos fatores de transcricdo pertencentes a essa
familia é a presenca de dois ions Zn** sendo coordenados por seis cisteinas, permitindo que
o dominio de ligacdo ao DNA assuma sua conformagéo binuclear (SCHJERLING &
HOLMBERG, 1996). 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 é o espacamento entre os dois dominios (C,H, e
Zn,Cysg) que se ligam ao DNA, ou seja, 0 que determina a especificidade de ligacdo de uma
proteina da familia Zn,Cyss com seu sitio alvo no DNA é o espagamento entre os
nucleotideos (VASHEE et al., 1993). Os fatores de transcricdo Zn,Cyss representam a maior
familia de fatores de transcricio em N. crassa onde foram identificadas 77 ORFs que
codificam proteinas contendo esse dominio.

Os fatores de transcricao pertencentes a familia bHLH sdo exclusivos de eucariotos,
séo altamente conservados em diversos organismos, desde leveduras até mamiferos, estao
envolvidos no controle de diversas vias metabdlicas e estdo divididas em diferentes classes,
de acordo com suas fungdes (MURRE et al., 1994). O dominio de ligacdo ao DNA destas
proteinas é constituido de duas a-hélices anfipaticas, separadas por uma regiao espacadora
em forma de alca, que pode variar entre 5 a 23 residuos (BRANDEN & TOOZE, 1999). Além
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disso, os fatores de transcricao pertencentes a esta familia possuem duas regides altamente
conservadas: uma que consiste em uma regidao com residuos predominantemente basicos,
responsaveis pela interacdo dessas proteinas ao DNA, e outra formada por residuos
hidrofébicos, responsaveis pela dimerizagcdo dos monémeros. Os dimeros sao estabilizados
por uma série de interacbes hidrofobicas e eletrostaticas entre as a-hélices, devido a
formacao de um feixe de 4 hélices que mantém os monémeros unidos, constituindo uma
interface de ligacdo ao DNA. Essa estrutura possui uma geometria precisa, que interage via
0 sulco maior do DNA em uma sequéncia consenso (CANNTG) denominada de E BOX
(BRANDEN & TOOZE, 1999). E importante ressaltar que as proteinas que apresentam
dominios de ligacdo bHLH nao possuem a capacidade de diferenciar os sitios de ligacao ao
DNA sob a forma de mondémeros. Assim, 0 mecanismo de dimerizacdo tem a funcao de
converter moléculas monoméricas inativas em complexos diméricos com atividade
transcricional em periodos determinados durante o ciclo celular. Em N. crassa, 10 proteinas
foram identificadas nesta familia, das quais somente a codificada pelo gene nuc-1 foi
caracterizada, estando envolvida com a regulacdo da utilizacdo de fosfato (KANG &
METZENBERG, 1990).

Os fatores de transcricao pertencentes a familia bZIP sao constituidos por duas a-
hélices com 60 a 80 residuos de aminoacidos com uma regidao N-terminal basica
responsavel pela sua interacdo ao DNA e uma regiao responsavel pela dimerizacao deste
dominio localizada normalmente em sua regiao C-terminal (VINSON et al., 1993). A principal
caracteristica dos fatores de transcricdo pertencentes a esta familia é a presenca e uma
regiao responsavel pela dimerizacdo entre duas hélices. Esta regiao é constituida por
sucessivas repeticdes do aminoacido leucina a cada 7 residuos de aminoacido, permitindo a
formacao de uma estrutura supersecundaria responsavel pela interacdo entre as duas a-
hélices distintas formando homo ou heterodimeros (LANDSCHULZ, 1988). No fungo N.
crassa foram encontrados 17 fatores de transcricdo pertencentes a esta familia
(BORKOVICH et al., 2004). Até o momento, pouco se sabe sobre os fatores de transcricao
pertencentes a esta familia no fungo N. crassa, pois mais da metade deles nédo apresenta
ortélogos funcionais depositados em banco de dados (BORKOVICH et al., 2004; TIAN et al.,
2011). A figura 3 mostra as estruturas tridimensionais dos dominios presentes nos fatores
de transcri¢cao descritos acima.

Como descrito anteriormente, uma cole¢ao de linhagens do fungo nocauteadas em
genes que codificam fatores de transcricdo foi utilizada visando identificar fatores de
transcricao provavelmente atuando como reguladores do metabolismo do glicogénio em N.
crassa. Os estudos levaram a identificacdo de diversas proteinas, pertencentes a diferentes
familias (GONCALVES et al., 2011), e 0s seus papéis no metabolismo de glicogénio estao
sendo detalhadamente investigados. A seguir, algumas consideragdes serao realizadas em
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Figura 3 - Representacéao tridimensional dos dominios de ligagdo presentes nos fatores de
transcricdo selecionados. (a) fator de transcricado GATA-1 interagindo com o DNA (PDB
1GAT); (b) Proteina ZIF 268 formando um trimero que se liga ao DNA por meio de seus
dominios C,H, (PDB 1A1L); (c) Proteina CREB bZIP interagindo com o DNA (PDB 1DH3);
(d) Proteina PHO4 ligada ao DNA por seu dominio bHLH (PDB 1AQA); (e) Proteina GAL4
ligada ao DNA por meio de seus dominios Zn,Cyss (PDB 1D66)
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do).
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relacéo a dois fatores de transcricao objeto de estudo, neste trabalho: o fator de transcri¢cao
XLR-1 e um fator de transcricdo anotado como proteina hipotética.

5. O fator de transcri¢cao XInR em fungos filamentosos

O ativador transcricional XInR é um fator de transcricao envolvido na regulacdo de
enzimas envolvidas na degradacao da celulose e hemicelulose em fungos filamentosos. A
hemicelulose € um heteropolissarideo constituido por pentoses, hexoses e acidos urénicos,
e representa o segundo polisacarideo mais abundante na natureza (COLLINS et al., 2005).
Atualmente este polisacarideo vem sendo reconhecido como um potencial substrato para a
producdo de combustiveis liquidos, bem como outros produtos de interesse biotecnoldgico
(POLIZELI et al., 2005). Este polissacarideo é classificado de acordo com os principais
residuos de agucar que constituem sua cadeia principal. O mais comum é a xilana, formada
principalmente por residuos de D-xilose unidos por ligagdes ligacdes B-1,4, sendo
encontrada em cereais e madeira. E importante ressaltar que os agticares constituintes da
cadeia principal das hemiceluloses frequentemente apresentam modificacbes em seus
grupos laterais. Podemos citar como exemplo os residuos de xilose, os quais podem
apresentar varias modificagbes, como os acidos a-D-glucurénico e o a-4-O-metil-D-
glucurdnico, unidos via ligagbes glicosidicas a-1,2, ou a-L-arabinofuranose, unida por
ligagdes glicosidicas a-1,2 ou a-1,3 (TIMELL, 1967; WILKIE, 1979). Além disso, residuos
aromaticos, como o acido ferrulico, também pode estar ligado as fracdes de hemicelulose e
pectina (BELIEN et al., 2006). Estes polissacarideos sdo capazes de fazer ligacdes
cruzadas, assim como, com compostos aromaticos poliméricos da lignina, resultando em um
aumento na rigidez da parede celular (de VRIES & VISSER, 2001). A figura 4 mostra um
esquema da estrutura da xilana.

Para a degradacéo da hemicelulose, é necessario inicialmente, a acdo das endo-1,4-
endoxilanases, as quais clivam as liga¢des glicosidicas internas ao longo do heteropolimero,
diminuindo assim o grau de polimerizagdo do substrato. Além das endoxilanases, €
necessario a acao de enzimas B-D-xilosidases, as quais sao responsaveis pela clivagem de
xilobiose. Estas enzimas atacam as extremidades ndo redutoras de xilooligossacarideos
resultantes da atividade das endo-1,4-endoxilanases (SORENSEN et al., 2003). Além disso,
para a clivagem total da cadeia lateral, ou seja, conversao do polimero em monossacaridos
€ necessario a agdo conjunta de varias enzimas acessorias devido a sua complexidade
estrutural (POLIZELI et al., 2005).

A hidrdlise da hemicelulose por fungos filamentosos requer a produgéo varias enzimas
xilanoliticas, as quais sé@o induzidas pela presenca de seus substratos e regulada

principalmente ao nivel transcricional por meio de fatores de transcricdo. Em fungos
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filamentosos, sabe-se que a ativacdao dos genes codificadores de enzimas xilanoliticas
requer a acao do ativador transcricional XInR (van PEIJ et al., 1998a). O mecanismo de
acao desta proteina foi bem caracterizado em organismos do género Aspergillus e
Trichoderma (STRICKER et al., 2008). E uma proteina reguladora que se liga ao elemento
cis 5-GGCTRA-3 presente na regido promotora de genes codificadoras de enzimas
envolvidas principalmente na degradacéo de hemicelulose, tais como genes que codificam
endoxilanases e f-xylosidases (TAMAYO et al., 2008;. de VRIES et al., 1998;. van PEIJ et
al., 1998a, 1998b; HASPER et al., 2002; MARUI et al., 2002, RAUSCHER et al., 2006). E
importante ressaltar que o papel de XInR como um ativador transcricional néo é restrito
apenas a genes que codificam endoxilanases, estendendo-se também a regulacao das
enzimas acessorias envolvidas na degradacdo de hemicelulose, como por exemplo, a-

glucuronidase e celobiohidrolases (GILKENS et al., 1999; de VRIES & VISSER, 1998).

Figura 4 - Representacdo esquematica da xilana junto ao repertério enzimatico envolvido
em sua degradacao (ARO et al., 2005).
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A presenca de xilose ou xilana induz a transcricao de xInR/xyrl, cujo produto leva a
ativacdo de genes que codificam tais hidrolases. Mutagdes deletérias em xInR promove uma
reducao total ou parcial na transcricdo de alguns genes ativados por xilose e/ou xilana, da
mesma forma que a expressao de alguns genes regulados pela proteina XInR é aumentada
quando o gene foi superexpresso (GIELKENS et al., 1999; van PEIJ et al., 1998b). Por outro
lado, a acao do fator de transcricdo XInR é reprimida pelo sistema de repressao catabdlica
mediado pela proteina CreA. Este fator de transcricao pertence a familia C,H, e liga-se ao
elemento cis 5-SYGGRG-3’ presente na regidao promotora de seus genes alvo (KULMBURG
et al.,, 1993). Na presenca de glicose (acucar preferencial), ocorre a transcricdo de creA,
levando a inibicao ou redugao da transcricao de genes ativados por XInR. Sabe-se que a
proteina CreA em Aspergillus controla a transcricdo de genes que codificam arabinases e
algumas enzimas xilanoliticas, como endoxilanases e B-xilosidases (PEREZ-GONZALEZ et
al., 1998, RUIJTER et al., 1997; KUMAR & RAMON, 1995).

Em N. crassa, o fator de transcricao XLR-1 (xylan degradation regulator-1) essencial
para a degradacao de hemicelulose é um ortélogo de XInR/Xyr1 de espécies de Aspergillus
e Trichoderma, respectivamente. Dele¢do de xIr-1 aboliu o crescimento em xilana e xilose,
mas o crescimento em celulose e atividade celulolitica foram levemente afetados (SUN et
al., 2012).
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Objetivos



Este trabalho teve como objetivo principal caracterizar funcionalmente dois fatores de
transcricéo identificados previamente como reguladores do metabolismo de glicogénio no
fungo N. crassa. A indentificacdo destas proteinas foi uma consequéncia de uma analise
sistematica utilizando uma colegéo de linhagens do fungo individualmente mutadas em
ORFs codificadoras de fatores de transcricdo. Um fator de transcricdo corresponde a
proteina ortdloga de XInR, descrita como reguladora da expressao de genes codificadores
de enzimas xilanoliticas e celuloliticas e o outro fator de transcricdo é o produto da ORF
NCU04390, uma proteina sem fungao conhecida até o momento. De forma mais especifica,
0s objetivos do trabalho foram:

e Tentar estabelecer uma correlacdo entre metabolismo de glicogénio e controle
metabdlico frente a fontes de carbono alternativas. Realizar uma caracterizagéo
funcional do fator de transcricdo XLR-1 no fungo N. crassa, a fim verificar seu
envolvimento com o controle do metabolismo de glicogénio no fungo. Além disso, as
analises funcionais foram realizadas com o objetivo de verificar se 0 mecanismo de
acao desta proteina regulatéria em N. crassa segue os mesmos padroes observados de

seus ortélogos em outros fungos filamentosos.

e Tentar atribuir uma funcgao regulatéria do fator de transcri¢cao hipotético produto da ORF
NCU04390 na regulagdo do metabolismo de glicogénio. Determinar em escala
gendmica genes possivelmente regulados pela proteina hipotética por analises de ChlP-
Seq uma vez que ndo se conhece o papel funcional desta proteina. Realizar analises de
interacdo DNA-proteina in vitro utilizando a técnica de EMSA para validar os resultados

obtidos no sequenciamento.
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Materiais e Metodos



1. Linhagens

1.1. Neurospora crassa

Linhagens selvagem
FGSC#9718 (a, Amus51:Hyg"), FGSC#9718 (A, Amus51:Hyg")

Linhagens mutantes

FGSC#11004 (a, ANCU08000), FGSC#11039 (a, ANCU01097), FGSC#11062 (A,
ANCU09739), FGSC#11067 (a, ANCU06971), FGSC#11089 (A, ANCU04851),
FGSC#11102 (A, ANCU01629), FGSC#11123 (A, ANCUO00808), FGSC#11126 (A,
ANCUO01154), FGSC#11134 (A, ANCU04390), FGSC#11139 (a, ANCU04731).

As linhagens foram obtidas junto ao Fungal Genetics Stock Center (FGSC), Kansas
City, MO, USA.

1.2 Escherichia coli

DH10B (Invitrogen)
Rosetta (DE3) pLysS (Novagen)
ArcticExpress (DE3) (Agilent)

2. Meios de cultivo

2.1 Neurospora crassa

2.1.1. Meio minimo de Vogel (VM)

O meio de cultivo utilizado para o crescimento e manutencao das linhagens do fungo
N. crassa foi o meio minimo de Vogel (VM) (Vogel, 1956). Esse meio foi preparado contendo
sacarose, sais de Vogel e biotina. A solucdo de sais de Vogel foi preparada 50X
concentrada, a partir da dissolugdo 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;3

10 g de MgS0O,.7H.O

5 g de CaCl,.2H,0 (previamente dissolvido em agua destilada)
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2,5 mL de solugao de biotina 10%
5 mL de solugdo de elementos tragos
O volume foi completado para 1 L com agua destilada e 300 pl de cloroférmio foi

adicionado como agente conservante. A solucao estoque de sais de Vogel foi armazenada a

4°C. A solucéao de elementos tracos foi feita pela dissolugéo dos seguintes compostos em 90

mL de agua:

5 g de &cido citrico.H,O

5 g de ZnS0O,4.7H.0

1 g de F(NH,)..(SQO,4),.6H,0

0,25 g de CuS,.5H,0

0,05 g de MnS0O,4.H,0

0,05 g de H3;BO3

0,05 g de NaMo00Q,.2H,0

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

de sacarose ou 2% de frutose ou 2% de xilose ou 2% de xilana como fontes de carbono.

Para o crescimento em meio sélido o meio foi acrescido de 2% de agar.

2.1.2. Meio utilizado para cruzamento (SC)

Para o cruzamento das linhagens do fungo N. crassa foi utilizado o meio SC

(WESTERGAARD & MITCHELL 1947). A solugdo de sais SC foi preparada 50X

concentrada, a partir da dissolugao dos sais listados abaixo em 500 mL de agua destilada. O

volume foi completado para 600 mL com agua destilada e 200 pyL de cloroférmio foram

adicionados como agente conservante.

2%.

60 g de KNO;

429 de K;HPO,

30 g de KH,PO,

30 g de MgS0O,.7H,0

6 g de NaCl

6 g de CaCl,.2 H,O (previamente dissolvido em agua destilada)

6 mL de solucéo de elementos tracos

3 mL da solugéo estoque de biotina

O meio SC foi preparado contendo 1X de sais SC acrescido de sacarose 0,3% e agar

2.1.3. Top &gar
Agar 1,5%
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Sorbitol 2M
FGS 2X (solugdo estoque 10X: glicose 0,5%, frutose 0,5%, sorbose 20%)

2.1.4. Base agar

VM 1X

Agar 1,5%

FGS 1X

4 pg/mL de higromicina (Invitrogen)

2.2. Escherichia coli

2.2.1. 2YT + 0,2% de glicose

Bacto-triptona 1,6%
Extrato de levedura 1,0%
NaCl 0,5%

Glicose 0,2%

2.2.2. Terrific Broth (TB)

Bacto-triptona 1,2%
Extrato de levedura 2,4%
Glicerol 0,4%

KH.PO417 mM

K;:HPO, 72 mM

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

Para a obtencdo dos micélios utilizados nos experimentos de choque térmico, o
inoculo foi feito em garrafas de vidro contendo 50 ml de meio solido 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 a garrafa seguida da filtracdo em gaze estéril para retencéo das hifas e os

conidios foram contados em cadmara de Neubauer.

4. Choque térmico
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Uma suspenséo de conidios (densidade de 10" células/ml) foi inoculada em 60 ml de
meio VM (Erlenmeyers de 250 ml), e colocada a 30°C sob agitacdo constante de 250 rpm
por 24 horas em um agitador New Brunswick. Apds esse periodo, o micélio correspondente
a um dos frascos de cada linhagem foi coletado por filtracdo a vacuo em papel filtro, e
metade do material coletado foi rapidamente congelado em nitrogénio liquido e armazenado
a -80°C (amostra controle, ndo submetida a choque térmico). A outra metade foi transferida
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 filtragdo, rapidamente
congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C (amostra submetida a choque

térmico).

5. Crescimento do fungo utilizando pentoses como fontes de carbono

Para este ensaio foram utilizadas as linhagens FGSC#9718 e a FGSC#110067. Uma
suspensdo de conidios (densidade de 10" células/ml) foi inoculada em 250 ml de meio VM
acrescido de frutose 2% (Erlenmeyer de 1 L) e colocada a 30°C sob agitagdo constante de
250 rpm por 24 horas em um agitador New Brunswick. Apos esse periodo, o micélio foi
coletado por filtracdo a vacuo em papel filtro e uma pequena amostra foi rapidamente
congelada em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C (amostra controle). O micélio
coletado por filtragao foi entdo dividido ao meio e uma parcela da amostra foi inoculada em
250 mL de meio VM acrescido de xilose 2% (Erlenmeyer de 1 L) e a outra parcela foi
inoculada em 250 mL de meio VM acrescido de xilana 2% (Erlenmeyer de 1 L). As amostras
foram incubadas a 30°C, sob agitacdo constante de 250 rpm. Foram realizadas coletas apés
30 minutos, 1 hora, 2 horas, 6 horas e 12 horas de incubagéo. As amostras foram coletadas
por filtracao, rapidamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C.

6. Preparo do extrato celular e determinagédo do contetdo de glicogénio

Para o preparo do extrato celular, aproximadamente 200 mg do micélio congelado a -
80°C foram macerados em nitrogénio liquido até sua total pulverizacdo. Em seguida,
transferiu-se esse material para um tubo eppendorf de 1,5 ml contendo 1 ml de solugéo
tampao 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 determinacéao das proteinas totais do extrato celular
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pelo método de Hartree modificado utilizando soroalbumina bovina (BSA) como padrao
(HARTREE, 1972).

O conteudo de glicogénio foi determinado pela digestdo do glicogénio com
amiloglicosidase apds precipitagdo com etanol absoluto como descrito por Hardy & Roach
(1993), com algumas modificagdes. Primeiramente, foram coletados 100 pl do extrato celular
bruto e adicionado 25 pl 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 precipitacao do
glicogénio presente na fragéo soluvel. 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 ul de etanol
66%, levemente seco ao ar, e ressuspenso em 400 pl de solugdo acetato (acetato de sédio
50 mM, CaCl, 5 mM, pH 5,2). O glicogénio foi digerido com as enzimas a-amilase (1 pl de
uma solucéo 10 mg/ml) e amiloglicosidase (1 pl de uma solugao de 30 mg/ml) durante 12 a
15 horas. O conteudo de glicose livre foi determinado pelo kit Glicose PAP Liquiform
(Labtest) segundo as instrugcdes do fabricante. O conteudo de glicogénio presente em cada
amostra foi calculado de acordo com uma curva padrdo de glicogénio e expresso em
relacéo a quantidade de proteina total de cada amostra.

A curva padrao de glicogénio foi preparada a partir de uma solug¢ao de glicogénio puro
(Sigma) em solucéo acetato (acetato de sédio 50 mM, CaCl, 5 mM, pH 5,2) na concentragcao

de 10 mg/ml.

7. Andlise da expressao génica

7.1. Extracdo de RNA total

O RNA total das linhagens selecionadas foi extraido pelo método de cloreto do litio
(Sokolovsky et al., 1990). Para isto, uma pequena quantidade do micélio congelado foi
macerada com nitrogénio liquido e o pd resultante foi transferido para tubos eppendorf
contendo uma mistura de 750ul de tampao de lise (NaCl 0,6M, EDTA 10 mM, Tris-HCI 0,1M,
pH 8,0 e SDS 4%) e 750ul de fenol saturado em Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0. A suspensao foi
agitada durante 15 minutos a temperatura ambiente e a fase aquosa foi coletada a 10.000
rem 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 solugao de LiCl 8 M e mantido a 4°C
durante uma noite. Apos esta etapa, o material foi centrifugado a 13.000 rpm por 10 minutos
a 4°C, o precipitado contendo os acidos nucleicos foi ressuspenso em 300 pl de agua e
novamente precipitado com acetato de sédio 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
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com uma solugdo de etanol 70% gelada a 13.000 rpm por 5 minutos a 4°C, seco e
solubilizado em 100 pl de agua previamente tratada com DEPC. A concentracdo do RNA foi
determinada por absorbancia a 260 nm em espectrofotdbmetro Beckman, modelo DU 640 e
sua pureza analisada através da relagao de absorbancias 260/280 nm.

7.2. Andlise da expresséo génica por Northern blot

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 tampao de desnaturacdao (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 65V 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, apds eletroforese, foi transferido por capilaridade para
membrana de nylon neutra (Hybond N, Amersham) utilizando solu¢cao tampao SSC 2X
(NaCl 0,3 M e citrato de sodio 3 mM, pH 7,0) durante a noite. Apds esta etapa, os RNAs
foram fixados na membrana por crosslinking (Ultraviolet Crosslinker UVP mod. CL1000)
durante 2 minutos e, em seguida, a membrana foi lavada com solugao tampéao SSPE 2X
(NaCl 0,3 M, NaH,PO, 2 mM e EDTA 2 mM, pH 7,0) para a total remog¢éo do formaldeido.
ApOs as lavagens, a membrana foi pré-hibridizada a 42°C, durante 4 h com 5 ml da solugéo
ULTRAhyb™ (Ambion) em forno de hibridizacdo Hybaid.

Para as analises da expresséo do gene gsn foi utilizada como sonda um fragmento do
gene gsn de aproximadamente 1350 pb subclonado no vetor pMOSBIlue (construgcao
existente no laboratorio). Em relacao as analises da expressao de endoxilanases, as ORFs
NCUQ7225 e NCU02885 foram amplificadas por PCR a partir do cDNA do fungo N. crassa,
descrito no item 9. Estas sondas foram marcadas radiativamente com a[**P]JdATP por
random priming utilizando o kit NEBIlot™ (Biolabs) e purificadas por filtracdo em resina
Sephadex G-50 (Sigma) equilibrada em tampao NT (Tris-HCI 1 mM, pH 8,0, NaCl 1 mM e
EDTA 2 mM, pH 8,0) a fim de eliminar os nucleotideos néo incorporados. Em seguida, as
sondas foram desnaturadas a 100C durante 10 minutos e 100 pl da sonda desnaturada
(aproximadamente 10® cpm total) foi adicionada & solucdo de pré-hibridizacdo ULTRAhyb™
(Ambion). As hibridizagbes foram realizadas a 42°C durante por 16 horas. Apdés a
hibridizacdo a membrana foi lavada em diferentes condicbes de estringéncia antes de ser
exposta a filmes radiograficos (Kodak T-Mat G/RA).

Condigdes de lavagem:
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SSPE 2x - 15 minutos a 42<T.
SSPE 0,5x; SDS 0,1% - 15 minutos a 42<C.
SSPE 0,1x; SDS 0,1% - 15 minutos a 42<C.

8. Andlises das linhagens mutantes por citometria de fluxo

Para a obtencdo dos conidios das 10 linhagens mutantes no fungo foi utilizado a
mesma metodologia descrita no item 3 de Materiais e Métodos. Um total de 5x10* conidios
foram coletados por centrifugacdo e suspensos em 0,5 ml da solugdo gelada de Vindelov
(Triton X-100 0.1%, citrato de sddio 0.1%, RNase A 0.9 U/ml, iodeto de propidio 50 ug/mL) e
mantidas no escuro por 1,5 h a temperatura ambiente. Um total de 10.000 células em
suspensao foram analisadas em relacdao a seu tamanho, utilizando o parametro Forward
Scatter (FSC), sua complexidade, utilizando o parametro Side Scatter (SSC) e a
incorporacao do iodeto do propidio (parametros: comprimento de onda da excitagdo em 488
nanémetro e comprimento de onda da emissao em 585 nanémetros) utilizando o citbmetro
FACSCalibur™ equipado com o software Cell QUEST™ (Becton Dickinson, San Juan, CA,
USA) no laboratério do Prof. Rui Curi, no Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade
de Sao Paulo, com a colaboragéo do Pos-Doutorando Dr. Augusto Ducati Luchessi.

Como controle dos experimentos descrito acima, conidios provenientes da mesma
suspenséao conidial foram também analisadas em relac@o a viabilidade celular. Para isto os
conidios coletados foram diluidos em placas de 96 wells onde em cada pogo foram
colocados 180 pL de meio VM liquido com exceg¢ao da primeira coluna onde foi colocado
200 pL de suspensdo conidial numa densidade de 10® conidios/mL. Diluicées seriadas de
foram realizadas a partir da amostra inicial até o total de 10" conidios/mL. Posteriormente, 5
ML de cada diluicao foram transferidos para placas de Petri contendo o meio VM acrescido
de sorbose 2%, glicose 0,05% e frutose 0,05%. As placas foram incubadas a 30°C por 16
horas e o crescimento colonial das linhagens mutantes foram comparados ao apresentado

pela linhagem selvagem.

9. Clonagem molecular das ORFs NCUO06971 e NCU04390 por RT-PCR

A estratégia utilizada para o isolamento do cDNA das ORFs NCU06971 e NCU04390
do fungo N. crassa foi por RT-PCR a partir do RNA total. Inicialmente, 4 ug do RNA total da
linhagem selvagem do fungo foi tratado com a enzima DNase RQ1 RNase-Free DNase
(Promega), para eliminar possiveis contamina¢cdes por DNA gendmico presente nas
amostras de RNA. Em seguida, a sintese do cDNA foi efetuada, utilizando-se o kit comercial

Superscript® |l First-strand Systhesis for RT-PCR (Invitrogem), bem como oligo (dT)z
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(Invitrogen) como primer reverso, de acordo com as instrugdes do fabricante. Para a reacao
de amplificacdo das ORFs citadas acima, o produto da reacdo de sintese do cDNA foi
utiizado como molde e a enzima utilizada foi a DNA polimerase Phusion® (Thermo
Scientifics), em um termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf), de acordo com o
protocolo do fabricante. As reagbes de PCR foram realizadas em um termociclador
Mastercycler gradient (Eppendorf), no volume final de 50ul, nas seguintes condigbes: 35
ciclos de 98°C por 10 segundos (desnaturagao), 63°C por 30 segundos (anelamento dos
primers) e 68°C por 2 minutos (extensdo), apdés desnaturacdo inicial de 96°C de 30
segundos. As sequencias do oligonucleotideos utilizados nas amplificacdes sao mostradas
na tabela 1. Os cddons iniciadores (ATG) e terminadores (TGA e TAA) estao destacados em
negrito.

Tabela 1 - Oligonucleotideos utilizados para a amplificagédo das ORFs.

Oligonucleotideos Sequéncias Epezsi‘?:izsage
6971-F 5'-CATATGTTGTCTAATCCGCTTCAC-3' Ndel
6971-R 5'-GTCGACTCAGAGGGCCAAGCCAGTTCC-3' Sall
6971A160-R 5"-GTCGACTCAGGCTTGGCTCGGGTTTTTGTG-2 Sall
4390-F 5'-CATATGGCTTCGGAGCTTACGCC-3' Ndel
4390-R 5'-GAATTCTTACTGATTCCCCGGACCCG-3' EcoRl
4390A158-R 5-GAATTCTTAATGATCTGCGGCACTCGAAG-3’ EcoRlI
4390A483-R 5-GAATTCTTATGGGCTGAAATGTACTCGCG-3’ EcoRl

*Os codons de iniciacao (ATG) e de término (TGA e TAA) da sintese protéica estéo
salientados em negrito.

Os produtos das reagdes de amplificacao foram separados por eletroforese em gel
de agarose 0,8% em tampao TAE 1X concentrado (Tris-HCI 40 mM, pH 8,0, acido acético
19 mM e EDTA 1 mM) contendo 0,5 pg/mL de brometo de etideo. As bandas
correspondentes aos produtos de amplificacao foram purificados utilizando o kit Geneclean®
Il (Bio 101) e clonados nos vetores pMOSBIue (GE Healthcare) ou pRS314 (SIKORSKI &
HIETER, 1989) originando as seguintes constru¢des plasmidiais: pMOS-6971A160, que
possui fragmento de DNA codificador da proteina truncada no residuo de aminoacido 160,
pMOS-4390A158, que possui fragmento de DNA codificador da proteina truncada no
residuo de aminoacido 158, pMOS-4390A483, que possui fragmento de DNA codificador da
proteina truncada no residuo de aminoacido 483 e pRS314-4390, que possui fragmento de
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DNA codificador da proteina inteira. Para a clonagem da ORF inteira NCU06971 foi
realizado a digestdo com as enzimas Ndel e EcoRI do produto de PCR purificado e o
fragmento liberado foi inserido no vetor pET28a previamente digerido com as mesmas

enzimas.

10. Transformacé&o de células competentes de E. coli

As construcdes obtidas na etapa anterior foram utilizadas para transformar células
competentes de E. coli DH10B. Cerca de 5 pL de cada construgao foram adicionados a 100
uL de células competentes e incubados em gelo por 30 minutos. Apds esse periodo, as
suspensodes celulares foram transferidas rapidamente para um banho a 42°C por 2 minutos
para a realizacao do choque térmico. Apéds isso foi adicionado 400 pL de meio 2YT a cada
suspensao celular. Cada reacao de transformacao foi entdo mantida a 37°C por 60 minutos
sendo plaqueadas em meio 2YT soélido contendo o antibidtico especifico. Por fim, as placas
foram submetidas a 37°C, por aproximadamente 16 horas para o aparecimento dos

transformantes.

11. Mini-extracdo de DNA plasmidial

Os transformantes foram inoculados pela transferéncia das colénias da placa de petri
para um tubo de ensaio contendo 5 mL de meio 2YT+0,2% de glicose mais o antibidtico
especifico e mantidas a 37°C a 250 rpm por 5 horas para extracao do DNA plasmidial pelo
método de boiling (HOLMES & QUIGLEY, 1981). De forma resumida as células foram
coletadas pela centrifugacdo de 3 mL de meio de cultura (14000 rpm por 1 minuto). O
precipitado foi entdo ressuspenso em 350 yL de STET (sacarose 8%, Tris 10 mM pH 8,0,
EDTA 50 mM pH 8,0, Triton X-100 0,5%) acrescido de lisozima e, em seguida, a amostra foi
aquecida a 100°C por 40 segundos em banho Maria. Apds isso as amostras foram
centrifugadas a 14.000 rpm por 10 minutos a 4°C em uma microcentrifuga de bancada. A
porcao liquida da amostra foi transferia para um novo tubo contendo 40 pL de acetato de
sédio 3M, pH 5,2 e 420 pL de isopropanol. As amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm
por 10 minutos a 4°C para a precipitacdo do DNA plasmidial. O precipitado foi ressuspenso
em 100 pL de H.O e 100 pL de fenol saturado em Tris-EDTA foi adicionado. A amostra foi
agitada em vortex e centrifugada a 14.000 rpm por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi
transferido para um novo tubo contendo 40 pL de acetato de aménio 7,5M e 300 pL de
etanol absoluto. A amostra foi centrifugada a 14.000 rpm por 5 minutos a 4°C para a

precipitacdo do DNA plasmidial € o precipitado foi lavado 2 vezes com aproximadamente

48



500 pL de etanol 70%. Apds esta etapa o precipitado foi seco ao ar e ressuspenso em 30 pL
de HO.

12. Producédo de proteinas recombinantes em E. coli

12.1. Subclonagem das ORFs em vetor de expressao

Apds a confirmacao dos clones positivos por analise de restricao, os insertos foram
removidos dos plasmidios citados anteriormente e transferidos para o vetor de expressao
pET-28a (Novagen), o qual produz a proteina recombinante fusionada a uma cauda
contendo seis residuos de histidina (His6). Para isso, os cassetes de DNAs clonados nos
vetores pMOS-6971A160, pMOS-4390A158, pMOS-4390A483 e pRS314-4390 foram
digeridos com enzimas de restricdo apropriadas para a liberagdo de seus insertos, 0os quais
foram inseridos no vetor pET-28a apds sua digestdo com as mesmas enzimas originando as
construcdes pET-6971A160, pET-4390A158, pET-4390A483 e pET-4390. Os produtos das
reacOes de ligacao foram usados para transformar células competentes de E. coli linhagem
DH10pB e os transformantes foram selecionados em meio 2YT sdlido, acrescido de glicose
0,2% contendo canamicina 30 pg/mL. Os clones positivos foram identificados apds analise
de restricao dos respectivos DNAs plasmidiais com as enzimas de restricao especificas e as
sequéncias nucleotidicas dos insertos foram confirmadas por rea¢des de sequenciamento
de DNA.

12.2. Ensaios de inducédo e andlise de solubilidade

Para os ensaios de inducédo e analise da solubilidade, col6nias correspondendo aos
transformantes de E. coli Rosetta(DE)pLys-S de todas as construgdes plasmidiais foram
inoculadas em 5 mL de meio TB, canamicina 30 ug/mL e cloranfenicol 34 ug/mL e incubadas
a 37C/200 rpm por 16 horas para serem utilizadas ¢ omo pré-indculos. Foram inoculados 500
mL de meio TB 1 mL dos respectivos pré-inéculos acrescidos de canamicina 30 yg/mL e
cloranfenicol 34 ug/mL e incubadas a 37°C/250 rpm até atingir uma DO gyonm entre 0,6 e 0,8.
Aliquotas de 2 mL de cada uma das culturas foram removidas € as células foram coletadas
por centrifugacéo a 14.000 rpm por 2 minutos a 4T, solubilizadas em 200 pL de tampao de
lise. Em seguida, foi adicionado IPTG na concentracao final de 0,4 mM em cada uma das
culturas, para a indugao da expressao das respectivas proteinas recombinantes e as culturas
foram mantidas a 18°C a 200 rpm por 16 horas. Ao final da inducdo, as células foram

coletadas por centrifugacao a 8.000 rpm por 5 minutos a 4T e mantidas em banho de gelo.
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Para verificar a produgcao das proteinas recombinantes, os precipitados celulares foram
solubilizados em 5 mL de tampao de lise (Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 20 mM, glicerol 5%,
0,5% Tween-20, 0,5% Triton X-100, EDTA 5 mM, PMSF 1 mM, benzamidina 10 mM) e as
células foram rompidas em sonicador (SONICS, Vibra Cell) com 3 pulsos de 30 segundos e
intervalos de 60 segundos, em banho de gelo (poténcia 30%). As fragdes soluveis foram
coletadas por centrifugacédo a 20.000 rpm por 10 minutos a 4T e transferidas para tubos
limpos, enquanto que os precipitados insoluveis foram solubilizados em 3 mL de tampéao de
lise.

As proteinas totais dos extratos celulares obtidos foram quantificadas por Bradford (Bio-
Rad), utilizando BSA como padrao. Aproximadamente 20 ug de proteina total de cada um
dos extratos totais obtidos das amostras NI (ndo induzida), S (sobrenadante) e P
(precipitado) foram separados por SDS-PAGE 12% no sistema Mini-Protean Ill (Bio-Rad) e
analisados apés coloragdo com Coomassie Blue.

12.3. Analise das proteinas recombinantes por Western blot

Analises de Western blot foram realizadas para a confirmagcao da produgdo das
proteinas recombinantes. Inicialmente as proteinas foram fracionadas por eletroforese em
gel SDS-PAGE e em seguida foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose em
tampao Tris, 20 mM, pH 8,0, glicina 150 mM e metanol 20% a 100V, durante 1 hora
utilizando o sistema TransBlot (Bio-Rad). Apds a transferéncia, as membranas foram
blogueadas com uma solugao de 5% de leite em pd desnatado em TBST (Tris, 20 mM pH
7,5; NaCl 0,5 M; Tween-20 0,05%). A membrana foi lavada uma vez com tampao TBST por
cinco minutos a temperatura ambiente e incubada com o anticorpo monoclonal de coelho
anti-His conjugado com fosfatase alcalina (Sigma), na diluicdo de 1:10.000, em TBST
contendo 5% de leite, durante 1 hora. Posteriormente, a membrana foi lavada com TBST trés
vezes por cinco minutos cada, a temperatura ambiente e revelada com tampéao de revelagéao
(NaHCO3 100 mM, MgCl, 1 mM, substratos para fosfatase alcalina NBT e BCIP).

12.4. Purificacdo das proteinas recombinantes por cromatografia de afinidade

Apbs a determinacdo das melhores condicées para a expressao das proteinas na
forma recombinante, foi efetuada a indugéo dos clones produtores das cinco proteinas para
a producao das respectivas proteinas em maior escala (1 L). As células de E. coli foram
coletadas por centrifugacdo e o precipitado foi ressuspenso em 80 ml de tampéao de lise
(Tris HCI, 50 mM pH 8,0, NaCl 300 mM, imidazol 500 mM, glicerol 10%, PMSF 1 mM e

benzamidina 10 mM) e as células foram rompidas por ultrasom. Apos esta etapa, o lisado
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celular foi centrifugado com o intuito de separar o sobrenadante do precipitado. Por fim, o
sobrenadante foi filtrado em um sistema de filtragcdo Millipore utilizando uma membrana de
0,22 pm. Em seguida, as proteinas recombinantes foram purificadas por meio de
cromatografia de afinidade em coluna HisTrap HP (GE) em um aparelho Akta Prime (GE).
Para a purificacdo das cinco proteinas na forma recombinante, equilibrou-se a coluna com
tampao contendo Tris HCI, 50 mM pH 8,0, NaCL 300 mM, imidazol 50 mM e glicerol 10%, e
todo o volume do sobrenadante filtrado foi passado pela coluna. Apds esta etapa, as
proteinas aderidas a coluna foram eluidas com o0 mesmo tampao e um gradiente de imidazol
de 50-750 mM e fracionadas por SDS-PAGE a 200 V por 1 hora utilizando géis de 12%
(Laemmli, 1970). As melhores fra¢gdes contendo as proteinas recombinantes foram unidas e
dialisadas contra 1L de tampao Tris-HCI, 50 mM, pH 7,6, 1 mM B-mercaptoetanol, 1 mM
PMSF e glicerol 20% por 24 horas. Ap0s isso as proteinas foram estocadas a -80°C.

13. Determinacao dos sitios de ligacdo ao DNA por ChIP-Seq

A técnica de imunoprecipitacdo seguida do sequenciamento de DNA de alto
desempenho (ChIP-Seq) foi utilizada para a determinacao dos elementos de DNA alvo da
proteina hipotética codificada pela ORF NCUO04390. Esta etapa do trabalho foi realizada no
laboratorio do Prof. Dr. Michael Freitag no "Department of Biochemistry and Biophysics,
Oregon State University", Corvallis, OR, EUA. Aproveitando a oportunidade do estagio no
laboratdrio do Dr. Freitag, estes experimentos foram realizados também com os fatores de
transcricdo codificados pelas ORFs NCU01629 e NCUO03043, ambas anotadas como
proteinas hipotéticas e identificadas como reguladores do metabolismo de glicogénio por
uma Doutoranda do nosso grupo. Neste trabalho, estamos apresentando os resultados
relacionados a ORF NCU04390.

13.1. Preparo dos split markers para a producao de proteinas fusionadas a GFP

Pelo fato da proteina codificada pela ORF NCU04390 estar anotada no genoma como
proteina hipotética, foi inserido uma cauda GFP em sua regido C-terminal para viabilizar a
analise por ChIP. Foi utilizado o vetor pZErO-GFP-hph (HONDA & SELKER, 2009) como
DNA molde para a sintese por PCR do cassete contendo o DNA codificador da cauda GFP a
ser inserido no genoma do fungo. Este fragmento de DNA possui 2.281 pb e foi amplificado
utilizado o kit Phusion Flash 2X Master Mix (Finnzymes) utilizando os oligonucleotideos
utilizados utilizando foram 10XGly-F e LoxP-R (Tabela 2), nas seguintes condi¢des: 35 ciclos

de 98°C por 5 segundos (desnaturacgado), 58°C por 5 segundos (anelamento dos primers) e
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Tabela 2 - Oligonucleotideos utilizados para a sintese dos splitmarkers.

Oligonucleotideos Sequéncias

4390GLY-F 5- GGAGCCTAATGGACTTCGTG-3’

5"-CCTCCGCCTCCGCCTCCGCCGCCTCCGCCCTGATTCCCC

4390GLY-R GGACCCGGTT -3’

4390L OX.F 5" TGCTATACGAAGTTATGGATCCGAGCTCGGGGAGGCTAGG
AGATAGGCG -3

4390LOX-R 5'- ACTCAGGAGTGCTTGCTGCT -3°

10XGly-F 5- GGCGGAGGCGGCGGAGGCGGAGGCGGAGG -3

loxP-R 5'- CGAGCTCGGATCCATAACTTCGTATAGCA -3’

hph_SM-R 5'- TCGCCTCGCTCCAGTCAATGACC-3"

hph_SM-F 5'- AAAAAGCCTGAACTCACCGCGACG-3’

*As sequéncias nucleotidicas acrescentadas na regidao 5°-flanqueadora nos primers
4390GLY-R e 4390LOX-F estao salientadas em negrito.

68°C por 1 minuto (extensdo), apds desnaturacao inicial de 98°C de 10 segundos. O mapa
do plasmideo pZErO-GFP-hph esta mostrado na figura 5.

Em seguida foram sintetizados oligonucleotideos para a amplificacdo de uma regiao
upstream (4390GLY-F e 4390GLY-R) e uma regiao downstream (4390LOX-F e 4390LOX-R)
ao stop codon, com aproximadamente 1 kb cada. E importante ressaltar que foi adicionada a
sequéncia nucleotidica 5-CCTCCGCCTCCGCCTCCGCCGCCTCCGCC-3  naregiao 5°
overhang do oligonucleotideo 4390GLY-R e a sequencia nucleotidica 5'-
TGCTATACGAAGTTATGGATCCGAGCTCG-3" na regidao 5" overhang do oligonucleotideo
4390LOX-F, para a construgdes dos splitmarkers pela técnica de Fusion-PCR. A reacdo de
amplificacdo tanto da regido upstream quanto downstream ao stop codon utilizando os
respectivos oligonucleotideos foram realizadas nas mesmas condigbes para a amplificacao
da sequéncia nucleotidica codificadora de GFP descrito anteriormente.

Para a sintese do splitmarkers 5° foram utilizados os primers 4390GLY-F e LoxP-R
bem junto a aproximadamente 300 ng dos fragmentos de PCR obtidos pela amplificacdo do
vetor mais o amplicom 5" ao stop codon. Para a sintese dos splitmarker 3" foram utilizados
os primers 4390LOX-F e hph_SM-R junto a aproximadamente 300 ng dos fragmentos de
PCR obtidos pela amplificacdo do vetor mais o amplicon 3" ao stop codon. Apos a obtengéao
dos splitmarkers, 400 ng de cada um foram utilizados para a transformacéao de conidios da
linhagem selvagem (FGSC#9718, a) do fungo N. crassa.
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M13 reverse primer 5302..5286
SP6 primer 5268..5251
loxP-R 5192..5220

loxP 5174..5207

hph SM-R 4791..4769

pZErORO-GFP-hph

hph SM-F 4134..4157
5506 bp

hph FP 3760..3785
loxP 3721..3754

10xGLY-F 2968..294C
M13 (-2(8 forward primer 2868..2883
M13 (-40) forward primer 2848..2864

Figura 5 - Mapa do plasmidio pZErO-GFP-hph (HONDA & SELKER, 2009) gerado pelo
software ApE v.2.0.37 (http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape).

13.2. Transformacéo de conidios do fungo N. crassa

A insercdo das construcdbes de DNA em N. crassa foi realizada através da
eletroporacdao de conidios. Os conidios da linhagem FGSC#9718 (a) utilizados para a
transformacao foram obtidos como descrito anteriormente no item 3. Apds sua coleta, este
material foi centrifugado a 3000 rpm utilizando um tubo de 15 mL do tipo Falcon, o
sobrenadante foi descartado e os conidios foram ressuspensos em 1,5 mL de uma solugcao
de sorbitol 1M. Para a transformacao do fungo N. crassa foram adicionados 400 ng de cada
um dos splitmarkers a 50 pL da suspensdo conidial deste material em um tubo tipo
Eppendorf estéril, e este material foi mantido em gelo por 10 minutos. Em seguida transferiu-

se 0 conteudo do tubo para uma cubeta de eletroporacao estéril e eletroporadas em um
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eletroporador Gene Pulser Il (BioRad) nas seguintes condi¢des: 1500 Volts, 600 Q, 25
pFaradays.

Apos a eletroporacao, foi adicionado 1 mL de sorbitol 1M a solugdo eletroporada no
interior da cubeta e 1/3 deste volume foi transferido para um tubo estéril contendo 5 mL de
VM 1X sem fonte de carbono. Este tubo foi agitado a 200 rpm a 30°C por 1 hora para a
recuperacao dos conidios. Apds esta etapa, foram adicionados 5 ml de top agar pré
aquecido a 55°C. Os tubos foram entdo agitados por inversdo e dispensados em placa
contendo base agar contendo 4 pg/ml de higromicina (Sigma) e sorbose para induzir o
crescimento colonial. Este material foi deixado a 30°C por 2 dias para o aparecimento dos
transformantes na forma colonial. As colbénias isoladas foram transferidas para tubos de
ensaio contendo 1 mL de meio minimo de Vogel + sacarose 2% acrescidos de 4 ug de
higromicina B. As culturas foram crescidas até o aparecimento de conidios, os quais foram
inoculados em culturas liquidas para a obten¢ao de micélios utilizados na extracdo de DNA
gendmico. O restante dos conidios foi ressuspenso em sorbitol 1M e armazenado a -80°C,

podendo ser utilizado em novas reagdes de transformacéo.

13.3. Extracdo de DNA gen6mico

A extragdo do DNA gendmico foi realizada segundo POMRANING et al. (2008).
Conidios coletados de acordo com o item 3 foram inoculados em tubos de ensaio contendo
VM liquido contendo sacarose 1,5% e mantidos por 48 horas a 30°C sem agitacdo. Esses
tubos foram agitados em vortex para a submersdo total das hifas. Os micélios foram
coletados por palitos de madeira estéreis e transferidos para tubos de polipropileno, sendo
entdo congelados a -20°C por 2 horas e liofilizados por 16 horas. Apds a liofilizagao foi
inserido no interior do tubo uma espatula e a amostra foi agitada em vortex até a sua
pulverizagdo. Em seguida foi adicionado 600 pL de uma solugcédo de sal-detergente (para 500
mL: 2g de desoxicolato de sédio; 58:5g de Brij; 58,44g de NaCl) em cada tubo. As amostras
foram agitadas em vortex por aproximadamente 30 segundos e incubadas a temperatura
ambiente por 10 minutos. Apds esse periodo, as amostras foram agitadas novamente e o
conteudo foi transferido para um tubo Eppendorf de 1,5 mL e centrifugado a 13.000 rpm por
10 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo de
1,5 mL contendo 1 mL de uma solucao gelada de TCA-Na 4,5 M em etanol. As amostras
foram agitadas gentilmente por inversédo e armazenadas por 16 horas a -20°C. Apos esse
periodo as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 5 minutos a 4°C e o
sobrenadante foi desprezado. Em seguida o precipitado foi ressuspenso com uma solugao
de 200 pL acetato de amédnio 10 mM contendo 0,3 ug/mL de RNase A e agitado em vortex
rapidamente. Apds esta etapa as amostras foram incubadas a 50°C por 45 minutos sendo
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agitadas em vortex a cada 15 minutos a fim de ressuspender totalmente o DNA. Foi
adicionado em cada amostra 200 pL de cloroférmio. Essas amostras foram agitadas em
vortex sendo em seguida centrifugadas por 5 minutos a 13.000 rpm em temperatura
ambiente. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo contendo 900 pL de acetato de
amonio em isopropanol (adicionar 42,5 ml de isopropanol em 7,5 mL de acetato de aménio
5M). Essas amostras foram misturadas por inversdo do tubo e centrifugadas a 13.000 rpm
por 5 minutos a temperatura ambiente e o sobrenadante foi descartado. Para a lavagem do
precipitado, foram adicionados 300 pL de etanol 70% ao precipitado, e as amostras foram
agitadas rapidamente em vortex, centrifugadas a 13.000 rpm por 5 minutos, descartando o
sobrenadante em seguida. As amostras foram secas ao ar e ressuspensas em 50 pyL de
H.0.

13.4. Confirmagdo por Southern blot

Para a confirmacao da introducdao da sequéncia codificadora da cauda GFP na ORF
codificadora da proteina hipotética, 4 ug de DNA gendmico foram digeridos com a enzima de
restricdo Sacll por 16 horas a 37°C. Posteriormente, as amostras digeridas foram submetidas
a eletroforese em gel de agarose 0,8% em uma voltagem de 150 V durante 6 h. Apods
eletroforese, o gel de agarose foi transferido a um recipiente contendo HCI 0,2 M por 20
minutos para sua depurinizagdo. Em seguida o gel foi transferido a outro recipiente contendo
NaOH 0,4 M por 20 minutos. Os fragmentos de DNA foram transferidos por capilaridade para
membrana de Nylon carregada positivamente (Hybond N+, GE Healthcare), utilizando
solugdo de NaOH 0,4 M por 16 horas. Apos esse periodo a membrana foi removida e entéo,
exposta a luz ultravioleta por 1 minuto em um "crosslynker" (Ultraviolet Crosslynker UVP,
modelo CL-1000).

13.5. Condic@es de hibridizacao e deteccao

Inicialmente as membranas foram bloqueadas com 20 mL de uma solugéo de pré-
hibridizacdo Zeta wash solution (para 1 L: 80 mL de Na;PO, 1M, 50 mL de NaCl, 8 mL de
EDTA 0,5 M, 40 mL de SDS 10%) em tubos a 65°C por 15 minutos. A sonda utilizada foi o
fragmento codificador da cauda GFP e foi marcada radiativamente com a[**P]dATP por
random priming utilizando o kit NEBlot™ (Biolabs). Apds esta etapa, 100 ng da sonda de
DNA marcada radioativamente foi desnaturada por 5 minutos a 100°C e adicionada ao tubo
contendo solugéo de pré-hibridizagdo. As amostras foram mantidas em forno de hibridizacao
a 65°C por 16 horas. Apds isso, a solugcao de pré hibridizacdo contendo a sonda foi

removida, e a membrana foi lavada 4X, a 15 minutos cada. Apds as lavagens a membrana
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foi envolvida em um filme plastico e transferida para um cassete Phospholmager e revelada,
apos 16 horas, no scanner Storm820 (GE).

13.6. Cruzamento das linhagens de N. crassa e selecédo dos transformantes

Os cruzamentos foram realizados de acordo com o procedimento descrito por DAVIS &
DE SERRES (1970). Inicialmente a linhagem receptora FGSC9718 (A) foi inoculada em
placas contendo meio SC e incubadas a temperatura ambiente no escuro por 3 dias. Apds
esse periodo, uma suspensao conidial do transformante selecionado foi inoculada sobre a
linhagem receptora e as placas foram incubadas na posi¢cao invertida por 12 dias a
temperatura ambiente. Apds este periodo observou-se a formacédo do peritécio, e os
ascosporos foram liberados nas tampas das placas. Os ascosporos foram coletados com 1
mL de agua estéril, introduzidos em um tubo Eppendorf de 1,5 mL e centrifugados a 1.000
rpm por 5 minutos. Apds a centrifugacéo 800 pL do sobrenadante foi desprezado e 20 uL da
suspensao de ascosporos foram plagueados em uma placa contendo meio VM 1X sélido
contendo sacarose 1,5% acrescido de higromicina 4 pg/uL de meio. Estas placas foram
incubadas a 65°C por 50 minutos para a ativagao dos ascosporos, bem como inativagao das
hifas e conidios. Apds esta etapa, as placas foram mantidas a temperatura ambiente por 16
horas. Finalmente, com o auxilio de um estereomicroscopio, ascdésporos em germinagao
foram removidos das placas, com o auxilio de uma espatula e inoculados em tubos de
ensaio contendo meio sélido VM 1X, sacarose 1,5%, acrescidos de higromicina 4 pg/pL de

meio e mantidos por 2 dias a 30°C.

13.7. Imunoprecipitagdo da cromatina (ChlIP)

Os conidios do fungo N. crassa foram obtidos de acordo com o item 3. Uma suspensao
de conidios (densidade de 10" células/ml) foi inoculada em 30 ml de meio VM (Erlenmeyers
de 125 mL), e colocada a 30°C sob agitacdo constante de 250 rpm por 24 horas em um
agitador New Brunswick. Apds esse periodo, o micélio foi coletado por filtracéo e dividido em
duas partes equivalentes. Uma foi transferida para um Erlenmeyer de 125mL contendo
formaldeido 1% em 30 mL de PBS 1X, permanecendo sob agitacdo de 100 rpm a
temperatura ambiente por 15 minutos. A parte outra foi transferida para outro frasco
contendo VM liquido, pré-aquecido a 45°C, e deixado nesta temperatura por 30 minutos. O
micélio foi coletado por filtracdo e transferido para um Erlenmeyer de 125 mL contendo
formaldeido 1% em 30 mL de PBS 1X, permanecendo sob agitacdo de 100 rpm a
temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 1,5 mL de glicina 2.5 M e os micélios
submetidos e ndao submetidos ao choque térmico foram coletados por centrifugacao. Cerca
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de 300 mg dos materiais coletados foram lavados com PBS 1X e transferidos para um tubo
Eppendorf contendo 0,5 mL de tampao de lise acrescido de inibidores de proteases (para 10
mL: 8 pL de H,O; 500 pL de Hepes-KOH 1M pH 7,5; 180 pL de NaCl 5M; 250 pL de butirato
de sédio 2M; 20 pL de EDTA 0,5M; 1 mL de Triton X-100 10%; 100 pL de desoxicolato de
sédio 10%; 100 yL de PMSF 0,1M; 10 pL de leupeptina 10 mM; 10 yL de E-64 1mM,;
pepstatina 1pg/mL). Os micélios coletados foram lisados apds 30 ciclos de sonicacao
realizados em um sonicador Bronson Sonifer 450 (output 2, dudty cycle 80) e, em seguida,
foram mantidos no gelo por 5 minutos.

Para a fragmentacdo da cromatina, foram realizados 6 ciclos de 20 pulsos de
sonicacdao num sonicador Bronsosn (output 1,2, dudty cycle 80) com intervalos de
aproximadamente 3 minutos entre cada ciclo. Os materiais lisados foram centrifugados em
uma centrifuga de bancada a 14.000 rpm por 5 minutos a 4°C e os sobrenadantes foram
transferidos para um novo tubo Eppendorf. Cerca de 20 uL deste material foi reservado e
armazenado a -20°C para servir como amostra controle (input). Em seguida, foram
adicionados 20 uL de proteina A/G ligada a beads de agarose (Invitrogen) previamente
equilibrada em 200 pL tampédo de lise. Este material foi mantido a 4°C por 2 horas sob
agitacdo em mesa agitadora. Apos isso, o0 extrato celular contendo as beads foi centrifugado
a 5.000 rpm por 1 minuto e o0 sobrenadante foi transferido para um novo tubo. Foram
adicionados 2 pyL do anticorpo anti-GFP Ab290 (Abcam) em cada uma das amostras, as
quais foram mantidas a 4°C sob agitacdo em mesa agitadora por cerca de 16 horas. Apos
esse periodo, o material foi centrifugado e o sobrenadante foi desprezado. Foi adicionado 1
mL de tampao de lise gelado sem inibidores de proteases ao material precipitado e deixado
por 10 minutos a 4°C sob agitacdo branda em mesa agitadora. Apds esse periodo as
amostras foram centrifugadas a 5.000 rpm por 1 minuto e o sobrenadante foi desprezado.
Esta ultima etapa de lavagem com tampao de lise e coleta das amostras por centrifugacao
foi repetido mais uma vez. Em seguida, foi adicionado 1 mL de tamp&o de lise acrescido de
NaCL 0,5 M as amostras, as quais foram mantidas por 10 minutos a 4°C sob agitagéo branda
em mesa agitadora, sendo entdo centrifugadas a 5.000 rpm por 1 minuto a 4°C e o
sobrenadante descartado.

Foram adicionados 1 mL de tampé&o de lavagem (para 200 mL: 167,6 mL de H,O; 2 mL
de Tris-HCI pH 8,0; 10 mL de LiCl 5M; 10 mL de NP-40; 10 mL de desoxicolato de sodio 10%
e 400 yL de EDTA 0,5 M) em cada amostra, as quais foram mantidas sob branda agitacao
por 10 minutos a 4°C. Apds esse periodo, o material foi precipitado por centrifugacdo e os
sobrenadantes foram descartados. Foi adicionado aos materiais precipitados 1 mL de TE e
os tubos foram mantidos sob agitacdo branda por 10 minutos a 4°C. Estes materiais foram
entdo precipitados por centrifugacdo e os sobrenadantes foram descartados. Finalmente,

foram adicionados aos precipitados 62,5 uL de TES (para 50 mL: 41,5 mL de H,0; 2,5 mL de
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Tris-HCI pH8,0; 1 mL de EDTA 0,5M; 5 mL de SDS 10%) e as amostras foram mantidas a
65°C por 10 minutos, sendo agitado em vortex a cada 2 minutos. Os materiais foram
precipitados por centrifugacdo a 100 rpm por 5 minutos a 4°C e o sobrenadante foi
transferido um novo tubo. Foram entdo acrescentados mais 62,5 pL TES aos materiais
precipitados e lavados da mesma forma. Os sobrenadantes foram entdo unidos aos 62,5 pL
TES, anteriormente reservado. Finalmente, foram adicionados 105 pL a cada amostra
separada no dia anterior (input), sendo entao mantidas a 65°C por 16 horas.

Apds essa etapa foi adicionado ao material 125 pyL de H,0 e 2,5 pL de RNase A (10
mg/mL) e as amostras foram incubadas por 2 horas a 50°C. Em seguida, foram adicionados
6,25 pL de proteinase K (20 mg/mL) em cada amostra, as quais foram mantidas a 50°C por
duas horas. Apos esta etapa foram adicionados 250 pL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico
(25:24:1) em cada amostra, as quais foram agitadas em vortex, centrifugadas a 13.000 rpm
por 5 minutos e as fases aquosas foram transferidas para um tubo Eppendorf contendo 250
uL de cloroférmio. As amostras foram agitadas rapidamente em vortex, centrifugadas a
13.000 rpm por 5 minutos a 4°C e a fase aquosa foi transferida para um tubo novo. Foram
adicionados 25 pL de acetato de sédio 3M pH 5,2, 865 L de etanol absoluto e 1 yL de uma
solugdo de glicogénio 20%. As amostras foram mantidas por 16 horas a -20°C. Por fim, as
amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 10 minutos a 4°C e o precipitado foi

ressuspenso em 30 pL de H.0.

13.8. Preparo da biblioteca de ChIP-Seq

Para a realizagédo das analises de sequenciamento de alto desempenho, foi necessario
que os produtos da imunoprecipitacdo tivessem suas extremidades processados por
enzimas modificadoras, permitindo a ligacao de adaptadores especificos para a sintese da
biblioteca de ChIP-Seq. Esta etapa foi realizada de acordo com POMRANING, SMITH e
FREITAG, (dados nao publicados). De maneira geral, os produtos das imunoprecipitacdes
foram tratados com as enzimas T4 DNA polimerase para o preenchimento das extremidades
5', Klenow para o preenchimento das extemidades 3' por fill in e T4 polinucleotideo kinase
para a fosforilacdo da extremidade 5" da New England Biolabs (NEB). Para isso, foram
utilizados 200-400 ng de DNA e acrescentados de 5 pL de tampao da enzima T4 DNA
polimerase 10X com 10 mM de ATP, 1 pL de dNTPs 20 mM, 2,5 uL da enzima T4 DNA
polimerase (3 U/uL), 0,5 pL de Klenow (exo) (1 U/uL) e 2,5 ul da enzima T4 polinucleotideo
kinase (10 U/ pL) e o volume foi completado para 50 yL com H,O. Este mix foi mantido a
20°C por 30 minutos e o DNA foi purificado utilizando o kit de purificagdo QIAquick (Qiagen)
e eluida com 32 pL de 10 mM Tris-HCI (pH 8,5). Em seguida foi adicionado uma andenina na

extremidades 3' dos fragmentos de DNA tratados anteriormente. Para isso, foram
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adicionados aos 32 pL de DNA purificados 5 pL de tampao 1 da enzima Klenow 10X, 10 pL |
de ATP 1 mM e 3 pL de Klenow (exo-) (5 U/uL). A reacao foi incubada a 37° C por 30
minutos. Apéds isso o DNA foi purificado pelo kit PCR MinElute (Qiagen) e eluido com 10 ul
de 10 mM Tris-HCI (pH 8,5). Foram sintetizados dois oligonucleotideos complementares, na
concentracao de 10 mM e quantidades iguais de cada um dos oligos foram misturadas e
desnaturadas por calor a 98 durante 5 minutos e transferidas para temperatura ambiente
para a formacédo de um complexo de DNA dupla fita.

Adaptadores dupla-fitas foram adicionados, na razao molar de 10:1, aos produtos de
ChIP contendo as extremidades tratadas contendo adenina adicionada na posicao 3
overhang. Assim, 5 pL de tampéao da enzima T4 DNA ligase 10X (NEB), 2,5 puL da enzima T4
DNA ligase (1 U/uL), e 1 pL dos adaptadores foram adicionados a 10 yL do DNA tratado no
item anterior. O volume foi ajustado para 50 pL com H,O. Esta reacdo foi mantida a
temperatura ambiente por 15 minutos. Esta reacao foi fracionada em eletroforese de gel de
agarose 2% NuSieve para a separacao dos fragmentos de DNA ligados aos adaptadores dos
adaptadores nao ligados e foram excisados do gel as regides que continham os fragmentos
entre 200 e 500 pb. O DNA foi purificado utilizando o kit QlAquick (Qiagen) e eluida em 30 pL
de 10 mM Tris-HCI, pH 8,5.

Por fim, para o preparo das bibliotecas de ChlP-Seq foram realizadas rea¢cées de PCR
utiizando 1 pL do produto de ChIP ligado aos adaptadores, 25 pL do Phusion DNA
polymerase Mix Master (Finnzymes), 1 pyL de oligonucleotideos forward e reverve e 22 ul de
H.O. Reacgdes de PCR de 21 ciclos foram realizadas (10 s, a 98 °C, 30s,a65°C, 30s, a
72T), apos uma desnaturacgéo inicial de 98°C, com o intuito de evitar a amplificagédo seletiva
de regides especificas. Isto é seguido por uma extensao de 5 min a 72T. Os produtos de
PCR foram quantificados por absorbéncia a 260 nm e 5 pL da reacgao foi fracionado em
eletroforese em gel de agarose 1,5% aga a fim de verificar o tamanho dos fragmentos da
biblioteca de Chip-Seq.

13.9. Sequenciamento de DNA

O sequenciamento de alto desempenho foi realizado em um sequenciador HiSeq 2000
(Nlumina/Solexa — San Diego — CA) no Center of Genomic Research and Bioinformatic
(CGRB) Core Lab da Oregon State University (Corvallis, OR, EUA) utilizando o kit GD-401-

2510 TruSeq SR Cluster Kit v2.5- cBot- HS e FC-401-1002 TruSeq SBS Kit - HS (50 ciclos).

13.10. Analise computacional dos resultados de ChIP-Seq
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Para a andlise dos dados gerados pelo sequenciador foi necessario a conversao dos
arquivos fornecidos pelo sequenciador, no formato Fastq, para o formato BAM, bem como a
realizacdo dos alinhamentos dos dados obtidos com o genoma de referéncia para a
determinacéo exata dos sitios de ligagdo ao DNA. Para isso, foi utilizado o software Bowtie, o
qual possui um algoritmo muito eficiente que funciona como um alinhador de sequéncias
curtas de DNA sobre o genoma do organismo de interesse (formato FASTA). Tais dados
foram convertidos inicialmente para o formato SAM seguido da conversao para o formato
BAM, o qual é aceito para a validacao dos picos. Os picos de ChlP-Seq foram visualizados
utilizando o software Intergative Genome viewer (http://www.broadinstitute.org/igv/), o qual
possibiluta a verificacdo de picos binomiais. A validacao dos picos de ChlP-Seq foi realizada
pelo software MACS 1.4.2 (http:/liulab.dfci.harvard.edu/MACS/). Este software modela o
comprimento dos fragmentos de ChIP sequenciados, e os utiliza para melhorar a resolugao
espacial dos possiveis sitios de interacao da proteina de interesse com o genoma.

Por fim, para determinacdo dos motifs de DNA no qual a proteina hipotética
possivelmente interage com o genoma, foram selecionadas as sequéncias nucleotidicas nas
quais os 50 picos de DNA com o maior score obtido pelo software MACS v1.4.2 foram
obtidos e suas regides conservadas foram analisadas utilizadas pelas ferramentas online
Scope motif finder v 2.1.0 (http://genie.dartmouth.edu/scope/) e BioProspector

(http://robotics.stanford.edu/~xsliu/BioProspector/).

14. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

14.1. Obtencdo e marcacgédo das sondas

Para a verificacdo de interacdo DNA-proteina in vitro foram realizados ensaios de
retardamento em gel (EMSA) utilizando as proteinas codificadas pelas ORFs NCU04390 e
NCUO06971 produzidas na forma recombinante, tanto inteira quanto suas formas truncadas.
Fragmentos de DNA (sondas) contendo os elementos cis de DNA especifico para a proteina
XLR-1 (5'-GGCTGA-3'), bem como para a proteina hipotética codificada pela ORF 4390
obtidos por meio do ChIP-Seq (5-TACATA-3') presentes na regidao 5'-flanqueadora de
possiveis genes alvos foram obtidos a partir de rea¢cdes de PCR. Tais reagdes foram
realizadas com um volume final de 50 yL utilizando 1,0 puL de oligonucleotideos especificos
a 100 pmol/uL,5 pL de tampao de PCR 10X, 2,5 uyL de MgCl, 50 mM, 1 pyL de dNTP (10
mM), 0,5 puL da enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen), 400 ng de DNA genémico € 0,5 pL
de a-[*P]dATP para sua marcacéo radioativa. Para estas reacdes de PCR foram realizados

35 ciclos de 96°C por 1 minuto (desnaturacdo), 58°C por 1 minuto (anelamento dos
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oligonucleotideos) e 72°C por 1 minuto (extensdo). As sequéncias nucleotidicas dos oligos
utilizados estéo na Tabela 3.

Para a purificacdo das sondas de DNA, as reagdes de PCR foram inicialmente
precipitadas com 1/10 do volume de acetato de sédio 3M, pH 5,2 e 500 pL de etanol
absoluto gelado e purificadas em apds fracionamento em eletroforese em gel de agarose
low melting point a 2% (Sigma) em tampéao TAE 1X. Os fragmentos foram excisados do gel
de agarose e transferidos para tubos Eppenforf de 1,5 mL e aquecidos a 65°C até o total
derretimento do gel. Apds esta etapa foram adicionados 200 yL de fenol em cada tubo e a
mistura foi agitada rapidamente em vortex e centrifugadas a 13.000 rpm por 5 minutos a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo Eppendorf
contendo 500 pL de uma solucao fenol:cloroférmio:alcool isoamilico na proporgao 25:24:1.
Os tubos foram novamente agitados no vortex e centrifugados a 13.000 rpm por 5 minutos a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo contendo 1/10 do
volume do sobrenadante de acetato de sédio 3M, pH 5,2 e 500 yL de etanol gelado.Os
tubos foram deixados a -80°C por cerca de 16 horas e centrifugados a 14000 rpm a 4°C por
30 minutos para a precipitacdo do DNA marcado radioativamente. Em seguida o precipitado
foi lavado com etanol 70%, seco ao ar e ressuspenso em 50 pyL de agua. Apods isso, a
radioatividade incorporada ao DNA foi medida por cintilagdo liquida em um cintilador
Beckman LS6500. A concentragcédo do DNA foi determinada por absorbancia utilizando um

comprimento de onda de 260 nm em um espectrofotdbmetro modelo DU640.

Tabela 3 - Oligonucleotideos utilizados para a sintese das sondas de DNA para os ensaios
de EMSA.

Oligonucleotideos Sequéncias
XLNR-FP2 5-TGAGGGTGAGAAAGTTGC-3’
XLNR-RP2 5-TATTTCTGAACGGAACTCC-3’
7225-F 5- AGTGTGCTAAAAATCGGCTTC -3°
7225-R 5- GTAAAAGCTTCCGTTCTATC -3
2855-F 5-AAATGGAAGCTCGATGGAAG -3’
2855-R 5’- CCATTCTACACTACCCCGGC-3’
4390deb-F 5-TACTACGATTTGGACCTCTC-3
4390deb-R 5-GTCTTACGGTTGTTGGTCTC-3
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Foram sintetizados competidores especificos para as sondas citadas acima a partir de
reacbes de PCR, sem a adi¢do do a-[**P]dATP. Os oligonucleotideos utilizados para estas
reacoes bem como as condigdes das reagdes de PCR foram as mesmas. Como competidor
inespecifico foi utilizado o copolimero poli(dl-dC) (GE Healthcare).

14.2. Ensaios de retardamento em gel

Os ensaios para a verificacdo de possiveis interacées proteina-DNA in vitro foram
realizadas em 30 a 100 pL de uma reagado contendo tampao de ligagcao 1X (Tris-HCI 125
mM, pH 7,9, KCI 100 mM, EDTA 0,5 mM, DTT 0,05 mM e glicerol 50%) contendo uma
mistura de inibidores de proteases (PMSF 0,025 mM, benzamidina 5 pg/mL, antipaina A 5
pug/mL, pepstatina 5 pg/mL e NaF 5 pg/mL), 2 pg/reacdo de competidor inespecifico poli(dl-
dC) e quantidades variaveis das proteinas produzidas na forma recombinante. Inicialmente,
diferentes concentragbes das proteinas recombinantes foram testadas em tampao de
ligacdo a temperatura ambiente junto a 0,6 ng das sondas de DNA marcadas
radioativamente (10* com) por 20 minutos. Para os ensaios de competicdo, o competidor
especifico foi inicialmente adicionado a reacdo de ligagdo e apos 10 minutos foram
adicionadas as sondas marcadas. O competidor especifico foi adicionado a excesso molar
de 10 a 40X superior em relagdo a sonda marcada. Apos as reacdes de ligacdo, as reacoes
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 5% (29:1) ndo desnaturante, em
tampao TBE 0,5X a 15°C, 300 V e 10 mA por 4 ou 5 horas. Ao término da eletroforese, o gel

foi seco e autorradiografado em filme Kodak T-Mat G/RA.
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Resultados



1. Fatores de transcricdo selecionados

Este trabalho é decorrente dos estudos realizados no Mestrado, quando uma colegéao
de linhagens mutantes do fungo N. crassa contendo genes codificadores de fatores de
transcricdo individualmente nocauteados foi adquirida pelo laboratério. A colecao foi
utilizada com o objetivo de identificar fatores de transcricdo que regulam o metabolismo do
glicogénio no fungo N. crassa (GONCALVES et al., 2011). O conteudo de glicogénio de
todas as linhagens mutantes foi determinado, antes e depois do choque térmico, revelando
a existéncia de 10 linhagens com um padrao de acumulo do carboidrato distinto da linhagem
selvagem. A partir deste resultado, estas 10 linhagens mutantes do fungo foram
selecionadas para que estudos mais aprofundados fossem realizados na tentativa de
compreender melhor como tais fatores de transcricdo regulam o metabolismo do glicogénio.
Os valores do conteudo de glicogénio antes e apos choque térmico destas linhagens sao
representados na figura 6A. Um fato de extrema importancia € que dos 10 fatores de
transcricdo selecionados, apenas 2 deles possuem fung¢des conhecidas, o codificado pela
ORF NCUO08000, anotado como fator de transcricao cutinase 1a (CTF1 a) e o codificado
pela ORF NCUO06971, anotado como ativador transcricional XInR. O fator de transcricao da
cutinase 1a (CTF1a) em Hypocrea jecorina, o qual é ortdlogo a proteina FarA em A.
nidulans, participa na ativacdo de genes envolvidos na degradacédo da cutina, composto
lipidico da parede celular vegetal que constitui um polimero de muitos acidos graxos de
cadeias longas, presente no limbo foliar (Hynes et al.,, 2006). Os demais fatores de
transcricdo estdo anotados como proteinas hipotéticas, portanto ndo possuem ortélogos
funcionais depositados em banco de dados.

2. Andlise da expressao dos genes gsn e gpn por Northern blot nas linhagens

mutantes

Apos a selegcdo das 10 linhagens mutantes que apresentaram alteragdes em relagcao
ao acumulo de glicogénio antes e/ou depois do choque térmico, foram realizadas analises
da expressao dos genes gsn e gpn, antes e apés choque térmico, com o objetivo de verificar
se tais fatores de transcricdo controlam o metabolismo do glicogénio por meio do controle da
transcricao destes genes. O RNA total foi extraido a partir de micélios congelados das
linhagens selecionadas e utilizados para analise, utilizando o RNA da linhagem selvagem
FGSC# 9718 como referéncia. As analises foram realizadas pela técnica de Northern blot
utilizando o RNA ribossémico 18S como controle enddgeno. Pelo menos trés experimentos
independentes foram realizados para a confirmacgao dos resultados. Na figura 6B, podemos
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Figura 6 - (A) Analise do conteudo de glicogénio nas linhagens selvagem (WT) e mutantes
selecionadas antes e apds o choque térmico. As amostras foram crescidas em VM a 30°C
por 24 horas e transferidas para meio VM previamente aquecido a 45° e mantidas por 30
minutos nesta condicdo. O conteudo de glicogénio foi quantificado como descrito em
Materiais e Métodos. (B) Expressao dos genes gsn e gpn nas linhagens selvagem (WT) e
mutantes selecionadas antes e apds o choque térmico por Northern blot. Perfil do RNAr 18
S visualizado com brometo de etidio. Canaletas 0 e HS representam o RNA total extraido
das linhagens do fungo antes e apds serem submetidas ao choque térmico (45°C por 30
minutos), respectivamente. As amostras de RNA foram separadas por eletroforese em gel
de agarose contendo formaldeido, transferidas para uma membrana de nylon neutra e
hibridizadas com fragmento dos genes gsn e gpn, marcados radioativamente com o*P-
dATP, e utilizados como sondas.
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observar a presenga de uma unica banda de hibridizagdo com 3,0 kb, a qual corresponde
aos tamanhos dos transcritos gsn e gpn. E importante ressaltar que os niveis do RNA
ribossomal 18S ndo apresentaram alteragdes tanto antes quanto depois da situacao de
estresse térmico. Os resultados das expressdes de gsn e gpn, antes e apds choque térmico,
mostraram que a auséncia de determinados fatores de transcricdo, promove uma
modulacdo na expressao de gsn e gpn antes e/ou ap6s choque térmico. Este fato sugere
que alguns dos fatores de transcricao analisados estdo envolvidos no controle do
metabolismo do glicogénio por meio do controle transcricional do gene gsn e/ou gpn. Por
outro lado, apesar da auséncia de alguma das proteinas regulatérias promoverem alteracéao
do acumulo de glicogénio, alguns mutantes ndo apresentaram alteracdes na transcricao
tanto de gsn, quanto de gpn. Pelo fato da enzima GSN ser a enzima regulatéria do processo
de sintese de glicogénio, mas ndo a unica envolvida no processo, possivelmente os demais
fatores de transcricdo estejam envolvidos no controle do metabolismo de glicogénio,
atuando possivelmente na regulagao de outras proteinas envolvidas nesta via metabdlica.
Pela figura 6B, podemos observar que o nivel transcricional do gene gsn, antes e
depois do choque térmico, nas 10 linhagens selecionadas, é muito semelhante ao
apresentado pela linhagem selvagem quando submetida as mesmas condi¢cdes, exceto para
as linhagens FGSC#11067, FGSC#11102, FGSC#11134 e FGSC#11139, cujas ORFs
nocauteadas sao NCU06971, NCU01629, NCU04390 e NCU04731, respectivamente. A
partir desta figura fica evidente que os demais fatores de transcricdo selecionados estéao
envolvidos na regulacéo do metabolismo, mas n&o no controle transcricional dos genes gsn.
A linhagem contendo a ORF NCU06971 nocauteada, ao contrario da linhagem selvagem,
apresentou uma reducdo drastica do transcrito gsn quando crescida a 30°C e, quando
submetida a situacdo de estresse térmico os niveis transcricionais de gsn permaneceram
baixos, como apresentado pela linhagem selvagem sob a mesma condi¢cdo. A linhagem
contendo a ORF NCUO01629 nocauteada apresentou uma leve redu¢do na transcricao de
gsn quando crescida a 30°C e um aumento dos niveis de transcrito apds a condicdo de
estresse térmico quando comparada com a linhagem selvagem. A linhagem contendo a
ORF NCUO04390 nocauteada nao apresentou alteragdes da transcricdo de gsn em relagao a
linhagem selvagem quando crescida a 30°C, mas quando submetida a condicéo de estresse
térmico, os niveis transcricionais de gsn permaneceram muito elevados, ndo apresentando
reducdo como apresentado pela linhagem selvagem. Finalmente, a linhagem contendo a
ORF NCU04731 nocauteada, assim como a linhagem selvagem, ndo apresentou alteracoes
dos niveis do transcrito gsn quando crescida a 30°C, mas quando submetida a condigéo de
estresse térmico houve uma diminui¢do dos niveis transcricionais de gsn, mas nao tao

pronunciado como observado na linhagem selvagem.
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Em relagdo a expressao do gene gpn, podemos verificar que de uma forma geral
todas as linhagens apresentaram o mesmo perfil da linhagem selvagem, em ambas as
condi¢cdes, ou seja, uma redugao no nivel do transcrito gpn apds o choque térmico em todas
as linhagens mutantes. Entretanto, os niveis do transcrito apresentaram alteragcdes entre as
diferentes linhagens mutantes. Por exemplo, as linhagens contendo as ORFs NCU01097 e
NCUQ09739 nocauteadas apresentaram niveis do transcrito semelhantes ao apresentado
pela linhagem selvagem, em ambas as condi¢des. As demais linhagens mutantes
analisadas apresentaram perfis da expressao de gpn totalmente diferentes do apresentado
pela linhagem selvagem. E interessante destacar os niveis de expressdo dos dois genes
nas linhagens mutantes nas ORFs NCU04390 e NCU04731, as quais apresentaram niveis
exacerbados para o gene gsn e niveis altamente reduzidos para o gene gpn, tanto na
temperatura normal de crescimento quanto no choque térmico.

De acordo com as andlises do conteudo de glicogénio antes e apds a condicéo de
choque térmico junto das analises da transcricao de gsn e gpn nas linhagens mutantes sob
as mesmas condi¢cdes, as linhagens mutantes nas ORFs NCU06971 e NCU04390 se
mostraram muito promissoras no estudo do controle da via metabdlica do glicogénio, pois na
auséncia destas proteinas ocorre alteracdo tanto do perfil de acumulo do glicogénio, bem
como no padrdo de expressdo dos gene gsh e gpn, sugerindo que estas proteinas
regulatdrias possivelmente apresentem funcdes de grande importancia para a manutencao
do controle da via metabdlica do glicogénio. Sendo assim, estas proteinas foram escolhidas
para dar continuidade nos estudo de caracterizacdo funcional de fatores de transcricdo
envolvidos na regulacao da via metabdlica do glicogénio.

3. Andlises das linhagens mutantes por citometria de fluxo

A citometria de fluxo € uma técnica de analise automatizada, extremamente sensivel,
através da qual uma Unica particula pode ser caracterizada fisica e bioquimicamente em
meio liquido. Esta caracterizacdo inclui parédmetros quantitativos, como tamanho,
granulosidade (ou complexidade interna) e intensidade da fluorescéncia, os quais podem ser
detectados simultaneamente e mensurados, proporcionando anadlises rapidas e
multiparamétricas (GIVAN, 2004). Esta técnica foi utilizada para as analises referentes a
morfologia conidial, bem como analise do ciclo celular dos conidios provenientes das 10
linhagens mutantes inicialmente selecionadas. Em relagdo a morfologia e ciclo celular
podemos notar que das linhagens analisadas, apenas a linhagem com a ORF NCU09739
nocauteada apresenta um perfil distinto da linhagem selvagem, tanto em relacdo a
morfologia conidial (figura 7A) quanto em relagdo ao ciclo celular (figura 7B) quando
comparada com a linhagem selvagem. Podemos notar que os conidios desta linhagem
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mutante sdo menores e apresentam menor granulosidade em relacdo aos da linhagem
selvagem. Na figura 7A, as areas em azul representam regides com grande quantidade de
conidios e as areas em verde representam regides com uma menor densidade celular, uma
vez que nao é possivel localizar todos os conidios analisadas no dot-plot. Além disso,
percebemos pela figura 7B que o ciclo celular desta linhagem mutante foi deslocado para a
esquerda, regiao também conhecida como "sub-G1", sugerindo que este fator de transcricao

esteja envolvido também no controle do ciclo celular.

4. Producao e purificacao de proteina recombinante

Analises conformacionais tedricas realizadas no servidor ELM (http://elm.eu.org/)
mostraram que os dois fatores de transcricdo escolhidos para a realizagdo de andlises
funcionais, os fatores de transcricao codificados pelas ORFs NCU06971 e NCU04390,
apresentam dois dominios conformacionais conhecidos e localizados nas mesmas regioes:
o dominio zinc finger localizado na regido N-terminal e um dominio especifico de fatores de
transcricdo de fungos na regiao central das proteinas. Pelo fato de nao haver na literatura
informacgodes relevantes em relagdo ao dominio especifico de fungos, estas proteinas foram
produzidas forma inteira e truncadas nas regides central e C-terminal na forma
recombinante em células de E. coli, com o intuito de analisar a importancia do dominio
especifico de fungos em relacdo a interacdo DNA-proteina. As formas truncadas foram as
seguintes: 4390A158 (aminoacidos 1-158, contém apenas o dominio de ligacdo ao DNA),
4390A483 (aminoacidos 1-483, contém os dois dominios, o de ligacdo ao DNA e o
especifico de fungos) e 6971A160 (aminoacidos 1-160 contém apenas o dominio de ligacao
ao DNA). Uma representacao esquematica dos dois fatores de transcricdo estudados neste
trabalho, tanto na forma inteira quanto nas formas truncadas, esta representada na figura 8.

4.1 Ensaios de inducdo e analise de solubilidade das proteinas recombinantes

Para a producao das proteinas recombinantes e verificagdo de suas solubilidades, as
construgdes pET-04390A158, pET-04390A483, pET-04390, pET-06971A160 e pET-06971
foram utilizados para transformar células competentes das linhagens de E. coli produtoras
Rosetta (DE)pLys-S e ArticExpress™ (DE3). Inicialmente foram realizados ensaios de
inducdo em pequena escala (50 mL de cultura) com o objetivo de determinar as melhores
condicdes de expressao. A confirmacao da producgéao foi realizada por andlises de Western
blot, utilizando anticorpo monoclonal anti-His. Bandas correspondentes as proteinas
His4390, His4390A483, His4390A158, His6971 e His6971A160 foram identificadas nos
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Figura 7 - Andlise da morfologia dos conidios das linhagens mutantes de N. crassa por
citometria de fluxo. (A) Grafico de dispersdo de pontos de acordo com tamanho (FSC) em
relacdo a granulosidade (SSC) dos conidios. (B) Andlise do ciclo celular dos conidios da
linhagem mutante na ORF NCUQ09739 comparada a linhagem selvagem.
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Figura 8 - Representacdo esquematica dos fatores de transcricdo codificados pelas ORFs
NCU06971 e NCU04390 inteiros e truncados utilizados neste trabalho, utilizando o servidor
ELM (http://elm.eu.org/). O losango laranja representa o dominio de ligagdo ao DNA
Zn,Cysg, a elipse verde representa o dominio especifico de fungos.
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extratos celulares dos respectivos clones produtores, induzidos por IPTG, fracionados em
SDS-PAGE (figura 9A e 10A) e pelos resultados das analises de Western blot (figura 9B e
10B). Os resultados revelaram que a proteina 4390 inteira (100 kDa), apesar de apresentar
bandas discretas nos géis de acrilamida, foi expressa em quantidade razoavel e esta
presente tanto na fragcao soluvel (S), em menor quantidade, quanto no precipitado (P), em
maior quantidade. A proteina 4390A483 apresentou bandas mais evidentes nas analises os
géis de acrilamida (57 kDa) e a analise por Western blot revelou que apesar desta proteina
estar presente nas fragdes soluvel (S) e insoluvel (P), sua quantidade na fracao soluvel foi
muito menor do que a quantidade presente no precipitado.

A proteina 4390A158, apesar de apresentar bandas discretas nas analises dos géis de
acrilamida (25 kDa), foi expressa em uma quantidade razoavel, estando presente na fracao
soluvel (S) quanto no precipitado (P), em quantidades equivalentes, apds sua separagao por
centrifugacdo. Em relacdo a expressédo da proteina 6971, foi verificado pela técnica de
Western blot uma banda do tamanho esperado correspondente a sua massa molecular
tedrica (107 kDa), uma vez que esta proteina foi expressa em baixa quantidade tanto no
sobrenadante (S) quanto no precipitado (P). Finalmente, foi detectado a presenca da
proteina 6971A160 no gel (21 kDa) em quantidade razoavel na fragao soluvel (S) e em

maior quantidade na fra¢ao insoluvel (P). Estas analises foram confirmadas por Westen blot.

4.2. Producéo e purificacédo de proteinas recombinantes

Apbs a escolha de um clone produtor de cada transformacdo bem como a
determinacdo das melhores condicdes para a expressdo das proteinas na forma
recombinante, foi efetuada a inducao dos clones produtores das cinco proteinas para a
producéo das respectivas proteinas em maior escala (1 L), com o objetivo de se obter uma
grande quantidade das proteinas de interesse para analises de interacdo DNA-proteina in
vitro pela técnica de EMSA. A purificacdo das proteinas recombinantes foi realizada por
cromatografia de afinidade utilizando colunas His-Trap (GE) em um sistema de purificagao
Akta Prime (GE). As figuras 11-15 mostram as etapas de purificacdo das proteinas His4390
(figura 11), His4390A483 (figura 12), His4390A158 (figura 13), His6971A160 (figura 14) e
His6971 (figura 15). O perfil de eluicao destas proteinas esta mostrado nas figuras A, e em
B as analises das fracoes cromatograficas por SDS-PAGE. Foram eluidas 36 fracoes
proteicas, e as fragdes pares foram fracionadas por SDS-PAGE utilizando gel de
poliacrilamida 12%. As fra¢gdes onde as proteinas de interesse se encontraram menos
contaminadas foram unidas e dialisadas e congeladas a -80°C para serem utilizadas
posteriormente nas analises de interacdo DNA-proteina por EMSA.
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Figura 9 - Producdo das proteinas His4390A158, His4390A483 e His4390 na forma
recombinante em E. coli. (A) Extratos celulares brutos obtidos a partir da indugéo de culturas
de E. coli transformantes, contendo as constru¢des pET4390A158, pET4390A483, pET4390
foram analisados por SDS-PAGE no sistema Mini-Protean Ill (Bio-Rad) e analisados apds
coloracdo com Coomassie-Blue Brillant R-250 (Sigma). (B) Confirmacédo da producao das
proteinas recombinantes por Western blot utilizando anticorpo monoclonal de coelho anti-His
conjugado com fosfatase alcalina (Sigma). As setas indicam as proteinas recombinantes.
MM, massa molecular (kDa); NI, extrato proteico de células ndo induzidas; S, sobrenadante;
P, precipitado. Os numeros a esquerda correspondem as massas moleculares em kDa.
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Figura 10 - Producéo das proteinas HisXLR-1A160 e HisXLR-1 na forma recombinante em
E. coli. (A) Extratos celulares brutos obtidos a partir da indugcdo de culturas de E. coli
transformantes, contendo as constru¢cées pET6971A160 e pET6971 foram analisados por
SDS-PAGE no sistema Mini-Protean Ill (Bio-Rad) e analisados apds coloragdo com
Coomassie-Blue Brillant R-250 (Sigma). (B) Confirmacdo da produgcdo das proteinas
recombinantes por Western blot utilizando anticorpo monoclonal de coelho anti-His
conjugado com fosfatase alcalina (Sigma). As setas indicam as proteinas recombinantes.
MM, massa molecular (kDa); NI, extrato proteico de células nao induzidas; produzida em
alta quantidade a partir da fragao soluvel.
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Figura 11 — Purificacdo e anadlise da proteina His4390 produzida em E. coli, linhagem
Rosetta, em larga escala. (A) Cromatograma das etapas de purificacdo da proteina em
coluna HisTrap (GE) utilizando um gradiente linear de 50 mM a 750 mM de Imidazol. (B)
Andlise eletroforética das fragbes pares eluidas. MM, padrdao de massa molecular, FT, flow
through. Eletroforese realizada em gel de poliacrilamida 12% corado com Coomassie
Brilliant Blue R-250. A seta mostra a proteina de interesse.
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Figura 12 — Purificagéo e analise da proteina His4390A483 produzida em E. coli, linhagem
Rosetta, em larga escala. (A) Cromatograma das etapas de purificacdo da proteina em
coluna HisTrap (GE) utilizando um gradiente linear de 50 mM a 750 mM de Imidazol. (B)
Andlise eletroforética das fragbes pares eluidas. MM, padrdao de massa molecular, FT, flow
through. Eletroforese realizada em gel de poliacrilamida 12% corado com Coomassie
Brilliant Blue R-250. A seta mostra a proteina de interesse.
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Figura 13 — Purificagdo e analise da proteina His4390A156 produzida em E. coli, linhagem
Rosetta, em larga escala. (A) Cromatograma das etapas de purificacdo da proteina em
coluna HisTrap (GE) utilizando um gradiente linear de 50 mM a 750 mM de Imidazol. (B)
Andlise eletroforética das fragbes pares eluidas. MM, padrdao de massa molecular, FT, flow
through. Eletroforese realizada em gel de poliacrilamida 12% corado com Coomassie
Brilliant Blue R-250. A seta mostra a proteina de interesse.
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Figura 14 — Purificacdo e andlise da proteina HisXLR-1A160 produzida em E. coli em larga
escala. (A) Cromatograma das etapas de purificacdo da proteina em coluna HisTrap (GE)
utilizando um gradiente linear de 50 mM a 750 mM de Imidazol. (B) Andlise eletroforética
das fracOes pares eluidas. MM, padrdo de massa molecular, FT, flow through. Eletroforese
realizada em gel de poliacrilamida 12% corado com Coomassie Brilliant Blue R-250. A seta
mostra a proteina de interesse.

77



MM FT 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36

97
66

45

31

21

Figura 15 — Purificacao e andlise da proteina HisXLR-1 produzida em E. coli em larga
escala. (A) Cromatograma das etapas de purificagcdo da proteina em coluna HisTrap (GE)
utilizando um gradiente linear de 50 mM a 750 mM de Imidazol. (B) Andlise eletroforética
das fracdes pares eluidas. MM, padrao de massa molecular, FT, flow through. Eletroforese
realizada em gel de poliacrilamida 12% corado com Coomassie Brilliant Blue R-250. A seta
mostra a proteina de interesse.
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5. Caracterizacao funcional da proteina XLR-1 no fungo N. crassa

A caracterizacdo funcional do fator de transcricdo XLR-1 no fungo N. crassa foi
realizada como uma tentativa de correlacionar sua funcdo na regulacdo do metabolismo de
glicogénio. Inicialmente, a linhagem mutante foi confirmada pela auséncia de amplificagéo
da ORF por PCR e uma reacao paralela com a linhagem selvagem. Foram realizadas
buscas por elementos de DNA regulatérios para este fator de transcricao (5-GGCTRA-3)
nas regides 5’-flanqueadoras dos genes gsn, gpn e dos genes codificadores das enzimas
glicogenina e enzima ramificadora, ambas envolvidas na sintese do carboidrato, e enzima
desramificadora do glicogénio, envolvida na degradacdo do carboidrato, o que revelou a
existéncia de elementos de DNA regulatorios nas respectivas regides (figura 16). Na figura
16A estao representados as localiza¢des fisicas dos provaveis motifs para a proteina e na
figura 16B a localizagdo exata na regido. Foram encontrados dois possiveis elementos de
DNA regulatério localizados na regiao promotora do gene gsn nas posigoes -2071 e -2252,
um possivel elemento localizado na regidao 5’-flanqueadora do gene gpn localizado na
posicao -217, um possivel elemento localizado na regido 5’-flanqueadora de gnn localizado
na posicao -2832, dois possiveis elementos regulatérios localizados na regidao 5’-
flanqueadora do gene NCUO05429 localizados a -140 e -1374 e um possivel elemento
regulatério na regiao 5-flanqueadora do gene NCU00743 localizado na posicao -2043. As
posicdes sao referentes ao codon iniciador ATG de cada gene.

Também foram realisados analises no banco de dados de N. crassa uma busca por
proteinas ortdlogas as duas endoxilanases de Aspergillus nidulans ativadas pelo fator de
transcricado XInR, com o intuito de verificar se em N. crassa este fator de transcricao possui
um papel regulatério na expressado de genes codificadores de enzimas xilanoliticas, como
mostrado em outros fungos filamentosos. Foram utilizadas as sequéncias polipeptidicas das
endoxilanases xInA (AN3613) e xInB (AN9365) como query em analises de BlastP no banco
do genoma do fungo N. crassa. Um dado curioso é que independente da sequéncia utilizada
como query (xInA e xInB), foram obtidas apenas duas proteinas ortélogas em N. crassa, as
quais apresentaram e-value igual a zero e identidade acima de 60% em relagao as proteinas
utilizadas como query, uma delas é codificada pela ORF NCU02885, a qual esta anotada
como endo-1,4-B-xylanase A e a outra é codificada pela ORF NCU07225, a qual esta
anotada como endo-1,4-B-xylanase 2. O alinhamento multiplo das sequéncias das proteinas
codificadas pelas ORFs AN3613, AN9365, NCU07225 e NCU02855 esta mostrado na figura
17. Como mostrado no alinhamento, podemos verificar que as proteinas analisadas
possuem um elevado grau de identidade entre si. A Unica peculiaridade é a presenca de
uma inser¢do na regidao C-terminal da proteina codificada pela ORF NCU07225. Esta regiao
apresenta um dominio de ligacdo a celulose localizada entre os residuos 204 e 232, o qual
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-1954 pb *——© ATG | NCU07225
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-2238 pb ATG | NCUO02855
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-2390 pb o—0 ATG | gsn
-
-2882 Py
882 pb @ Q—_ATG | gpn
-2868 pb—Q_ ATG | NCU06691
-1708 pb O o] ATG | Ncuos42
-3015 pb 4 ATG | NCU0743
B
ORF Anotacgao da proteina Posicado (em nt)*
NCUQ7225 endo-1,4-beta-xilanase 2 -271, -557, -870, -1027, -1037
NCU02855 endo-1,4-beta-xilanase A -37, -51, -474
gsn glicogénio sintase -2071, -2252
gpn glicogénio fosforilase -217, -2631
NCU06698 glicogenina -2832
NCU05429 enzima ramificadora -140, -1374
Enzima desramificadora do
NCUO0743 -2043

glicogénio

*em relacdo ao start codon

Figura 16 — Possiveis elementos de DNA regulatérios cis para a proteina XLR-1 na regiao
5’-flanqueadora de genes codificadores de enzimas do metabolismo de glicogénio e
endoxilanases do fungo N. crassa. (A) Representacdo esquematica dos elementos
regulatérios cis localizados nas regides 5’-flanqueadoras dos genes. As sequéncias 5'-
GGCTAA-3' estdo representadas por circulos preenchidos e as sequéncias 5-GGCTGA-3'
por circulos vazios. (B) Localizagdo exata dos possiveis elementos de DNA regulatdrios
para o fator de transcricao XLR-1 encontrados na regidao 5’-flanqueadora de genes do fungo
N. crassa.
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tem a fun¢do de ancoragem da enzima ao seu substrato.

Oligonucleotideos especificos para estas ORFs foram desenhados e utilizados para
a obtencéo das sequéncias codificadoras destas ORFs via PCR, com o intuito de utiliza-las
como sondas em andlises de expressdo génica por Northern blot. As sequéncias dos
oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo das sondas acima citadas estdo mostradas
em Materiais e Métodos. Apds a identificacdo das proteinas ortélogas em N. crassa (ORFs
NCUQ07225 e NCUO02855) foram também realizadas buscas por elemento de DNA
regulatério para a proteina XLR-1 nas regides 5'-flanqueadoras destas ORFs, revelando a
existéncia de tais elementos localizados nas regides -271, -557, -870, -1027, -1037 para a
ORF NCUO07225 e -37, -51, -474 para a ORF NCU02855, como mostrado na figura 16.

AN3613 GDVTYTNGAGGSYTV@WENVGNFVGEKGWNPGSIRTI G
AN9365 GDVTYTNABGGSYTVEWENVGNFVGEKGANPGSSETI BYSGSFNPSGNGYLEVYG
NCU02855 YRANGAE G
NCU07225 ‘ G
AN3613 Hz \PS| EGTATHEQRWEVRGS
AN9365 APS| EGTATFIJQRVEVRGS
NCU02855 ePS| DCTRTFNQYVSVRGS)
NCU07225 IRYNGPS| BGTATFQYV\SVRGS]

AN3613
AN9365
NCU02855
NCU07225

PAVESL GVTL GTHNYQ VAJEGYQSSGSAS| TVE
AWAKIRGL[EL GTHNYQ VATEGYQSSGSASI T

ANBBL3 s e iaiiiiooo.
s
.11 e
NCUO7225 181 PENPGTTTTPTNPGNGGGGSCAAKWGQUGGQAWEGAT COQSGSTCQAANQWYSQLY

Figura 17 — Alinhamento de sequéncias dos residuos de aminoacidos das endoxilanases
codificadas pelas ORFs AN3613 (endo-1,4-beta-xilanase A de A. nidulans), AN9365 (endo-
1,4-beta-xilanase B de A. nidulans), NCU07225 (endo-1,4-beta-xilanase 2 de N. crassa) e
NCUO02855 (endo-1,4-beta-xilanase A de N. crassa). As sequéncias polipeptidicas das
endoxilanases de A. nidulans foram obtidas no bando do genoma do fungo
(http://www.aspgd.org/) e utilizadas como query em analises de BlastP no banco de dados
do genoma de N. crassa.

5.1. Conteudo de glicogénio e expressdo do gene gsn e das ORFs codificadoras

de endoxilanases em diferentes fontes de carbono

O glicogénio é o carboidrato de extrema importancia para 0s organismos e a
regulacéo de seu metabolismo é fundamental para que um organismo possa responder de
modo rapido e eficiente a variagdes das condigées ambientais e nutricionais. Resultados

citados anteriormente mostraram que na auséncia do ativador transcricional XLR-1, os
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niveis de glicogénio bem como do transcrito gsn foram extremamente reduzidos, indicando a
possivel existéncia de um controle transcricional de gsn por este fator de transcricdo. Além
disso, analise do promotor gsn revelou a presenca de elementos de DNA regulatérios para
este fator de transcricdo. Com o objetivo de iniciarmos um estudo funcional deste fator de
transcricio em N. crassa, e de verificar se a proteina tem um papel na regulagdo da
transcricdo do gene gsn no fungo quando crescido em fontes de carbono alternativas, como
xilose e xilana, foram realizadas analises de crescimento da linhagem selvagem do fungo e
da linhagem mutante na ORF NCUO06971. As células foram obtidas, como explicado em
Materiais e Métodos, crescidas por 24 horas em VM acrescido de frutose 1% (agucar nao
repressor), os micélios transferidos para meios contendo xilose ou xilana e coletados apos
30 minutos, 1, 2, 6 e 12 horas apds a transferéncia.

Como mostrado na figura 18A, observou-se uma reducao consideravel no conteudo de
glicogénio tanto na linhagem selvagem (S) quanto na linhagem mutante cuja ORF
codificadora de XLR-1 esta nocauteada (NCU06971%°) quando crescidos em frutose, xilose
ou xilana. Além disso, é importante ressaltar que na linhagem mutante houve um menor
acumulo de glicogénio em relacdo a linhagem selvagem, mostrando possivelmente a
existéncia de um controle da proteina regulatéria XLR-1 na via metabdlica do glicogénio,
independente da fonte de carbono na qual o fungo cresceu. Foram também realizadas
analises da expressédo do gene gsn, bem como dos transcritos correspondentes as ORFs
NCU02855 e NCUO07225 nas linhagens selvagem e mutante (figura 18B). Estas analises
mostraram que a expressdo do gene gsn na linhagem selvagem e na mutante foi reduzida
em comparagao com as mesmas linhagens do fungo crescidas em sacarose (compare com
a figura 6, pag. 57). Um fato que chama a atencéo é que o nivel do transcrito gsn foi
reduzido em ambas as linhagens, sendo observado na linhagem mutante uma redugdo mais
acentuada. Muito provavelmente, os baixos niveis do transcrito podem estar correlacionados
com o reduzido acumulo de glicogénio observado nesta fonte de carbono.

Em relagdo as analises da expressédo dos genes codificadores de endoxilanases no
fungo N. crassa (figura 18B), nota-se que os genes foram expressos a partir de 2 h de
crescimento do fungo em xilana e seus transcritos permaneceram presentes até 12 h de
crescimento, mas com um nivel menor comparado ao tempo de 2 h. Além disso, é
importante ressaltar que nao se observou a presenca dos transcritos referentes as
endoxilanases quando o fungo cresceu na presencga de xilose como fonte de carbono. Um
ponto que chama a atencao é que ambas linhagens mostraram a presencga dos transcritos,
entretanto na linhagem mutante a intensidade foi reduzida em relagao a linhagem selvagem.
Isto sugere que o fator de transcricdo XLR-1 no fungo N. crassa regula a expresséo de
genes codificadores de enzimas xilanoliticas, mas que possivelmente em N. crassa nao seja

0 Unico regulador, pois em sua auséncia, os genes codificadores de enzimas xilanoliticas
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Figura 18 - Andlise do conteudo de glicogénio e da expressdo génica nas linhagens
selvagem (S) e mutante em XLR-1 (xIr-1%°) por Northern blot do fungo N. crassa crescido em
diferentes fontes de carbono. O micélio foi crescido a 30°C por 24 horas em meio VM
acrescido de frutose 1% (F) e transferido para meio VM contendo 1% de xilose (x0) ou
xilana (xa) e coletados apds 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 6 horas e 12 horas. (A) Acumulo
de glicogénio. (B) Andlise da expressao do gene gsn nas amostras analisadas em A. As
amostras de RNA total foram separadas por eletroforese em gel de agarose contendo
formaldeido, transferidas para uma membrana de nylon neutra e hibridizadas com as
sequéncias nucleotidicas das ORFs NCUO07225, NCU02855 e fragmento do gene gsn
marcadas radioativamente com a**P-dATP e utilizados como sonda.
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foram transcritos. Diferentemente, em A. nidulans, a auséncia de XInR leva a nao expressao

de genes codificadores de enzimas xilanoliticas (TAMAYO, 2008).

5.2. Andlise de ligacdo DNA-proteina por EMSA

Os resultados obtidos com as dosagens do conteudo de glicogénio antes e apds o
choque térmico, bem como da expressao dos genes gsn e gpn reforcam a ideia de que o
fator de transcricao XLR-1 esteja possivelmente envolvido no controle do metabolismo do
glicogénio por meio do controle transcricional de gsn. Devido a presenca de motifs de DNA
para este fator de transcricdo na regiao promotora de gsn foram realizados ensaios de
retardamento em gel a fim de verificar uma possivel interacdo DNA-proteina utilizando um
fragmento de DNA com 120 pb da regido promotora de gsn contendo o motif de DNA 5'-
GGCTGA-3. Um fato curioso é que este fator de transcricdo apresenta um dominio
especifico de fatores de transcricao de fungos entre os residuos de aminoacido 530 e 622, 0
qual ndo se tem nenhuma informacgao sobre sua funcédo na proteina. Foram produzidas na
forma recombinante, a proteina XLR-1 inteira e uma forma truncada em seu residuo 160
(figura 6), a qual possui somente seu dominio de interagcdo ao DNA.

Ensaios de retardamento em gel utilizando quantidades variaveis de 1 a 25 pg das
proteinas HisXLR-1 e HisXLR-1A160 produzidas na forma recombinante foram realizados
com o intuito de determinar qual seria a melhor concentracdo para a interagcdo destas
proteinas com o fragmento do promotor gsn contendo o motif 5-GGCTGA-3'. Apds varios
ensaios, nao foi possivel verificar a formacao de complexos DNA-proteina utilizando tanto a
forma inteira da proteina quanto a forma truncada. Pelo fato dos mecanismos regulatérios
de XInR em Aspergillus spp. serem muito bem conhecidos (TAMAYO et al., 2008), as
regides 5’-flanqueadoras dos genes codificadores de endoxilanases do fungo N. crassa
foram analisadas em busca de motifs 5’-GGCTRA-3’, com o intuito de verificar se a auséncia
na formagao de complexos ocorreu devido a problemas experimentais ou n&o. As regides de
ambos genes mostraram a existéncia do referido motif. Duas regides foram selecionadas
como sonda, uma na regiao 5’-flanqueadora da ORF NCU02855 (137 pb), a qual possui 1
motif para XLR-1 localizado na posi¢do -474 pb do codon de iniciagdo da traducao ATG e
outra na regidao 5-flanqueadora da ORF NCUO07225 (162 pb), a qual possui 1 motif
localizado na posicéo -245 pb do codon de iniciagdo da tradugédo ATG. Outros ensaios de
retardamento em gel foram realizados com estas regides como sondas marcadas
radioativamente, bem como com uma quantidade crescente das proteinas (1 a 25 ug)
HisXLR-1 e HisXLR-1A160 recombinantes. Mais uma vez nao foi possivel verificar a
formacao de complexos DNA-proteina utilizando tanto a forma inteira da proteina quanto a

forma truncada.
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Estes resultados foram intrigantes, pois mostraram que o fator de transcricao XLR-1
nao liga a regido promotora do gene gsn e de genes codificadores de enzimas xilanoliticas.
Entretanto, como mostrado na figura 18, tais genes sdo possivelmente controlados por XLR-
1. Além disso, resultados prévios do laboratdrio mostraram a formag¢ao de complexos DNA-
proteina quando o mesmo fragmento do promotor gsn foi analisado com extrato proteico
total do fungo (GONCALVES et al., 2011). Ensaios adicionais terdo que ser realizados para
uma caracterizacdo funcional mais completa do papel deste fator de transcricao em N.

crassa.

6. Caracterizacdo funcional da proteina hipotética codificada pela ORF
NCU04390

Pelos dados obtidos anteriormente, esta proteina hipotética se mostrou extremamente
promissora, podendo contribuir de forma significativa para uma melhor compreensédo dos
mecanismos regulatorios envolvidos no metabolismo de glicogénio. Analises do acumulo de
glicogénio na linhagem FGSC#11134 (NCU04390°) mostraram a ocorréncia de um
aumento expressivo no acumulo de glicogénio apds a condicdo de choque térmico, bem
como do aumento do transcrito gsn, comportamento extremamente diferente ao
apresentado pela linhagem selvagem. Pelo fato desta proteina estar anotada como
hipotética, portanto ndo se conhece o seu provavel sitio de ligacdo ao DNA, foram
realizadas analises de imunoprecipitacao da cromatina seguida de sequenciamento de alto
desempenho (ChIP-Seq), com o fungo crescido a 30°C e apds condicao de estresse térmico
(45°C). Esta parte do trabalho foi realizado durante um estagio sanduiche.

6.1 Introducéo do tag GFP naregido C-terminal da proteina 4390

Para a realizacdo da andlise de ChlP-Seq, foi essencial a introdu¢do de um tag para
que, apods o crosslink desta proteina a dupla fita de DNA e da fragmentacao da cromatina
por sonicacéo, os complexos formados pela proteina de interesse junto as suas regides alvo
no DNA fossem recuperados utilizando um anticorpo contra o tag. Neste caso foi escolhido a
introducdo do tag GFP na regiao C-terminal da proteina hipotética 4390. O esquema
detalhado do procedimento utilizado esta mostrado na figura 19. Para isso, foi necessario o
desenho de dois pares de oligonucleotideos denominados 4390GLY-F, 4390GLY-R
(amplicom GLY), 4390LOX-F e 4390LOX-R (amplicon LOX), cada um com
aproximadamente 1 kb de tamanho. E importante ressaltar que o amplicon GLY se localiza
upstream ao stop codon e o amplicom LOX se localiza downstream ao stop codon. Outro

detalhe extremamente importante foi 0 acréscimo de aproximadamente 30 mers nas regides
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5 dos oligonucleotideos 4390GLY-R e 4390LOX-F. Estas sequencias nucleotidicas
adicionais sdo complementares a cada uma das extremidades do cassete de GFP-hph. As
bases adicionadas ao oligonucleotideo 4390GLY-R, além de se sobreporem ao stop codon
do gene, sdo complementares a regiao codificadora do linker codificador de 10 Gly entre a
proteina e a sequéncia codificadora de GFP. Ja a sequéncia nucleotidica adicionada ao
oligonucleotideo 4390LOX-F é complementar a uma regidao do gene hph presente no
cassete GFP-hph. Esta abordagem permitiu que as regides acrescentadas nos
oligonucleotideos fossem capazes de se sobreporem em uma reacdo de Fusion-PCR,
gerando os split markers 5’ e 3’, os quais foram utilizados para a cotransformacao de
conidios do fungo N. crassa. Estas reacdes de amplificacao utilizaram DNA genémico com
molde. O produto da reagcéo de amplificagcdo utilizando 4390GLY-F e 4390GLY-R foi um
fragmento com 1.174 pb, correspondente ao amplicom 4390-GLY (dado ndo mostrado) e o
produto da reacdo de amplificacado utilizando 4390LOX-F e 4390LOX-R foi um fragmento
com 1.002 pb, correspondente ao amplicom 4390-LOX (dado ndo mostrado). Para a
amplificacéo do cassete de DNA contendo a sequéncia codificadora do tag GFP bem como
a sequéncia codificadora do gene hph (GFP-hph) foram utilizados os oligonucleotideos
10XGLY-F e LoxP-R e o vetor pZErO-GFP-hph como DNA molde. Foi obtido uma banda
com 2,2 kb correspondente a sequencia acima citada (dado ndo mostrado).

Os 3 fragmentos de interesse foram excisados do gel de agarose, purificados e
quantificados. A sintese dos splitmarkers 5’ e 3’ foi realizada a partir da técnica de Fusion-
PCR. O splitmarker 5’ foi obtido por um rea¢ao de amplificacao utilizando 1 pL do amplicon
GLY purificado e a mesma quantidade do produto do cassete GFP-hph, utilizando os
oligonucleotideos 4390GLY-F e hph_SM-R. Ja o splitmarker 3 foi obtido por uma reacao de
amplificagdo utilizando 1 pL do cassete GFP-hph purificado e a mesma quantidade do
amplicon LOX, utilizando os oligonucleotideos hph_SM-F e LoxP-R. Foram obtidos uma
banda com 3.026 pb, correspondente ao splitmarker 5° e uma banda com 2.089 pb
correspondente ao splitmaker 3’ (dados nao mostrado). Os fragmentos de interesse foram
excisados do gel de agarose, purificados e quantificados.

Apos a transformagdo de conidios da linhagem selvagem FGSC#9718 do fungo N.
crassa, 5 transformantes foram aleatoriamente selecionados e crescidos individualmente em
tubos contendo VM acrescido de glicose 1,5% e higromicina. A presenga da regiao
codificadora do tag GFP foi confirmada pela técnica de Southern blot, apds crescimento dos
clones em meio liquido e extracdo de DNA gendémico. A figura 20 mostra o resultado da
analise de Southern blot dos 5 transformantes selecionados. Pode-se verificar a presenca
de uma unica banda de hibridizacdo com 3,15 kb, representando a inser¢cdo de uma unica
copia no locus correto nos 5 transformantes analisados. O transformante 1 foi selecionado

para realizar o retrocruzamento com o objetivo de obter segregantes puros (homokarion)
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Figura 19. Representacao esquematica do processo de introducéo de tag utilizando split
markers. Oligonucleotideos foram desenhados para a amplificacdo das regides 5 e 3
flanqueadoras aos stop codon. Na regiao 5’ dos primers 4390GLY-R e 4390LOX-F foram
acrescentadas sequéncias de 30 mers a fim de sobreporem ao cassette de DNA GFP-hph.
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contendo a proteina fusionada com o tag. A linhagem selvagem FGSC#9718 (A) do fungo N.
crassa foi utilizada com linhagem receptora, realizando entdo o cruzamento das linhagens
como descrito Materiais e Métodos. Apds 18 dias de cruzamento, os ascdosporos foram
coletados da tampa da placa com agua estéril, submetidos a choque térmico para sua
ativacdo e plaqueados em VM acrescido de sacarose 1,5% e higromicina para a selecao
dos segregantes portadores da marca de sele¢cdo. Apds 16 horas foi realizada uma busca
por ascésporos germinados. Um total de 10 ascdsporos foram coletados da placa e
transferidos para tubos contendo VM sélido acrescido de sacarose e higromicina. Estes
tubos foram mantidas a 30°C por 2 dias para promover o crescimento das hifas. Foi
constatado que dos 10 transformantes coletados, 8 carregavam a marca de selecao,
comprovado pelo fato destes terem crescido em meio minimo contendo higromicina. O

transformante 1 foi selecionado para as analises de ChlP-Seq.

6.2 Imunoprecipitacdo da cromatina

Foram realizados experimentos de imunoprecipitagdo da cromatina nas duas
condi¢des de crescimento do fungo N. crassa, a 30°C e em situagao de estresse térmico,
com o intuito de verificar a ocorréncia de alvos diferenciais do fator de transcricdo 4390 em
cada uma das condicbes. Apds o crosslink das proteinas a cromatina, foi realizada a
fragmentacdo da cromatina por sonicagdo e uma aliquota do extrato celular (input) foi
reservada. Apos o tratamento do extrato bruto reservado com proteinase K e tratamento
térmico, este material anteriormente reservado foi fracionado em gel de agarose 0,8% para
a determinacdo do tamanho dos fragmentos de DNA resultantes da sonicacdo. Foi
verificado que apesar de todos os ciclos de sonicacao dos micélios serem realizados, houve
a ocorréncia de fragmentos de DNA com diversos tamanhos e em grande quantidade (dado
nao mostrado), ndo apresentando problemas para a analise.

Aplés o reparo de suas extremidades e ligagdo dos adaptadores em suas
extremidades, este material foi fracionado em eletroforese em gel de agarose low melting
2% e fragmentos de DNA com tamanho entre 200 pb a 500 pb foram excisados do gel e
purificados. O material purificado foi utilizado como molde para a sintese das bibliotecas de
ChIP-Seq (dado nao mostrado). As bibliotecas de ChlP-Seq foram quantificadas e 10 nM de
cada biblioteca de ChlP-Seq gerada foi utilizada como material de analise nas reagbes de
sequenciamento de alto desempenho.

As analises de ChIP-Seq também foram realizadas utilizando o tag V5, menor do que
GFP, mas os resultados de sequenciamento ainda nao foram disponibilizados.
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Figura 20. Andlise da integracao dos splitmarkers no genoma do fungo N. crassa. DNA
gendmico de 5 clones transformados foram analisados por Southern blot para a confirmagao
da insercao correta no genoma. (A) Modelo esquematico do gene codificador da proteina
hipotética 4390 contendo a regido codificadora do tag GFP junto a hph. (B) Amostras de
DNA de cada clone foram digeridos com a enzima Sacll, fracionadas por eletroforese em gel
de agarose 0,8%. (C) As amostras foram transferidas para membrana de nylon e
hibridizadas com o fragmento codificador do tag GFP marcado radiativamente. L, DNA
ladder 1 kb plus, WT, linhagem selvagem, 1 a 5, transformantes.
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6.3. Sequenciamento de alto desempenho

As reacOes de sequenciamento de alto desempenho foram realizadas nos
sequenciadores HiSeq 2000 (lllumina/Solexa). Esta plataforma de sequenciamento utiliza de
um método de sequenciamento o qual ocorre em duas etapas: A primeira consiste na
clonagem in vitro dos fragmentos de DNA gerados pela biblioteca de ChlP-Seq em uma
plataforma sdlida (flow cell) utilizando nucleotideos ndo marcados, processo também
conhecido como PCR de fase sélida (MARDIS, 2008; FEDURCO et al., 2006; TURCATTI et
al., 2008). A superficie da flow cell é dividida em oito lanes que podem ser utilizadas para o
sequenciamento de até oito bibliotecas distintas. Em cada lane existem oligonucleotideos
fixados a superficie da flow cell pela extremidade 5 deixando a extremidade 3’. Estes
oligonucleotideos possuem suas extremidades 3’ livres e, por serem complementares aos
utilizados na sintese das bibliotecas de ChIP-Seq, sao utilizados no processo de sintese dos
fragmentos imobilizados no suporte por hibridizacao.

A segunda etapa consiste no sequenciamento propriamente dito, na qual sao
utilizados os quatro nucleotideos terminadores, com a hidroxila do C3 bloqueada e
marcados com diferentes fluoréforos para o sequenciamento das coldnias formadas na
etapa anterior. O processo de sequenciamento corre apdés o anelamento de um
oligonucleotideo aos fragmentos de DNA sintetizados a partir dos oligonucleotideos
imobilizados na flow cell. Inicialmente ocorre a incorporacdo e deteccdo de um unico
nucleotideo terminador as cadeias de DNA. Apds sua deteccao do nucleotideo incorporado
por uma camera, a flow cell é lavada e os nucleotideos incorporados ao DNA perdem o
fluoréforo com o qual estava marcado e possuem a hidroxila de seu C3 desbloqueada,
permitindo a incorporacdo de um novo nucleotideo no ciclo seguinte. Esses ciclos foram
repetidos 50 vezes, gerando inumeras copias de cada fragmento gerado na biblioteca de
ChIP-Seq, as quais permanecem préximas umas das outras, formando um cluster de
sequenciamento.

As analises de ChIP-Seq foram feitas em duplicatas para cada uma das situagdes de
crescimento do fungo. Resultados de analise dos fragmentos sequenciados pelo software
Bowtie, mostraram que para as amostras do fungo crescidas a 30°C foram analisadas
11518827 e 11342780 sequéncias curtas, com 50 pb, onde 70,97% e 65,73% delas foram
alinhadas junto ao genoma do fungo N. crassa com sucesso. Ja para as amostras do fungo
submetidas a condicdo de estresse térmico, foram analisadas 13503675 e 9670717
sequéncias curtas, com 50 pb, onde 89,65% e 76,65% das leituras foram alinhadas junto ao
genoma do fungo N. crassa com sucesso. Estes resultados foram validados utilizando o
software MACS v1.4.2 e confirmados por analise visual dos picos utilizando o visualizador
IGV 2.1. Apesar da diferenga obtida na quantidade total de leituras realizadas entre as
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réplicas, os resultados obtidos foram semelhantes, pois os resultados dos enriquecimentos
dos picos com valores aceitaveis, avaliados pelo software MACS v1.4.2 foram bem
préximos.

Um fato interessante é que na condicdo de crescimento a 30°C, nao foram
encontrados picos enriquecidos com score aceitavel, sugerindo que este fator de transcricao
possivelmente ndo interaja com a cromatina nesta condi¢ao de crescimento. Por outro lado,
as analises do enriquecimento de picos obtidos nas amostras do fungo submetidas a
choque térmico apresentaram 210 regides de confidveis de interacdo deste fator de
transcricdo ao DNA, dos quais 113 regides estao localizadas na regiao 5’-flanqueadora de
genes, 96 estdo localizadas na regidao 3'-flanqueadora de genes e 4 regides estdo
localizadas na sequéncia codificadora dos genes. Esta analise foi realizada pela validacao
do software MACS v1.4.2 bem como a visualizagao dos picos pelo software IGV, devido a
capacidade de diferenciar picos propriamente ditos ao invés de ruidos.

Ao fazer uma analise mais detalhada, foi possivel verificar que dos 210 genes
possivelmente controlados pela proteina 4390, 128 sao codificadores de proteinas
hipotéticas e os restantes estdo envolvidos em diferentes processos celulares. Para facilitar
a compreensdo, os genes selecionados possivelmente regulados pela proteina foram
agrupados em 13 categorias distintas, de acordo com suas fungdes, como mostra a figura
21. Em relagdo aos genes codificadores de proteinas com fungdes conhecidas, 22 séo
envolvidos no metabolismo de carbono, 8 sdo envolvidos com transportadores, 8 envolvidos
com biossintese de vitaminas, aminoacidos e coenzimas, 6 envolvidos em processos
celulares, 6 envolvidos no metabolismo de acidos graxos, 5 sao genes mitocondriais, 4
envolvidos no metabolismo de nitrogénio, enxofre ou fosfato, 3 envolvidos com metabolismo
de RNA, 3 com metabolismo secundario, 2 envolvidos com DNA (sintese, reparo, etc.), 2
envolvidos com peroxissomo e apenas 1 envolvido no ciclo celular. Na Tabela 4 estao
mostradas as proteinas relacionadas ao metabolismo de carbono. Nela podemos observar a
presenca de varios genes envolvidos em diferentes vias metabdlicas relacionadas ao

metabolismo e as enzimas relacionadas ao metabolismo de glicogénio estao destacadas.

6.4. Determinacdo do motif de DNA para a proteina 4390

ApoOs a determinagdo dos genes possivelmente regulados pela proteina 4390 na
condicdo de choque térmico, as sequéncias nucleotidicas presentes na regiao destacada
pelos 40 picos com o melhor score foram analisadas nos servidores SCOPE e Bioprospector
para a determinacao do possivel motif de DNA para a proteina 4390. Como pode ser visto
na figura 22, ambas as ferramentas identificaram a regido consenso que corresponde ao

motif de DNA alvo para a proteina 4390, como algumas varia¢gdes. Podemos verificar que o
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Figura 21 - Classificagcao funcional dos produtos dos genes possivelmente controlados pelo
fator de transcricdo 4390 em situagéo de choque térmico. Os genes selecionados foram
agrupados em diversas categorias considerando as fun¢des das proteinas codificadas por

eles.
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resultado obtido pela analise no SCOPE (22A) mostrou uma sequéncia nucleotidica com um
core central conservado composto por 5’-CAT-3' contendo uma regiao variavel upstream e
downstream. Ja o resultado obtido pelo Bioprospector (22B) resultou em uma sequéncia
nucleotidica com um core 5’-TAC-3' conservado, contendo regides varaveis. Apesar dos
resultados ndo terem sido idénticos, é possivel notar certa similaridade entre eles, sendo

possivel concluir que o motif provavelmente corresponde a sequéncia 5'-TACATR-3'.

Tabela 4 — Genes envolvidos no metabolismo de carbono possivelmente regulados pelo fator
de transcri¢ao codificado pela ORF NCU04390.

ORF Anotacéo
NCU08750 isoamyl alcohol oxidase
NCU07351 alpha-glucuronidase
NCU07027 glycogen phosphorylase
NCU00281 UDP-glucose, esterol transferase
NCUO01120 phosphoglycerate mutase
NCU04510 aldose reductase
NCUO06005 glycerol kinase
NCU00629 6-phosphofructokinase
NCU01845 phosphoglycerate mutase family domain-containing protein
NCUO05037 dihydrodipicolinate synthetase
NCU10107 ribose 5-phosphate isomerase
NCU00743 glycogen debranching enzyme
NCU07042 alcohol dehydrogenase
NCU06687 glycogen synthase-1
NCU00087 6-phosphogluconolactonase
NCU00609 initiation-specific alpha-1,6-mannosyltransferase
NCU09285 zinc-containing alcohol dehydrogenase
NCU01227 succinyl-CoA ligase alpha-chain
NCU05542 xanthine phosphoribosyltransferase 1
NCU05429 1,4-alpha-glucan branching enzyme
NCU04108 isoamyl alcohol oxidase
NCU06303 alcohol dehydrogenase
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Figura 22. Andlise da interagdo da proteina 4390 ao DNA em situac@o de estresse térmico
revelou a sequéncia consenso de ligacao desta proteina utilizando os servidores SCOPE
(http://genie.dartmouth.edu/scope/) e Bioprospector (http://
ai.stanford.edu/~xsliu/BioProspector/ SCOPE). A altura relativa de cada nucleotideo,
mostrados na direcdo 5’-3’ (eixo X), indica o grau de conservagéo da sequéncia com uma
maxima pontuagéo de 2 (eixo Y).

6.5. Andlise das regibes 5 e 3 flanqueadora dos genes envolvidos no
metabolismo de glicogénio para motifs da proteina 4390

Apos a obtencéo da possivel sequéncia consenso do motif de DNA reconhecido pela
proteina 4390 com o auxilio das ferramentas SCOPE e Bioprospector, foram realizadas
buscas por tal elemento nas regides 5 e/ou 3 flanqueadoras dos genes envolvidos no
metabolismo de glicogénio coberta pelos picos utilizando todas as possiveis variacdes.
Foram encontradas somente sitios com a combinag¢édo 5-TACATA-3 nas regides dos genes
analisados. Além disso, um fato interessante foi a presenca de multiplos sitios nas regiées
analisadas. Foram encontrados 5 motifs na regidao 3’ flanqueadora do gene codificador da
enzima glicogénio fosforilase (NCU07027) nas posicoes +2054, +2937, +3536, +3577 e
+3582, 3 motifs na regiao 5’-flanqueadora do gene codificador da enzima desramificadora do
glicogénio (NCU00743) nas posi¢cdes —373, -457 e -461, 3 motifs na regido 5’-flanqueadora
do gene codificador da enzima ramificadora (NCU05429) nas posi¢coes —236, -665 e -1009 e
5 motifs na regidao 5-flanqueadora do gene codificador da enzima glicogénio sintase
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(NCU06687), nas posicdes -954, -1253, -1666, -2748 e -2752. Um fato extremamente
curioso foi o pico que contém os possiveis motifs para a proteina 4390 na regiao 5'-
flanqueadora do gsn se sobrepor a uma pequena ORF, anotada como uma proteina
hipotética e localizada upstream ao gsn. A figura 23 mostra a posi¢cao dos picos obtidos nas
analises de ChlP-Seq e as ORFs citadas acima destacadas de vermelho, obtidas pelo
software IGV 2.1 (http://www.broadinstitute.org/igv/). A figura 24 mostra as sequéncias
nucleotidicas das regides contendo os motifs identificados.

6.6. Ensaio de ligagdo com a proteina His4390 recombinante por EMSA

Apds a obtencdo da localizagdao exata do motif possivelmente reconhecido pela
proteina hipotética 4390 nas regides 5 e/ou 3-flanqueadora dos genes envolvidos no
metabolismo do glicogénio, ensaios de interagdo DNA-proteina in vitro foram realizados com
o intuito de validar a técnica de ChIP-Seq. Em um primeiro momento, foram analisados os
motifs presentes na regido 5'-flanqueadora do gene que codifica a enzima desramificadora
do glicogénio. Foi escolhida como sonda uma regiao com 170 pb que compreende a
sequéncia entre os nucleotideos das posi¢cdes —510 pb e -341 a partir do codon iniciador do
gene. Esta regido foi selecionada pelo fato do score do pico ter sido um dos mais altos entre
0s obtidos pelos demais genes envolvidos ho metabolismo do glicogénio e pelo fato desta
regido se localizar possivelmente na regido promotora deste gene, pois se encontra bem
préximo ao codon iniciador do gene.

Na figura 24A temos uma representacdo esquematica da posicao dos motifs para a
proteina His4390 na sonda utilizada. Nestes ensaios foi analisada a interagdo da proteina
His4390 produzida na forma recombinante, utilizando uma quantidade crescente de proteina
(1 a 30 pg) com o intuito de determinar a melhor concentracdo desta proteina para sua
interacdo com a sonda marcada radioativamente (Figura 24B). Podemos verificar a
formacao de um complexo DNA-proteina com elevado peso molecular na canaleta 6, a qual
corresponde a 6 pg de proteina, ressaltado na figura por uma seta, o qual representa a
intera¢do da proteina 4390 com a sonda de DNA marcada radioativamente. Com o intuito de
testar a especificidade da interac@o desta proteina a sonda marcada, foram adicionados na
reacao de binding diferentes concentracdes do competidor especifico (fragmento de 170 pb
nao marcado). Pode-se observar na figura 24C que, com a adicao do competidor a partir de
10X em excesso molar, ocorre a auséncia da formagéao do complexo DNA-proteina marcado
radioativamente. Isso se deve ao fato de que a proteina His4390 recombinante interage de
forma especifica com o competidor especifico, deixando a sonda marcada totalmente livre,

sendo entdo detectada na regido mais inferior do gel. Foram também realizadas andlises
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Figura 23 - Andlise dos picos nas regides 5’ e 3’-flanqueadoras dos genes codificadores das
enzimas envolvidas no metabolismo de glicogénio cobertas pelos picos. A orientacao dos

genes (5—3) esta indicada pela seta.
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Figura 24 - Ensaios de interacdo DNA-proteina in vitro (EMSA) mostrando a interacdo da
proteina recombinane His4390 ao fragmento da regidao 5’-flanqueadora do gene codificador
da enzima desramificadora do glicogénio contendo 3 motifs TACATA para esta proteina. (A)
Representacdo esquematica da sonda utilizada neste ensaio. (B) Quantidades crescentes
de proteinas foram adicionadas a sonda. (C) Quantidades crescentes do competidor
especifico (CE) foram testadas com 6 ug da proteina recombinante. O, origem do gel; SL,
sonda livre. O complexo DNA-proteina esta indicado pela seta. Eletroforese em gel de
poliacrilamida 5% nao desnaturante em tampéo TBE 0,5X.
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de interagcdo DNA-proteina com as duas formas truncadas da proteina hipotética 4390, a
His4390A483 e His4390A158 utilizando a mesma sonda das analises com a proteina inteira
His4390. Em relacdo a proteina His4390A158 pode-se verificar na figura 25B a auséncia da
formacdao de complexos DNA-proteina utilizando uma quantidade crescente de proteina
recombinante (2 a 15 pg). Por outro lado, podemos verificar pela figura 26C a formagao de
um complexo DNA-proteina nas analises de EMSA ao utilizar a partir de 3 pg da proteina
His4390A483. Foram também adicionados a reacao de binding diferentes concentragdes do
competidor especifico (fragmento de 170 pb ndo marcado) com o intuito de testar a
especificidade da interacao desta proteina a sonda marcada. Pode-se observar na canaleta
5 da figura 25C que com a adicao do competidor a partir de 30X em excesso molar ocorre a
auséncia da formacao do complexo DNA-proteina marcado radioativamente, possivelmente
pelo fato de que a proteina His4390A483 recombinante interage de forma especifica com o
competidor especifico, deixando a sonda marcada totalmente livre.

Estes resultados sao preliminares e novos experimentos serdo realizados. Entretanto,
o resultado obtido confirma a ligacao da proteina a regiao promotora do gene que codifica a
enzima desramificadora da quebra de glicogénio e aponta para um papel regulatorio do

produto da ORF na situacao de estresse térmico, um dado ainda nao descrito na literatura.
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Figura 25 - Ensaios de interagdo DNA-proteina in vitro (EMSA) mostrando a interagéo das
forams truncadas da proteina recombinane 4390 ao fragmento da regidao 5’-flanqueadora do
gene codificador da enzima desramificadora do glicogénio contendo 3 motifs TACATA para
esta proteina. (A) Representacdo esquematica da sonda utilizada neste ensaio. (B)
Quantidades crescentes da proteina recombinante His4390A158 foram adicionadas a
sonda. (C) Quantidades crescentes da proteina His4390A483 utilizadas nos ensaios de
EMSA. Diferentes concentragdes do competidor especifico (CE) foram testadas com 6 pg da
proteina recombinante. O, origem do gel; SL, sonda livre. O complexo DNA-proteina esta
indicado pela seta. Eletroforese em gel de poliacrilamida 5% nao desnaturante em tampéao
TBE 0,5X.
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Discussao



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 proteica possa ser controlada na célula por meio de uma
variedade de mecanismos, alteragdo do nivel transcricional do gene € o processo celular
mais direto e utilizado pela célula (WASSERMAN & FICKETT, 1998). Em contraste com os
organismos procariotos, onde o0 processo de regulagdo transcricional pode ser
compreendido por meio da indugéo por um unico fator, nos organismos eucarioticos este
processo é principalmente controlado por uma sofisticada interagdo de multiplos fatores de
transcricdo, que interagem com elementos cis distribuidos ao longo de todo o genoma,
fornecendo um aumento do controle especifico dos genes.

Embora um grande numero de projetos genomas tenha sido finalizado, somente uma
pequena fracdo dos mecanismos regulatdrios da expressao génica nos organismos
eucariotos é conhecida. Este processo representa a coordenacao 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.
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 é descrever sua influéncia no fator de transcricao e no controle do gene alvo. Um
conhecimento da posicao de elementos regulatérios individuais, bem como sua atuagao na
regulacdo génica € um pré-requisito para o inicio da compreensdo dos processos
moleculares responsaveis pela manutencao da homeostase celular.

De um modo geral, este trabalho teve como objetivo caracterizar funcionalmente
alguns fatores de transcricdo envolvidos no metabolismo do glicogénio no fungo N. crassa.
Com a utilizacdo de uma colecao de linhagens mutantes em fatores de transcricédo, visando
buscar linhagens apresentando alteragbes no conteudo de glicogénio, foi possivel
correlacionar o fenétipo observado de cada linhagem mutante com a auséncia do fator de
transcricdo. Esta estratégia resultou na identificagdo de 10 fatores de transcricao
possivelmente envolvidos na regulagcdo do metabolismo de glicogénio no fungo
(GONCALVES et al.,, 2011). A partir deste resultado foram realizadas analises dos
transcritos de gsn e gpn com o intuito de verificar se alguns dos fatores de transcri¢cao
previamente isolados atuavam no metabolismo do glicogénio por meio do controle
transcricional destes genes.

Apesar de ndo se ter obtido uma correlagdo direta entre 0 acumulo de glicogénio e o
padrao de expressao destes genes, na maioria das 10 linhagens mutantes analisadas,
verificamos uma correspondéncia entre o conteudo de glicogénio e a transcricao dos genes
gsn e gpn nas linhagens contendo as ORFs NCU06971 e NCU04390 nocauteadas. Na
linhagem mutante na ORF NCU06971, foi verificado um baixo acumulo de glicogénio
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quando o fungo foi crescido a 30°C bem como uma baixa transcricio do gene gsn na
mesma condicdo. Em relacdo a linhagem mutante na ORF NCU04390 foi verificado um
elevado acumulo de glicogénio apds a condicdo de choque térmico, seguida por um
aumento expressivo na transcricdo de gsn sob a mesma condi¢cdo. O produto da ORF
NCUO06971 corresponde ao fator de transcri¢do XInR, descrito como regulador transcricional
de genes codificadores de enzimas xilanoliticas e/ou celuloliticas em fungos filamentosos e
o produto da ORF NCU04390 corresponde a uma proteina hipotética. Como consequéncia
destes resultados, a andlise funcional destas proteinas constituiu o principal objetivo deste
trabalho.

Anadlises de citometria de fluxo utilizando conidios das 10 linhagens mutantes
inicialmente selecionadas mostraram que a auséncia de apenas um fator de transcricao,
codificado pela ORF NCU09739, promove altera¢des tanto da morfologia conidial quanto na
progressao do ciclo celular. O gene, no banco de dados de N. crassa, esta anotado como
ada-7 (all development altered-7) e o produto génico, muito possivelmente, esta envolvido
em vias regulatérias essenciais a regulacdo do metabolismo celular, bem como na
regulacéo dos mecanismos celulares envolvidos na morfologia conidial e no ciclo celular do

fungo N. crassa.

1. O fator de transcricdo XLR-1 e regulacdo do metabolismo do glicogénio

Foram realizadas diversas abordagens metodoldgicas para a caracterizacao funcional
do fator de transcricdo XLR-1, com o intuito de verificar se este fator de transcrigao obedece
no fungo N. crassa os mesmos padrdes de regulacdo observados em outros fungos
filamentosos. Pelo fato deste fator de transcricdo estar relacionado a ativacao de genes
codificadores de enzimas envolvidas principalmente na degradacdo de hemicelulose nos
fungos filamentosos como, por exemplo, Aspergillus e Trichodera e seu mecanismo de acao
ser muito bem compreendido, foram realizadas analises transcricionais de genes
codificadores de duas endoxilanases descritas serem ativadas por XInR neste organismos.
Em nossas analises, as linhagens selvagem e mutante em XLR-1 foram crescidas em meio
contendo frutose e transferidas para meios contendo xilose ou xilana como fonte de
carbono. E descrito que a a¢do do fator de transcricdo XInR, em outros fungos filamentosos,
é reprimida na presenca de glicose por meio do sistema de repressao catabdlica (CCR),
mediado pelo fator de transcricao CreA. Esta repressdo promove a inibicado da transcricao
de genes codificadores de endoxilanases no fungo A. nidulans por meio da inativacdo do
fator de transcricdo XInR (TAMAYO et al., 2008).

Neste trabalho, foram analisados tanto o conteudo de glicogénio, quanto o nivel dos

transcritos codificadores de enzimas endoxilanases e algumas conclusdes puderam ser
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obtidas a partir dos resultados obtidos. Em relagéo ao conteudo de glicogénio foi verificado
que na auséncia do fator de transcricdo XLR-1 ocorre um menor acumulo do carboidrato em
questao. Além disso, os niveis do transcrito gsn na linhagem selvagem foram superiores ao
apresentado pela linhagem mutante xIr-1¥° em todas as condi¢cdes analisadas, demostrando
que na auséncia deste fator de transcricdo ocorre um menor acumulo de glicogénio,
possivelmente devido a uma diminuicdo na expressao de gsn, independente da fonte de
carbono na qual o fungo cresceu. Analises dos transcritos de genes codificadores de
endoxilanases mostraram a presenca dos transcritos para ambos os genes tanto na
linhagem selvagem (maior quantidade) quanto na linhagem mutante (menor quantidade)
apos 2 h de exposicao a xilana. Nao foi possivel verificar a presenca de transcritos de
ambos os genes quando o fungo utilizou xilose como fonte de carbono. Este dado sugere
que, diferentemente do apresentado em espécies do género Aspergillus e Trichoderma, que
o fator de transcricdo XLR-1 esta relacionado com o metabolismo de hemicelulose, mas
possivelmente n&o seja o unico fator de transcricao envolvido neste processo em N. crassa.

Como a expressao do gene gsn na linhagem mutante foi reduzida em relagdo a
selvagem foi importante analisar se o fator de transcricdo XLR-1 regula a expressao do gene
através da sua ligacéo. A andlise do promotor gsn revelou a presenca de 2 motifs para este
fator de transcricdo. As analises de interacao DNA-proteina in vitro, realizadas com as
proteinas XLR-1 inteira e truncada (XLR-1A160) utilizando fragmentos de DNA do promotor
gsn contendo provaveis motifs para XLR-1 ndo mostraram a formacao de complexos DNA-
proteina. Além disso, nao foi observado a formacao de complexos mesmo quando
fragmentos de DNA dos promotores dos genes que codificam endoxilanases foram
analisados. Os nossos resultados contradizem as analises realizadas por CALERO-NIETO
et al. (2008), os quais utilizaram a proteina XInR de Fusarium oxysporum produzida na
forma recombinante em E. coli e fragmento do promotor do gene xyl-4 codificador de uma
endoxilanase. Os autores mostraram a presenca de complexos DNA-proteina utilizando
tanto a forma truncada de XInR quanto a forma inteira do fator de transcri¢ao.

Em nosso trabalho, o fator de transcricado XLR-1 também ndo foi capaz de ligar
fragmentos do promotor de genes codificadores de enzimas xilanoliticas. Este resultante é
intrigante, pois, foi demonstrado que a expressao de tais genes foi influenciada pelo fator de
transcricdo. Uma possivel explicagdo € que XLR-1 requer a presenca de proteina(s)
parceira(s) para exercer o papel regulatério.

A proteina XLR-1 possui 945 residuos de aminoacidos, apresentando seu dominio de
ligacdo ao DNA do tipo zinc-finger em sua regido N-terminal (residuos 90 ao 133) e um
dominio especifico de proteinas de fungo na regido central da proteina. Ja& o fator de
transcricado XInR de F. oxysporum possui 886 residuos de aminoacidos, e segundo 0s
servidores SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/) e PFAM (http://pfam.sanger.ac.uk/),
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este fator de transcricdo é constituido apenas por um dominio especifico de fungos e
localizado em sua regido central (figura 26). Nao foi possivel identificar o dominio de
interacdo ao DNA nesta proteina. Andlises de identidade entre XLR-1 e XInR mostraram que
a proteina XInR possui ao redor de 64% de identidade com a proteina XLR-1, mas o
alinhamento de sequéncias entre estas proteinas revelou que apenas 23 dos 43 residuos
envolvidos no dominio de interacdo ao DNA s&o conservados e apenas no lado C-terminal
do dominio. Possivelmente, esta sequéncia de residuos de aminoacidos ausente em XLR-1
e presente em XInR pode ser a responsavel pela formagao do complexo DNA-proteina em
F. oxysporum, mesmo embora ndao configure um dominio de ligacdo a DNA tipico desta
familia de fatores de transcricao.

A auséncia de ligacao pode ser interpretada de varias maneiras: é possivel que XLR-1
necessite de proteinas parceiras ou que o motif para esta proteina seja diferente do descrito
em outros fungos filamentosos ou que a proteina necessite de modificagcdbes pods-
traducionais que a bactéria nao realiza. Entretanto, SUN et al. (2012), descreveram a
sequéncia consenso 5-GGCTRR-3' como o possivel sitio de ligacao para XLR-1, o qual é o
existente nas regides promotoras dos genes analisados em nosso trabalho. Portanto, a
necessidade de proteinas parceiras € o mais provavel, 0 que pode ser corroborado pelos

resultados de expresséo génica.

2. O produto da ORF NCU04390 e regulacdo do metabolismo do glicogénio

O fator de transcricdo codificado pela ORF NCU04390 foi inicialmente selecionado
devido a alteracdo de acumulo de glicogénio em choque térmico apresentado pela linhagem
contendo esta ORF nocauteada. Foi observado um acumulo exacerbado do carboidrato em
condicao de estresse térmico em quantidade muito similar ao apresentado em crescimento
vegetativo. Além disso, foi observado na linhagem mutante na ORF NCU04390 que o nivel
do transcrito gsn sob a mesma condi¢do continuava elevado, demosntrando que a auséncia
deste fator de transcricdo promove um hiperacumulo de glicogénio bem como a perda do
controle transcricional de gsn.

Com o intuito de realizar uma caracterizacao funcional do fator de transcricao
codificado pela ORF NCU04390 foram realizadas analises de ChIP-Seq, uma vez que esta
proteina esta anotada no genoma do fungo como proteina hipotética. A técnica de ChIP vem
sendo amplamente utilizada para o isolamento de fragmentos de DNA ligados por proteinas
ou complexos proteicos in vivo (MARDIS, 2007). Ao associar esta técnica ao
sequenciamento de alto desempenho (ChlP-Seq), foi possivel a realizacdo de um
mapeamento ao nivel gendmico de sequéncias nucleotidicas possivelmente reconhecidas

por este fator de transcricao. O formaldeido € um dos reagentes mais comuns utilizados
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para a realizagdo de reagbes cruzadas (crosslink) entre DNA e proteinas. Por ser uma
molécula muito pequena, ele penetra faciimente nas células e inativa rapidamente as
proteinas ao reagir com as aminas primarias presentes nas proteinas e nos acidos nucleicos
(APARICIO et al., 2004), permitindo a realizagdo de uma “fotografia” das interacées DNA-
proteina ocorridas em determinadas condi¢des de crescimento do organismo. Pelo fato do
formaldeido promover também o crosslink entre proteinas, ele permite a identificacdo de
proteinas que interagem ao DNA indiretamente, ou seja, interagindo junto a outras proteinas
(KIM et al., 2006).

Analises de ChlIP-Seq realizadas com este fator de transcricdo mostraram que na
temperatura normal de crescimento ndo se observou a formacdo de picos referentes a
interagcdes DNA-proteina em nenhum gene. Por outro lado, foram encontradas 210 proteinas
possivelmente reguladas pela proteina hipotética 4390 em condicédo de estresse térmico.
Esse fato sugere que esta proteina esteja relacionada ao controle transcricional de genes na
condicao de estresse térmico. Pelas andlises realizadas nao foi possivel determinar se este
fator de transcricdo esta envolvido na regulacdo de genes sob outros tipos de estresse
(osmotico, pH, oxidativo). Andlises futuras serdao realizadas com o intuito de investigar
melhor a relagdo deste fator de transcricao e o controle transcricional de alguns genes em
tais condicbes de estresse. Pela figura 21 foi possivel verificar que a maioria dos genes
possivelmente regulados por este fator de transcricao sao proteinas hipotéticas. Atualmente
sabe-se a funcdo de somente 40% das proteinas codificadas pelo genoma do fungo N.
crassa (WANG et al.,, 2011). Em relacdo as proteinas contendo funcdes conhecidas foi
verificado que o maior grupo das proteinas possivelmente reguladas por este fato de
transcricdo é o das proteinas envolvidas no metabolismo de carbono, dado de extrema
importancia desta analise.

Com o intuito de comprovar os resultados obtidos na andlise de ChlP-Seq, analises
de interacdo DNA-proteina in vitro pela técnica de EMSA foram realizadas utilizando um
fragmento de 170 pb da regido 5’-promotora do gene codificador da enzima desramificadora
do glicogénio. Este fragmento foi escolhido devido a sua proximidade ao codon codificador
da metionina inicial deste gene (-341 pb) e pela quantidade de provaveis motifs de DNA
para esta proteina (3 ao todo). Foi observado a formagdo de complexo DNA-proteina
utilizando 6 pg da proteina 4390 inteira produzida na forma recombinante. A especificidade
da ligacédo ao motif 5-TACATR-3’ foi comprovada por meio do ensaio de competicdo, no
qual foi utilizado o competidor especifico ndo marcado radioativamente utilizando uma
concentragdo molar de 10X a concentragéao molar da sonda. Estes resultados corroboram as
analises de ChIP-Seq realizadas no laboratério do Dr. Freitag. A partir deste dado, podemos
sugerir a existéncia de outro ponto de controle sobre o metabolismo de glicogénio até entao
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nunca investigado: o papel da enzima desramificadora no controle do metabolismo do
glicogénio na situacao de choque térmico.

Ao analisar de forma conjunta os dados obtidos nas andlises de acumulo de
glicogénio e andlises dos transcritos gsn e gpn tanto a 30°C quanto em condi¢ao de choque
térmico, bem como os resultados obtidos pela interacdo DNA-proteina in vivo e in vitro
podemos pressupor que o fator de transcricdo codificado pela ORF NCU04390 esteja
atuando como um repressor transcricional de gsn sob condi¢cdao de estresse térmico. Além
disso, € bem provavel que este fator de transcricao também atue na regulagcdo da
transcricao do gene codificador da enzima desramificadora do glicogénio, o que num
primeiro momento justifica o elevado acumulo de glicogénio sob condicdo de estresse
térmico. Uma vez que os genes codificadores destas enzimas nao estejam sendo transcritos
ocorre uma deficiéncia tanto da sintese quanto na degradagao do carboidrato, justificando o
acumulo de glicogénio na condicao de estresse térmico. Andlises futuras serao realizadas
com o intuito de verificar 0 que ocorre com a transcricdo do gene codificador da enzima
desramificadora do glicogénio bem como com o gene codificador desta proteina hipotética
com o intuito de tentar elucidar o modo de participagcdo deste fator de transcricdo no
metabolismo de glicogénio.

A técnica de ChIP-Seq se mostrou uma ferramenta indispensavel para a
identificacdo de possiveis alvos no DNA gendmico para fatores de transcricdo. A
identificacdao sistematica de sequéncias nucleotidicas alvo para fatores de transcricao no
genoma aliada a analises da expressao génica em escala gendmica como, por exemplo, a
técnica de RNA-Seq, fornecera informacdes de suma importancia sobre como proteinas de
diferentes classes (fatores de transcricdo, polimerases, marcas epigenéticas) sao
responsaveis pelo controle da regulacao temporal da atividade dos genes envolvidos em

uma determinada via metabdlica em fungao a determinado estimulo.
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A Genome-wide Screen for Neurospora crassa
Transcription Factors Regulating Glycogen

Metabolism*
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Transcription factors play a key role in transcription reg-
ulation as they recognize and directly bind to defined sites
in promoter regions of target genes, and thus modulate
differential expression. The overall process is extremely
dynamic, as they have to move through the nucleus and
transiently bind to chromatin in order to regulate gene
transcription. To identify transcription factors that affect
glycogen accumulation in Neurospora crassa, we per-
formed a systematic screen of a deletion strains set gen-
erated by the Neurospora Knockout Project and available
at the Fungal Genetics Stock Center. In a wild-type strain
of N. crassa, glycogen content reaches a maximal level at
the end of the exponential growth phase, but upon heat
stress the glycogen content rapidly drops. The gene en-
coding glycogen synthase (gsn) is transcriptionally down-
regulated when the mycelium is exposed to the same
stress condition. We identified 17 deleted strains having
glycogen accumulation profiles different from that of the
wild-type strain under both normal growth and heat stress
conditions. Most of the transcription factors identified
were annotated as hypothetical protein, however some of
them, such as the PacC, XInR, and NIT2 proteins, were
biochemically well-characterized either in N. crassa or in
other fungi. The identification of some of the transcription
factors was coincident with the presence of DNA-binding
motifs specific for the transcription factors in the gsn
5’-flanking region, and some of these DNA-binding motifs
were demonstrated to be functional by Electrophoretic Mo-
bility Shift Assay (EMSA) experiments. Strains knocked-out
in these transcription factors presented impairment in the
regulation of gsn expression, suggesting that the transcrip-
tion factors regulate glycogen accumulation by directly reg-
ulating gsn gene expression. Five selected mutant strains
showed defects in cell cycle progression, and two tran-
scription factors were light-regulated. The results indicate
that there are connections linking different cellular pro-
cesses, such as metabolism control, biological clock, and
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The fungus Neurospora crassa has been widely used as a
model organism for the understanding of fundamental as-
pects of eukaryotic biology. The knowledge of its genome
sequence (1) has allowed the identification of proteins re-
quired for gene regulation, such as the transcriptional regula-
tory proteins. An examination of the classes of transcription
factors in the N. crassa genome reveals that the organism
carries elements shared by simple and complex metazoan
models (2). The availability of a set of deletion strains, each
carrying a deletion in a specific ORF encoding a transcription
factor, allows the screening for genes linked to a particular
phenotype. Here we used this mutant strains set to identify
transcription factors that either directly or indirectly regulate
glycogen metabolism in N. crassa.

In many organisms, glycogen is a carbon and energy re-
serve carbohydrate with an intricate metabolism regulation
that senses nutrient availability and other environmental con-
ditions. The amount of glycogen found in a particular situation
results from the balance between glycogen synthase and
glycogen phosphorylase activities. These enzymes regulate,
respectively, the synthesis and degradation of this compound
and they are both regulated by phosphorylation. Besides
reversible changes in their activities, glycogen levels are also
correlated with physiological conditions. In addition, other
proteins may also be involved in glycogen accumulation be-
cause protein activation resulting from different signaling
pathways affects glycogen storage (3, 4).

In N. crassa, glycogen content reaches a maximal level at the
end of the exponential growth phase. However, under stress
conditions, such as heat shock, glycogen content drops rapidly
(5, 6). The yeast Saccharomyces cerevisiae accumulates glyco-
gen under heat shock (7), demonstrating that yeast and N.
crassa show opposite responses concerning this environmental
condition. The glycogen decrease observed in N. crassa might
result from the regulation, at transcriptional level, of enzymes
involved in the carbohydrate metabolism, as transcription of the
gene encoding glycogen synthase (gsn) decreases under heat
stress (5, 8). The gsn promoter has one cis-acting STRE DNA
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TABLE |
Oligonucleotides used in this study

Primer Sequence?® Source Name Position (nt)
90-F 5'-CATATGTCGTCCACACCAGCCCAG-3’ ORF NCU00090 - 1to 21
90-R2 5'-GGATCCTTACTTGTGAACTGGAGCCTG-3’ ORF NCU00090 - 639 to 622
PacC-F 5’-GACCCAACAGCCCAACTT-3' gsn promoter pacC probe —1918 to —1901
GSN-RP3 5’-GCAACGAATACTCCCATG-3’ gsn promoter pacC probe —1789 to —1806
GSN-FP4 5'-CTGATTGGGAAAGGTCAGA-3’ gsn promoter nit2 probe —1645 to —1626
GSN-RP2 5'-CTGTTGACCTGCGTTAAC-3’ gsn promoter nit2 probe —1269 to —1286
XLNR-F2 5'-TGAGGGTGAGAAAGTTGC-3’ gsn promoter xInR probe —2173 to —2156
XLNR-R2 5’-TATTCTGCAACGGAACTCC-3’ gsn promoter xInR probe —2034 to —2053

2 Ndel and BamHl restriction sites are underlined in the sequences. Positions are according to the ATG start codon of translation. Stop codon

inserted in the ORF sequence is shown in bold.

motif, which is specifically bound by nuclear proteins activated
under heat shock. In S. cerevisiae, STRE is recognized by two
transcription factors, the zinc finger proteins Msn2p and Msn4p
(Msn2/4p), which mediate the cellular response to multiple
stresses and are components of the environmental stress re-
sponse (9). We have previously combined biochemical tech-
niques and a proteomic approach coupled to mass spectrom-
etry in an attempt to identify N. crassa proteins that are
activated upon heat shock and bind to the STRE motif of the
gsn promoter (10). Only hypothetical proteins having domains
that might be involved in transcription regulation were identified,
and none of them had a DNA-binding domain.

To identify transcription factors regulating glycogen metab-
olism in the fungus N. crassa, we used a mutant strains set
with single-gene deletions of known or putative transcription
factors to search for mutant strains having glycogen accumu-
lation profiles different from that in the wild-type strain. The
mutant strains were analyzed under normal growth tempera-
ture (30 °C) and under heat shock stress (45 °C). The results
described in this work showed that most of the transcription
factors identified have been annotated in the N. crassa data-
base (http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/neuro-
spora/Home.html) as hypothetical proteins. However, many
are proteins that have been functionally characterized, either
in N. crassa or in other fungi. This indicates that glycogen
metabolism regulation in eukaryotic cells comprises a com-
plex regulatory network involving metabolic and nutrient
sensing, which under certain circumstances could lead to
impairment of cellular development.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Neurospora crassa Strains and Growth Conditions—The N. crassa
strain FGSC 9718 (mus-51:: bar mat a), and a set of 147 mutant strains
individually knocked-out in genes encoding transcription factors were
purchased from the Fungal Genetics Stock Center (FGSC, University of
Missouri, Kansas City, Missouri, http://www.fgsc.net) (11). The deletion
strains comprise a set of mutants where each open reading frame
(ORF)" has been disrupted from start to stop codon by the insertion of
the hph gene (hygromycin B phosphotransferase) as a marker (12).

" The abbreviations used are: ORF, open reading frame; SREBP,
sterol regulatory element binding protein; STRE, Stress Response
Element; PMSF, phenylmethylsulfonyl fluoride.

The strains were cultivated in Vogel’s minimal medium (13) supple-
mented with 2% sucrose. After 10 days of culture, conidia were
suspended in sterile water and counted. For the heat shock experi-
ments, conidia (107/ml) were first germinated in 60 ml of Vogel's
minimal medium supplemented with 2% sucrose, at 30 °C and 250
rpm during 24 h. After this time an aliquot was removed, filtered,
frozen in liquid nitrogen and stored at —80 °C until use. The remaining
culture was filtered and transferred into fresh Vogel's medium pre-
heated at 45 °C. After 30 min, the mycelia were harvested by filtration,
frozen in liquid nitrogen, and stored at —80 °C.

Glycogen and Protein Quantification—Mpycelia pads were ground
to a fine powder in a prechilled mortar in liquid nitrogen, and extracted
into lysis buffer (50 mm Tris-HCI, pH 7.6, 100 mm NaF, 1 mm EDTA, 1
mmM PMSF, 0.1 mm tosyl-L-lysine chloromethyl ketone, 1 mm benz-
amidin, and 1 ug/ml of each pepstatin and aprotinin). Cellular extracts
were clarified by centrifugation at 3,000 X g, for 10 min at 4 °C, and
the supernatants were used for glycogen and protein quantifications.
Glycogen content was measured following the protocol described by
Hardy and Roach (14), with slight modifications. Briefly, 100 ul of the
crude extract was precipitated with 20% TCA (final concentration).
The supernatant was separated after centrifugation (5,000 X g, 10
min, 4 °C), the glycogen was precipitated with 500 ul of 95% cold
ethanol, collected by centrifugation, washed twice with 66% ethanol,
dried, and digested with a-amylase (10 mg/ml) and amyloglucosidase
(80 mg/ml). Free glucose was measured with a glucose oxidase kit,
and the glycogen content was normalized to the total protein con-
centration. Total protein was quantified by the Hartree method (15),
using BSA as standard.

RNA Extraction and Northern Assay—Total RNA was prepared
using the LiCl method according to Sokolovsky et al. (16). Total RNA
(15 pg) was electrophoresed on a 1.5% agarose-formaldehyde de-
naturing gel (17), at 65 V during 5 h, and then transferred to neutral
nylon membranes (Hybond N, GE HealthCare) in 2 X SSC. The blots
were probed with the full-length gsn cDNA (108 to 108 cpm), radiola-
beled with [a-32P]-dATP (3,000 uCi/mmol) by random priming (NEBIot
kit, Biolabs) in 10 ml of ULTRAhyb hybridization solution (Ambion,
Austin, TX), at 42 °C overnight. After hybridization, the blot was
washed twice in 2 X SSC, 0.1% SDS for 10 min, and twice in 0.1 X
SSC, 0.1% SDS for 15 min, and exposed to an x-ray film.

pacC cDNA Cloning and Production and Purification of the Recom-
binant Protein—For production of the truncated recombinant PACC
transcription factor a 639-bp fragment of the ORF NCU00090 was
amplified by PCR from a cDNA plasmid library (pYADE5-Nc) with the
oligonucleotides 90-F and 90-R2 (Table ). The underlined sequences
correspond to the Ndel and BamHI sites, respectively. The amplified
fragment was cloned into the Ndel-BamHI sites of the pET28a vector
leading to the plasmid construction pET-APACC for the expression of
a truncated protein containing the N-terminal 213 amino acids fused
with His-tag. The plasmid construction was confirmed by DNA se-
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quencing. For expression of the PACC recombinant protein, the plas-
midial construction was used to transform competent E. coli cells
from BL21 (DE3) pLysS strain. Cells were grown at 37 °C in LB
medium containing appropriate antibiotics and the recombinant pro-
tein was induced by addition of 0.4 mm final concentration of IPTG for
4 h, 37 °C. Cells were harvested by centrifugation, suspended in lysis
buffer (50 mm Tris-HCI, pH 8.0, 300 mm NaCl, 20 mm imidazole, 20%
v/v glycerol, 0.5 mm PMSF, 25 mm benzamidine and 50 mm NaF) and
lysed by sonication. The supernatant was clarified by centrifugation
and subjected to affinity chromatography. The recombinant protein
was eluted with linear imidazole gradient (20-500 mm) and dialyzed
against dialysis buffer (10 mm Tris-HCI pH 7.9, 100 mm KClI, 20% v/v
glycerol, 1 mm EDTA, 0.5 mm dithiotreitol). Purified protein was ana-
lyzed by SDS-PAGE with Coomassie Birilliant Blue staining (18) and
quantified (15).

Preparation of Crude Cellular Extract—Mycelium of the wild-type
strain grown at 30 °C was used to prepare the cellular extract. About
10 mg of frozen samples were ground to a fine powder under liquid
nitrogen in a prechilled mortar, homogenized in a 20 ml of lysis buffer
(15 mm HEPES-KOH pH 7.9, 10% w/v glycerol, 500 mm KCI, 5 mm
MgCl,, 0.5 mm EDTA, 1 mwm dithiotreitol, 0.5 mm PMSF, 10 ug/ml each
of antipain and pepstatin A, 25 mm benzamidine, 50 mm NaF) and
stirred with glass beads in 8 cycles of 30 s of agitation and 30 s on ice.
Crude cellular extract was obtained after centrifugation (3,200 X g, 2
min, 4 °C), dialyzed against buffer D (15 mm HEPES-KOH pH 7.9,
15% w/v glycerol, 100 mm KCI, 1 mm EDTA) at 4 °C for 2 h, and
cleared by centrifugation (20,000 X g, 20 min, 4 °C) before loading
onto a HiTrap Heparin-Sepharose FF column (GE Healthcare). Total
proteins were eluted by using a 0.1-1.5 m KCl linear gradient and the
protein fractions were dialyzed against buffer D plus 0.5 mm PMSF, 25
mM benzamidine and 50 mm NaF, frozen in liquid N, and stored at
—80 °C. Total protein was quantified (15).

Electrophoretic Mobility Shift Assay—DNA-protein binding reac-
tions were carried out in 1 X binding buffer (25 mm HEPES-KOH pH
7.9,20 mm KCI, 10% v/v glycerol, 1 mm dithiotreitol, 0.2 mm EDTA, 0.5
mmMm PMSF, 12.5 mm benzamidine, 5 ug/ml of each antipain and
pepstatin A) containing 2-4 g poly(dl-dC).(dI-dC) as unspecific com-
petitor, and either 2.0 ng of PACC recombinant protein or 35 ug of
crude cellular extract. The radiolabeled DNA probe (~10* cpm) was
added and reactions were incubated during 20 min at room temper-
ature. Free probe was separated from DNA-protein complexes by
electrophoresis on a native 4% polyacrilamide gel in 0.5 X Tris
borate-EDTA (TBE) buffer (300 V, 10 mA, 10 °C). After electrophore-
sis, the gel was dried and autoradiographed. For competition assays,
an excess of specific DNA competitor was added to the binding
reactions 10 min prior the incubation with the radiolabeled probe.

DNA Probes and Competitors for EMSA—To produce the 134-bp
nit2, 146-bp pacC, and 139-bp xInR probes, DNA fragments contain-
ing the nit2, pacC, and xInR cis elements from the gsn promo-
ter, respectively, were amplified from the IV9A-1 plasmid
(GenBank#AF417205) using the oligonucleotides described in Table |
in the presence of [a-32P]-dATP (3,000 Ci/mmol). The DNA probes
were purified on a 2% low-melting point agarose gel. Unlabeled nit2,
pacC and xInR probes, used as specific DNA competitors, were
quantified by measuring the absorbance at 260 nm, and added to the
binding reaction in 10-fold molar excess.

Flow Cytometry Analysis—Conidia were harvested by centrifuga-
tion after growing in Vogel’s minimal solid medium with 2% sucrose,
and a total of 5 X 10 cells were suspended in 0.5 ml of Pl solution
(0.1% v/v Triton X-100, 0.1% sodium citrate, 0.9 U/ml RNase A, 50
ng/ml propidium iodide). The cell suspension was kept in the dark for
1.5 h at room temperature. A FACSCalibur™ flow cytometer
equipped with CellQUEST™ software (Becton Dickinson, San Juan,
CA) was used to analyze cell size using a Forward Scatter detector

Fic. 1. Families of N. crassa transcription factors. Distribution in
percentage of transcription factor families represented by mutant
strains analyzed here.

(FSC-H), and cell complexity using a Side Scatter detector (SSC-H).
Propidium iodide incorporation was measured using a fluorescence
detector, with an excitation wavelength of 488 nm and an emission
wavelength of 585/42 nm. Ten thousand events were evaluated per
sample. The experiments were repeated at least three times.

Bioinformatic Tools— Online bioinformatic tools were used to pre-
dict the biochemical parameters of the selected transcription factors.
The nucleotide sequences of the knocked-out ORFs codifying the
transcription factors were identified in the fungus genome at the
Broad Institute home page (http://www.broad.mit.edu/annotation/ge-
nome/neurospora/Home.html). The polypeptide sequences were
compared against the database of sequences available at the Na-
tional Center for Biotechnology Information (NCBI), using the BlastP
tool (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/) to identify sequences with
known function similar to the search sequence. For the theoretical
estimates of the isoelectric point and molecular weight, the
ProtPAram tool at the EXPASY server was used (ca.expasy.org). The
presence of protein domains was investigated using the N. crassa
genome at the FGSC (http://www.fgsc.net/scripts/strainsearchfor-
m.asp), SMART (http://smart.embl-heidelberg.de), and Pfam 22.0
(http://pfam.sanger.ac.uk) web sites. The presence of classical Nu-
clear Localization Signals (cNLS) was determined by PSORTII (http://
psort.nibb.ac.jp/form2.html), and the presence of cis DNA elements in
the gsn promoter was determined by Matlnspector (www.
genomatix.de).

RESULTS

We screened a set of N. crassa mutant strains, each carry-
ing a deletion in a single gene encoding a transcription factor.
Fig. 1 shows the transcription factor families to which the
proteins belong. Most belong to the Zn,Cysg fungal binuclear
cluster family, which is fungus-specific and the largest class
of transcription factors in N. crassa (2). The second largest
class of transcription factors analyzed in this work is the C,H,
family, found in both prokaryotic and eukaryotic organisms. A
considerable number of miscellaneous factors were
screened, including the CAAT-binding transcription factors,
and transcription factors carrying the forkhead, homeobox,
RING finger, and WD repeat domains. These factors usually
play important roles in the cell cycle biology of eukaryotic or-
ganisms. A smaller number of transcription factors belonging to
the bZIP, GATA, and bHLH families was also screened (2).

Transcription Factors Controlling Glycogen Accumulation—
Previous results from our group have shown that wild-type N.
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Fic. 2. Glycogen accumulation before and after heat shock in
selected mutant strains. Glycogen was extracted from mycelia sub-
mitted or not to heat shock (transfer from 30 °C to 45 °C), digested
with a-amylase (10 mg/ml) and amyloglucosidase (30 mg/ml), and the
free glucose was enzymatically determined with a glucose oxidase
kit. Results represent the average of at least three independent ex-
periments. WT, FGSC 9718 strain.

crassa accumulates glycogen at high levels at the end of the
exponential growth phase while growing under its regular
temperature (30 °C), and that the glycogen content decreases
when the mycelium is exposed to heat shock (45 °C) (5, 6). To
identify transcription factors regulating glycogen metabolism
in the fungus N. crassa, we used a mutant-strain set with
single-gene deletions of putative or already known transcrip-
tion factors to search for mutant strains having glycogen
accumulation profiles different from that found in the wild-
type strain. The mutant strains were analyzed under normal
growth temperature (30 °C) and heat shock stress (45 °C).
Of the 147 mutant strains analyzed, 17 presented patterns
of glycogen accumulation different than the wild-type strain
(Fig. 2). Five strains (knocked-out in the ORFs NCU08000,
NCU09739, NCU06971, NCUO01154, and NCUO00090) were
selected because they did not show differences in their gly-
cogen content either before or after heat shock. Note that at
both temperatures, low levels of glycogen accumulated in the
strains with deleted NCU09739, NCU06971, and NCUO01154
ORFs. The strains with deleted NCU04851, NCU00808,
NCU04390, NCU02713, NCU03043, and NCU06205 ORFs

were selected because they showed less pronounced reduc-
tion in glycogen levels after heat shock, compared with the
wild-type strain. Two mutant strains (mutated in the ORFs
NCUO01097 and NCUQ1994) showed extremely large glycogen
content reductions after heat shock. Interestingly, the strains
mutated in the ORFs NCU01629, and NCU04731 accumu-
lated more glycogen under the heat shock condition than
under the normal growth condition. Finally, a hyper-accumu-
lation of glycogen was observed in the NCU01629 and
NCU09068 ORFs deleted strains in both temperatures. All of
these mutant strains showed impaired control of glycogen
accumulation, compared with the wild-type strain, suggesting
that the transcription factors missing in the mutant strains
might be involved in the regulation of glycogen accumulation.

The biochemical and molecular characteristics of the se-
lected transcription factors are shown in Table Il. Most belong
to the Zn,Cysg zinc finger family, the largest class in N. crassa
(2). Four proteins belong to the C,H, zinc finger family, and
two to the GATA zinc finger, a family only found in eukaryotic
organisms. The bHLH and bZIP transcription factor families
both have one member among the selected proteins, and
proteins having either the forkhead domain or the Tup-N-
terminal and WD repeats, which belong to the miscellaneous
factor family (2), were also selected in our screen. Fifteen
selected transcription factors have cNLS, which are amino
acid sequences that target cargo proteins into the nucleus,
either monopartite or bipartite (19). Two transcription factors
(ORFs NCU09739 and NCU06205) do not have amino acid
sequences characteristic of cNLS. One transcription factor,
annotated as hypothetical protein, might have a nonclassical
NLS (ORF NCUQ09739), and the rco-1 (regulation of conidia-
tion) gene product is the S. cerevisiae Tup1 homolog (ORF
NCU06205, described below).

Most of the selected transcription factors have not yet been
characterized at the protein level, and were annotated as
hypothetical proteins in the N. crassa database (Table ll),
whereas many of them have been described as being involved
with growth and development in the fungus (12). Only a few
proteins have functional roles that have already been exten-
sively studied. One is the N. crassa NIT2 protein (ORF
NCU09068), a GATA transcription factor that interacts with
the Zn,Cysg NIT4 protein to activate expression of nitrate and
nitrite reductases (20). Another is the S. cerevisiae Tup1 or-
tholog RCO-1 protein (ORF NCU06205), functionally charac-
terized as a regulatory protein that mediates mycelial repres-
sion of conidiation gene expression (21). The gene annotated
as pacC (ORF NCUO00090) is the pacC/RIM101 ortholog, ex-
tensively studied in Aspergillus nidulans and S. cerevisiae as
encoding a transcription factor involved in pH regulation by
activating genes in alkaline conditions and repressing those
genes expressed in acidic conditions (22). The ctf-1«a gene
(ORF NCU08000) product is the well-characterized cutinase
transcription factor Ctf1a ortholog, which was described as
upregulating genes encoding cutinase enzymes in other fila-
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TaBLE Il

Classification of the transcription factor family, annotation, biochemistry, and structural characteristics of the proteins selected
The identification of each strain was made according to the FGSC number. Theoretical estimate of physical and chemical characteristics and
identification of cNLS were performed according to ProtPAram tools (www.expasy.org/tools/protpar-ref.html) and Psortll (http://psort.
nibb.ac.jp/cgi-bin/runpsort.pl), respectively. MW, molecular weight; pl, isoeletric point; cNLS, classical Nuclear Localization Signals; M,

monopartite; B, bipartite; NI, not identified.

Transcription factor

Theoretical

FGSC# ORF family MW/pl cNLS Annotation? Gene Reference

11004 NCUO08000 Zn,Cysg zinc finger 105.43/6.78  33-PTPKRKK (M) Cutinase transcription factor 1a  ctf-1a 23
600-KRHRR (M)

11089  NCUO01097 Zn,Cysg zinc finger ~ 90.23/6.34  36-KRVKAVTQACHTCRRYK (B) Hypothetical protein NI -

11062 NCU09739 Zn,Cysg zinc finger  75.09/7.85 NI Hypothetical protein ada-7 -

11067 NCU06971 Zn,Cysg zinc finger 103.16/6.44  87-PIRRRIS (M) Transcriptional activator XInR xInR 28
128-RKKR (M)

11089 NCU04851 Zn,Cysg zinc finger 119.36/7.87  268-PKEKRWP (M) Hypothetical protein NI -
221-PKRRNRPAVSCIPCRGRKI (B)

11102 NCU01629 C,H, zinc finger 45.91/8.82  240-PRPKRQQ (M) Hypothetical protein NI -

11123  NCUO00808 Zn,Cysg zinc finger  66.25/5.79  185-PRIKTKK (M) Hypothetical protein NI -

11126 NCUO01154 GATA zinc finger 51.01/8.89  402-KRKK (M) Hypothetical protein sub-1 -

11134  NCUO04390 Zn,Cysg zinc finger ~ 93.67/6.6 89-PQPPRRRKKK (M) Hypothetical protein col-22 -
94-RRKKKPHERDLIDRLKKY (B)

11139  NCUO04731 bHLH 117.54/6.17  276-PNSRKRK (M) Hypothetical protein sah-2 33

11348 NCU02713 C,H, zinc finger 31.2/8.99 107-KRPR (M) Hypothetical protein csp-1 30

11355 NCUO03043 C,H, zinc finger 41.73/ 8.57 312-KKHK (M) Protein FIbC NI -
361-RRHKK (M)

11397  NCUO00090 C,H, zinc finger 67.3/7.19 280-PFDARKR (M) pH response transcription factor pacC-1 37
285-KRQFDDLNDFFGSVKRR (B) pacC/RIM101

11437  NCUO00019 Forkhead domain 74.61/7.86  33-PSKRRKK (M) FKH1 protein NI -
454- PASSRKRK (M)

11371 NCU06205 Tup-N-Terminal & 66.08/6.42 NI Transcriptional repressor rco-1 21

WD repeats

11392 NCU09068 GATA zinc finger 109.29/8.89  287-PIKARKD (M) Nitrate catabolic enzyme nit-2 39
325-RKTSIDETSKRNPNRKR (B) regulatory protein

11342 NCUO01994 bzIP 36.01/5.26  140-PAQSRRK (M) Hypothetical protein NI -

144- RRKAQNRAAQRAFRERKE (B)

2 Annotation was performed according to Borkovich et al. (2) and the N. crassa database at the FGSC site (http://www.broadinstitute.org/

annotation/genome/neurospora/MultiHome.html).

mentous fungi, such as Fusarium solani (23, 24) and F. oxy-
sporum (25). The NCUQ03043 gene product revealed homol-
ogy (68% identity) with the FLE1 protein of Podospora
anserina (26) and the FIbC protein of different fungi including
A. clavatus and A. fumigatus (27). Both FLE1 and FIbC are
transcription factors involved in fungi development. Finally,
the XInR ortholog encoded by the ORF NCU06971 is a global
transcriptional activator controlling the expression of genes
encoding xylanolitic and cellulolytic enzymes, which was first
isolated in A. niger (28).

Although most of the transcription factors identified in our
screen were annotated as hypothetical proteins, some
showed homology with proteins that have already been stud-
ied. The ORF NCU02713 deleted strain corresponds to the N.
crassa csp-1 (conidial separation-1) mutant previously iso-
lated by Selitrennikoff et al. (29), which showed improper
separation of conidia from hyphae. This gene was recently
described to encode a light-inducible transcription factor (30).
The protein codified by the ORF NCU01994 is the Candida
albicans Fcr3 (fluconazole resistance 3) ortholog transcription
factor (31). The Fcr3 protein was able to complement a S.
cerevisiae mutant strain lacking the transcription factors Pdr1

and Pdr3, which control the expression of several genes
involved in Pleiotropic Drug Resistance. The NCU00019 gene
product belongs to the forkhead (or Fox, for Forkhead box)
transcription factor family, which has been identified in many
metazoans as playing important roles in diverse biological
processes (32). The ORF NCU04731 encodes a protein hav-
ing 52% identity with the S. pombe Sre1 transcription factor,
a sterol regulatory element binding protein (SREBP) function-
ally conserved among different fungi. Fungal SREBPs are
hypoxic transcription factors required for adaptation to a low
oxygen environment (33). Finally, the ORFs NCU01097,
NCU09739, NCU04851, NCU01629, NCU00808, NCU01154,
and NCUO04390 encode hypothetical proteins without any
previously described function.

gsn Expression in Selected Mutant Strains —To investigate
whether the glycogen accumulation pattern of mutant strains
could be related to gsn regulation, gene expression analysis
was performed by Northern blot. Previous results from our
group have shown a decrease in gsn transcript levels when
mycelium of the wild-type N. crassa were transferred from
30 °C to 45 °C (5, 8). In the present study, gsn gene expres-
sion in the selected mutant strains was analyzed before and
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Fic. 3. gsn gene expression assay by Northern blot before and after heat shock in the selected mutant strains. Mycelia were cultivated
at 30 °C for 24 h and then shifted to 45 °C. Samples were collected before (0) and after (HS) temperature shift and total RNA was extracted.
Total RNA (15 ng) was separated by electrophoresis in a denaturing formaldehyde gel, transferred to nylon membrane and probed with the
[«-32P] radiolabeled full-length gsn cDNA. A, upper panel, gel autoradiography, lower panel, the 18 S rRNA was used as loading control after
ethidium bromide staining of the same gels. B, densitometric analysis of the gsn gene expression relative induction (Imaged software). Results
represent the average of at least three independent experiments. WT, FGSC 9718 strain.

after exposure to 45 °C. Many of the mutant strains presented
a gsn transcription profile similar to that observed in the
wild-type strain, in which a lower gsn expression was ob-
served after heat shock (Fig. 3). However some mutants
showed differences, either because the transcript levels
were slightly reduced after heat shock (as seen, for example,
for strains with deleted NCU04851, NCU01629, and
NCU04731 ORFs), or because the transcript levels were
strongly reduced after heat shock (as for strains with deleted
NCUO00019 and NCUO01994 ORFs), as compared with the
wild-type strain. Surprisingly, some of the mutant strains
showed equal transcript levels both before and after heat
shock (strains with NCU06971, NCU04390, and NCU03043
deleted ORFs), indicating loss of gsn gene expression regu-
lation after heat stress. Also, high transcript levels for
NCUO04390 ORF deleted strain (both before and after heat
shock) and NCU06205 ORF deleted strain (before heat shock)
were detected.

An attempt to correlate the gsn expression profile with the
glycogen accumulated under both environmental conditions
analyzed in this work indicated that in several mutant strains
the amount of glycogen correlated with gsn transcript levels
(Fig. 3). For example, the NCU06971 ORF deleted strain
showed equal amounts of glycogen and the same transcript

levels before and after heat shock. In addition, the amount of
glycogen and the gsn transcript levels before heat shock were
lower than that found in the wild-type strain. A good correla-
tion was also observed for the strains mutated in the ORFs
NCU04851, NCU04390, and NCUO0199. However, the hyper-
accumulation of glycogen observed in the ORF NCU09068
mutant strain may not solely result from gsn expression, as
low transcript levels were observed under both environmental
conditions. Thus, the transcription factors could act either
directly on gene expression or indirectly, by regulating a gene
whose product affects gene expression.

A search for putative transcription factor binding sites on
the gsn 5’-flanking region was performed using the Matin-
spector tool. One putative binding site for the CTFa, PacC,
and NIT2 proteins was found at positions —2248, -1803, and
—1558 bp, respectively, two putative binding sites for the Sre1
(positions =1758 and —2024) and XInR (positions —2071 and
—-2252) orthologue were found, and five sites were identified
for the Mig1 orthologue at positions —2305, -2026, -1592,
-1487, and =317, relative to the ATG start codon (Fig. 4). The
S. cerevisiae Mig1 transcription factor, the Cre1/CreA protein
orthologue in filamentous fungi, is a major protein that drives
the complex Ssn6-Tup1 by repressing a set of glucose-re-
pressible genes (34). Interestingly, the Tup1 protein is the N.
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Fic. 4. Representation of the gsn gene 5’-flanking region. A, the relative position of the DNA motifs recognized by the transcription factors
Mig1 (@), PacC (#), NIT2 (¢), XInR (M), Sre1p (O), and CTF1«a (J) are indicated. The TATA-box sequence is indicated by T. The gsn ORF is
delimited by the ATG start codon and the TAA stop codon. The Transcription Initiation Site (TIS) is represented by an arrow. B, regulatory DNA

elements found in the gsn gene 5’-flanking region.

crassa RCO-1 protein (NCU06205) ortholog, which was iden-
tified in the present study as a putative transcription factor
involved in the regulation of glycogen metabolism.

Binding of the Transcription Factors to the gsn Promoter—
Gel shift analysis was performed to investigate whether some
of the selected transcription factors having putative cis motifs
in the gsn promoter were able to recognize and bind to DNA
fragments containing their respective motifs. As shown in Fig.
5, the recombinant PACC protein bound to the pacC probe
and formed a unique and strong DNA-protein complex (Fig.
5A, lane 2), which was reduced in the presence of a 10-fold
molar excess of unlabeled pacC probe (Fig. 5A, lane 3). This
finding shows that the pacC cis element present in the gsn
promoter is an active binding site for the PACC transcription
factor. The NIT2 and XLNR putative binding sites were ana-
lyzed using crude cellular extract (CCE) prepared from myce-
lium from the wild-type strain fractionated by affinity chroma-
tography. Two chromatographic fractions were analyzed in
binding reactions with the nit2 probe, as shown in Fig. 5B.
DNA-protein complexes were observed in the two fractions
(Fig. 5B, lanes 2 and 4), which were removed in the presence
of 10-fold molar excess of the unlabeled probes (Fig. 5B,
lanes 3 and 5). One fraction was used to analyze the xInR
probe and a specific complex was observed (Fig. 5C, lane 2),
which was also reduced in the presence of 10-fold molar
excess of the unlabeled probe (Fig. 5C, lane 3). Taken to-
gether, the results indicate that the transcription factors ana-
lyzed were able to bind to their cis elements present in the gsn
promoter, suggesting they may have a role in glycogen me-
tabolism regulation.

Flow Cytrometric Analysis—Flow cytometric analysis was
used to investigate the cell size, cell complexity, and level of

propidium iodide (PI) incorporation of the selected mutant
strains. Pl is a red fluorescent compound that binds to DNA
and can be used to evaluate DNA content in individualized
cells by flow cytometry. The intensity of fluorescence is pro-
portional to the quantity of DNA available to Pl intercalation.
The DNA content in a cell can vary as a function of the cell
cycle phase, therefore the comparative intensity of fluores-
cence is GO/G1 < S < G2/M. Apoptotic cells carry condensed
and fragmented DNA promoting a lower fluorescence than
cells at GO/G1. This analysis was performed for 10,000 cells
from each mutant strain, and compared with the wild-type
strain. Fig. 6 shows the results obtained from the Forward
Scatter and Side Scatter detectors, which reveal cellular size
and complexity, respectively. From all strains analyzed, the
NCU02713, NCU03043, NCU06205, and NCU09739 ORFs
deleted strains presented altered light scattering profiles,
compared with the wild-type strain. The NCU02713 ORF de-
leted strain showed a discrete increase of cells that was
smaller and slightly less complex. The NCU03043 and
NCUO09739 ORFs deleted strains presented expressive in-
crease of smaller size cells and decreased complexity,
whereas the NCU06205 ORF deleted strain showed a distinct
increase of smaller cells together with some decrease in com-
plexity. It is important to mention that the parameter of com-
plexity (i.e. shape of the nucleus, the amount and type of
cytoplasmic granules and membrane roughness) can be af-
fected by cell size.

Fig. 7 shows the results obtained from mutants that showed
changes on fluorescence profile by PI treatment. All mutants
with defective morphology presented some alteration in Pl
incorporation, as revealed by overlapping the mutants and
wild-type strain profiles (right panels). The areas M1 and M2
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Fic. 5. Binding of proteins from N. crassa WT strain to fragments of the gsn promoter. A, upper panel, schematic representation of the
pacC probe with the PACC motif (small black diamond) and part of its neighboring sequences. Lower panel, gel shift analysis of PACC motif
using 2 ug of the His-APACC recombinant protein. Lane 1, pacC probe, no protein added. The DNA-complexes are indicated by arrows. B
and C, upper panels, schematic representation of the nit2 and xInR probes, respectively, with their motifs (small black diamond) and part of
their neighboring sequences. Lower panels, gel shift analysis of NIT2 and XLNR motifs using Heparin-Sepharose chromatographic fractions
(F1 and F2). An amount of 35 ug of each fraction obtained by affinity chromatography of crude cellular extract was assayed. Lane 1, nit2 and
xInR probes, no protein added; Lanes 2 and 4, binding in the absence of the specific competitors; Lanes 3 and 5, binding in the presence of
the specific competitors. CCE, crude cellular extract; UC, unspecific complex; O, gel origin; SC, specific competitor; FP, free probe.

represent cells at transition phases G0/G1 and G2/M of the
cell cycle, respectively. The NCU02713 ORF deleted strain
presented a high Pl content for cells at the G2/M transition
phase, indicating that this strain can carry some cellular
impairment associated with the G2/M phase. The
NCU03043 and NCU06205 ORFs deleted strains showed
similar profiles, with a high content of cells between the M1
and M2 areas. This area represents cells at the S phase,
indicating that these strains can carry impairments associ-
ated with the S phase or related to the S/G2 transition
phase. The NCU09739 ORF deleted strain presented a high
content of cells prior to the M1 area. Here, low PI incorpo-
ration might be a consequence of either loss of DNA content
because of an irregular cell cycle, or DNA fragmentation
associated to apoptosis. It is noteworthy that the mutant
strains shown in Fig. 7 display visible and severe growth
defects, such as low conidiation and reduction in both the
extension and production of aerial hyphae, compared with
the wild-type strain, indicating that the proteins are required
for normal vegetative growth and development.

DISCUSSION
The release of the complete N. crassa genome (1) and the
availability of a mutant strains collection with each strain

deleted in a single gene have allowed us to perform a screen-
ing aimed to investigate specific aspects of the fungus cell
biology. In this type of screen, the phenotype analyzed cor-
responds to a loss of function, so that conclusions can be
drawn concerning the involvement of a particular gene prod-
uct in the phenotype scored as emphasized in a similar screen
in S. cerevisiae (35). In this work, we detected alterations in
glycogen accumulation in N. crassa strains deleted in tran-
scription factors, to identify not yet previously described tran-
scriptional regulators of glycogen metabolism. Transcription
factors often control gene transcription through binding to
specific DNA-binding sites, which can either promote (acti-
vate) or repress (inhibit) the recruitment of the transcription
initiation machinery. To fully understand a gene function, it is
helpful to understand the regulatory network context in which
the gene participates, and that includes identification of the
transcription factors involved in its regulation.

The fungus N. crassa has been widely used as a model
organism, as it exhibits both asexual development and sexual
differentiation. Following the availability of its genome se-
quencing, it has emerged as a suitable model organism for
higher eukaryote studies because of its multicellularity and the
high number of genes without orthologues available in public

10.1074/mcp.M111.007963-8

Molecular & Cellular Proteomics 10.11



Transcription Factors and Glycogen Metabolism Regulation

Fic. 6. Morphological analysis of the
mutant strains by flow cytometry.
Analysis of cell size (FSC-H) and cell
complexity (SSC-H) was performed us-
ing 10,000 events. Results from one of at
least three independent experiments are
shown.

databases. It is typically a haploid organism, undergoing only
a very transient diploid stage immediately prior to meiosis. In
addition, the existence of gene-silencing mechanisms, such
as the Repeat Induced Point Mutation, that eliminate dupli-
cated sequences (36), makes it an advantageous organism in
the type of screen performed in the present work, which is
based on mutant strains having single gene deletion.

Herein we used a quantitative assay to measure glycogen
accumulation in a set of strains with deleted transcription

factors. Our results demonstrate that transcription factors
belonging to different families regulate glycogen metabolism
during vegetative growth and also under a stress condition
such as heat shock. It should be noted that the amount of
glycogen that is accumulated results from the balance be-
tween glycogen synthase and glycogen phosphorylase activ-
ities. These enzymes are regulated in an opposite way; phos-
phorylation activates glycogen phosphorylase and inhibits
glycogen synthase. In N. crassa glycogen synthase activity is

Molecular & Cellular Proteomics 10.11
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Fic. 7. Analysis of propidium iodide (Pl) incorporation by the
selected mutant strains using flow cytometry. Pl fluorescence
(FL2-H) was measured for 10,000 events. The M1 and M2 areas reveal
cells at the GO/G1 and G2/M phases of the cell cycle, respectively. The
area between M1 and M2 is related to cells at the S phase of the cell
cycle. The sub-M1 area is related to cells with low PI incorporation.
Results from one of at least three independent experiments are shown.

inhibited under heat shock (45 °C) whereas glycogen phos-
phorylase activity is activated under the same condition (5, 6).
Many of the transcription factors identified in our screen have

been functionally characterized in different organisms, and
some of them may play a role in the control of glycogen
metabolism. This hypothesis is reinforced by the existence of
DNA-binding sites specific for the transcription factors found
in the gsn gene 5'-flanking region.

The transcription factor PacC responds to changes in ex-
tracellular pH by activating specific alkaline genes and re-
pressing specific acid genes (37). Here, we demonstrated that
this transcription factor binds to gsn promoter. The transcrip-
tion factor XInR is described as a transcriptional activator
controlling the expression of genes encoding xylanolytic and
cellulolytic enzymes in filamentous fungi (28). Our results in-
dicate the latter transcription factor may also control the
expression of genes encoding enzymes required for the me-
tabolism of other carbon sources, such as the enzymes in-
volved in glycogen metabolism, thus up-regulation of gsn
expression results in glycogen accumulation. Interestingly, it
has been shown that the XInR-induced expression of genes
encoding xylanolytic enzymes is modulated by the carbon
catabolite repressor Cre1/CreA transcription factor in Asper-
gillus (38). The Cre1/CreA fungal protein is the S. cerevisiae
Mig1 transcription factor orthologue that has five putative
binding sites in the promoter gsn, suggesting that this tran-
scription factor is a protein that deserves further investigation
concerning the regulation of glycogen metabolism.

Another transcription factor identified in our screen is the N.
crassa NIT2 protein (AreA in A. nidulans), a member of the
GATA factors family, already characterized in N. crassa as a
positive regulator of genes encoding enzymes for nitrogen
source catabolism under nitrogen limiting conditions (39).
Based on our results, we can suggest that this transcription
factor acts as a repressor of carbon metabolism, because the
knocked-out strain showed loss of glycogen accumulation
regulation, despite having low gsn gene expression as com-
pared with the wild-type strain. A link between carbon and
nitrogen regulation was reported by Lockington et al. (40),
who described the effect of both carbon and nitrogen sources
on the amount of cellulases secreted in A. nidulans. Although
the result was preliminary, the authors suggested the exist-
ence of a link in the regulation of the carbon and nitrogen
utilization pathways in filamentous fungi.

Although most transcription factors here identified belong
to the zinc finger family, at least one member of the bHLH,
bZIP, forkhead, and WD repeat proteins was also identified.
Interestingly, the bHLH transcription factor identified in this
work (NCU04731) has, at the C-terminal region, a domain
found in ER membrane-bound transcription factors called
SREBP. The SREBPs can be distinguished from other bHLH
proteins by the presence of a tyrosine instead of an arginine
residue in their basic regions (41). The first SREBP fungal
orthologue was identified in S. pombe (42), and more recently
it was characterized in other fungal species, such as Candida
albicans (43), A. fumigatus (44), and Cryptococcus neofor-
mans (45). The ability to respond to sterol is conserved be-
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tween mammalian and fungal SREBPs, however the fungal
proteins are hypoxic transcription factors required for growth
by regulating genes under low-oxygen conditions (33). The
knocked-out N. crassa strain for this transcription factor
showed impaired glycogen accumulation compared with the
wild-type strain, which did not correlate with gsn gene ex-
pression. Considering that glycogen accumulates under an-
aerobic conditions, a potential involvement of this transcrip-
tion factor in this metabolic process cannot be ruled out and
deserves further investigation.

A very interesting transcription factor identified in our
screen is the RCO-1, characterized in N. crassa as a regula-
tory protein that mediates mycelial repression of conidiation
gene expression (21). It is a homologue of S. cerevisiae Tup1,
a multidomain protein that mediates transcriptional repression
of genes concerned with a variety of processes. In S. cerevi-
siae, Tup1 and Ssn6 proteins comprise a protein complex that
is required for repression of several apparently unrelated
genes, including glucose-repressible genes. They need to be
physically associated in order to be recruited to promoters by
trans-acting DNA-binding proteins (34). Our results indicate
that this transcription factor could also control glycogen me-
tabolism as a repressor of gsn gene expression in order to
favor free glucose inside the cell. Recent results have shown
that RCO-1 participates in photoadaptation in N. crassa by
repressing gene transcription after a long exposure to light
(46), showing that a mutation that affects the conidiation
process also presents clock effects (47).

As previously mentioned, the csp-7 gene product identified
in our screen is also a light-inducible transcription factor (30),
and a strain mutated in this gene developed superficially
normal-looking conidia that failed to completely separate and
remained tightly linked (29). The fact that both proteins
(RCO-1 and CSP-1) play roles in conidiation and in circadian
rhythms, and that the strains mutated in these proteins
showed improper glycogen accumulation, led us to speculate
on the existence of a connection between circadian clocks
and glycogen metabolism, similar to what was described for
trehalose in N. crassa (48). In the latter case, the gene encod-
ing trehalose synthase is a clock-controlled gene (ccg-9), thus
connecting the requirement for trehalose in clock regulation.
In Drosophila, Zheng and Sehgal (49) demonstrated that the
AKT and TOR-S6K pathways, which are the major regulators
of nutrient metabolism, cell growth, and senescence, affect
the brain circadian clock that drives behavioral rhythms. An-
other recent example of a link between metabolism and cir-
cadian rhythms was described by Doi et al. (50), providing
direct evidence of the action of the circadian clock in the
regulation of mammalian glycogen metabolism. The authors
demonstrated that the CLOCK transcription factor regulates
the circadian rhythms of hepatic glycogen synthesis
through transcriptional activation of Gys2 (glycogen syn-
thase 2), which is the rate-limiting enzyme of glycogenesis
in the liver.

The fact that deletion of some of the transcription factors
affects cell cycle progression, as demonstrated by flow cy-
tometry assay, is especially interesting. New cell cycle tran-
scription factors have been discovered, which constitute an
important tool for studies concerning the regulation of cell
cycle transcription. Using a systematic screen to reveal new
S. cerevisiae cell cycle transcription factors, White et al. (51)
identified a series of transcription factors having functional
roles in different biological processes, including glucose and
lipid metabolism. Although the results obtained in our screen
did not directly show a role for the transcription factors we
identified, they constitute a valuable group of candidate pro-
teins acting as regulators in glycogen metabolism control. Our
results open new opportunities for investigating key issues
concerning glycogen metabolism regulation, such as how
glycogen metabolism could be connected to cell-cycle regu-
lation, biological clock, and other aspects of cellular metab-
olism. A better understanding of such connections will bring
insights into the importance of the energy balance in biolog-
ical processes.
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Glycogen Metabolism Regulation
in Neurospora crassa

Maria Célia Bertolini, Fernanda Zanolli Freitas, Renato Magalhaes de Paula,
Fernanda Barbosa Cupertino, and Rodrigo Duarte Gongalves

Abstract Microorganisms accumulate glycogen as carbon and energy reserves
to face adverse environmental conditions during growth and development. The
processes of glycogen synthesis and degradation share similarities among different
microorganisms. However, the regulation of the metabolism as a whole shows
differences, likely due to the environmental conditions to which they individually
respond. This chapter aims to present some molecular mechanisms that regulate
glycogen metabolism in the fungus Neurospora crassa. The availability of its
genome sequence (Galagan et al., Nature 422:859-868, 2003) and a collection of
mutant strains, each carrying a deletion in a specific ORF, allowed investigation
into the role of specific proteins as regulators of glycogen metabolism to begin.
Here we present some biochemical and molecular mechanisms that have already
been described for this fungus, and additionally, we focused on more recent
findings including the molecular basis underlying the metabolism regulation,
mainly at transcriptional level.

1 Introduction

Glycogen is a polymer of glucose which is widely distributed in nature, being
found in microorganisms all the way through to higher eukaryotes including
plants and animals. The glycogen structure is characterized by glucose units
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linked by a-1,4 linear glycosidic bonds and «-1,6-linked glucose at the branching
points. One great advantage of glycogen being used as a reserve carbohydrate
is that this molecule has little effect on the cell’s osmotic pressure. Together
with starch in plants, glycogen is considered the main intracellular carbon and
energy storage molecule. Most of the biochemical and molecular studies of
glycogen metabolism regulation were performed in mammalian cells and in
the yeast Saccharomyces cerevisiae. In mammalian cells, the liver and skeletal
muscle cells are the main depository of glycogen. Yeast cells accumulate glyco-
gen in the diauxic phase of growth, or in response to a limitation of carbon,
nitrogen, sulfur or phosphorus, and they hydrolyze it under conditions of carbon
starvation (Johnston and Carlson 1992; Francgois and Parrou 2001). The fungus
Neurospora crassa, the focus of this chapter, accumulates glycogen during
the exponential growth phase and degrades when the growth rate decreases
(de Paula et al. 2002). Although N. crassa and S. cerevisiae accumulate glycogen,
they differ in the way they regulate their intracellular storage under environmental
conditions. For example, under stressful environmental conditions, such as heat
shock, Neurospora degrades glycogen while the yeast accumulates glycogen.
The genome sequence of Neurospora has been completed (Galagan et al. 2003)
and comparing the multiple filamentous fungi genomic sequences available
with that of the yeast has revealed how divergent they are at the genomic level.
An interesting feature of N. crassa is the high number of genes without identifi-
able homologues to known proteins (“orphan’ genes) (Galagan et al. 2005); only
approximately 40% of the proteins have been functionally annotated in the
N. crassa genome database (http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/
neurospora/MultiHome.html) (Wang et al. 2011). This information indicates
how dynamic the fungal genomes are compared to other microorganisms,
and this stimulates the investigation of specific aspects of cell biology in a
particular organism. Many reviews on glycogen metabolism have been published
focusing on the yeast S. cerevisiae and mammalian cells (Francgois and Parrou
2001; Roach et al. 2001; Wilson et al. 2010); while this chapter describes the
data we have obtained with the fungus N. crassa and compares them to the
yeast system.

2 Glycogen Synthesis and Degradation

Synthesis of glycogen involves three steps, which are: initiation, elongation, and
branching; and requires the activities of glycogenin, glycogen synthase, and the
branching enzyme, respectively. Degradation of glycogen requires the activities of
glycogen phosphorylase and the debranching enzyme. An overall schematic repre-
sentation is shown in Fig. 1.
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Fig. 1 Schematic representation of glycogen synthesis and degradation. The N. crassa orthologs
are represented by their respective ORFs (http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/neu-
rospora/MultiHome.html). Glucose enters the cell and is converted to UDPG, the glucose donor
for synthesis. GNN, the initiator of glycogen synthesis, is self-glucosylated, providing the non-
reducing ends that ensure the glycogen elongation by the GSN enzyme through the formation of
the a-1,4-glycosidic linkages, using UDPG as glucose donor. GPN enzyme catalyzes the phos-
phorolysis of glycogen yielding G1P and shortened glycogen as product. GSN and GPN are both
controlled by reversible phosphorylation by the action of protein kinases and protein phosphatases.
The four putative phosphorylation sites in GSN are shown. G6P glucose-6-P, PGM?2 phosphoglu-
comutase 2, G1P glucose-1-P, UDPG-PP uridine 5'-diphosphoglucose pyrophosphorylase, UDPG
uridine 5’-diphosphoglucose, GNN N. crassa glycogenin, GSN N. crassa glycogen synthase, GPN
N. crassa glycogen phosphorylase, PKA cyclic AMP-dependent protein kinase

2.1 Glycogen Initiation

The de novo synthesis of glycogen has been the subject of intense study over
decades. The question on how new glycogen molecules start to be synthesized
came from a first study reported by Krisman and Barengo (1975). These authors
identified a glucan-protein complex composed of a protein moiety attached to an a-
1,4 glucan chain and proposed that this protein might function as an initiator
molecule. Later, a protein that was covalently attached to the glycogen molecule
and co-purified with glycogen synthase was identified (Alonso et al. 1995).
The initiator protein was named later as glycogenin (Viskupic et al. 1992). One
of the most fascinating characteristics of glycogenin is its ability to self-glucosylate
using UDP-glucose (UDPQG) as the glucan donor, a reaction highly stimulated by
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Mn?* ions (Lomako et al. 1988). A glycosidic bond is formed between the anomeric
C1 of the glucose moiety derived from UDPG and the hydroxyl oxygen of a
tyrosine side-chain of glycogenin. The glucosylated tyrosine in the rabbit muscle
glycogenin was identified as Tyr194 (Smythe et al. 1988) and mutations in this
residue resulted in a protein unable to self-glucosylate (Cao et al. 1993a, b).
Glycogenin then catalyzes glucosylation at C-4 of the attached glucose once again
(using UDPG as donor) to yield an O-linked disaccharide with the «-1,4 glycosidic
linkage. This is repeated until a short linear glucose polymer (8—12 unities) with
a-1,4 glycosidic linkages is built up on the glycogenin. Thus, glycogenin possesses
two distinct enzymatic actions: the former C-1-O-tyrosil and the subsequent o-1,4
glycosyl activities. Additionally, glycogenin is able to transfer glucose residues to
a number of small acceptors in a process named trans-glucosylation (Smythe et al.
1990). However, the physiological significance of this process is not really under-
stood. The three-dimensional structure of the rabbit skeletal muscle glycogenin has
provided insight into understanding the catalytic action of this complex enzyme
(Gibbons et al. 2002). The model revealed the dimeric nature of the protein but
the mechanism of attachment of the first glucose residue is not yet fully understood.
From the structure, it was suggested that transfer of the first residue is via an
intermolecular reaction whereas the transfer of subsequent residues may be achieved
by an intramolecular reaction.

The yeast S. cerevisiae has two glycogenin isoforms, which are products of the
genes glgl and glg2 (Cheng et al. 1995). The Glglp isoform carries only one self-
glucosylating Tyr residue (Tyr**?) while the Glg2p isoform can be modified into
two adjacent residues (Tyr*® and Tyr?*?) (Mu et al. 1996). Cells lacking either one
of these genes can accumulate glycogen at levels comparable to wild-type cells,
indicating that these genes are redundant in function. The absence of both genes
completely abolishes the glycogen accumulation in cells under normal conditions.
However, significant amounts of glycogen can be found in cells where glycogen
synthase activity has been enhanced, suggesting the existence of alternative primers
for the glycogen synthesis in the absence of a functional glycogenin (Torija et al.
2005). An auxiliary protein called GNIP (for glycogenin interacting protein)
has been identified in yeast cells (Skurat et al. 2002), which enhances the
self-glucosylation reaction upon the binding of GNIP (Zhai et al. 2004).

In the filamentous fungus N. crassa, only one isoform of glycogenin (GNN) has
been identified (de Paula et al. 2005a) and gene inactivation by RIP (repeat-induced
point mutation) completely abolished the accumulation of glycogen in this organ-
ism, suggesting that GNN is likely the only glycogen initiator present in N. crassa
cells. This protein is unusually long (664 amino acids) and all domains required
for the self- and trans-glucosylation activities are located within the 300 amino
acids in the N-terminal region (de Paula et al. 2005a). However, the long C-terminal
extension seems to be important to enhance the interaction with the glycogen
synthase (GSN) enzyme as determined by yeast two-hybrid assays (de Paula
et al. 2005b). Furthermore, expression of a truncated form of GNN containing
only the first 360 amino acids was enough to rescue the glycogen deficient
phenotype in yeast cells, indicating that the truncated protein is fully active
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(de Paula et al. 2005a). GNN has two glucosylation sites — Tyr196 and Tyr198;
however, each residue contributes differently to the self-glucosylation process
(de Paula et al. 2005b). Tyrosine 196 is the major glucosylation site as mutation
of this residue to Phe resulted in the accumulation of only 30% of total glycogen,
compared to the wild-type protein. It is unclear whether both sites are glucosylated
at the same time or if Tyr198 represents an alternative glucosylation site which can
be modified when Tyr196 is unavailable. The regulation of glycogenin expression
has been poorly understood and only a few studies on this subject have been
reported. In N. crassa, GNN expression seems to be regulated by nutrient availabil-
ity and stress (de Paula et al. 2005a).

Once glucosylated, glycogenin acts as substrate for glycogen synthase (GS),
which will elongate the glucose chain. It is speculated that the length of the
oligosaccharide chain in glycogenin necessary to allow the proper elongation by
GS is determined by the balance between the activities of glycogen phosphorylase
and glycogen synthase (Cao et al. 1993a, b). Direct interactions by the two-hybrid
approach between glycogenin and glycogen synthase (Pitcher et al. 1987) con-
firmed the physical interactions between these two proteins (Skurat et al. 2006; de
Paula et al. 2005b).

2.2 Glycogen Maturation

Primed glycogenin will serve as the substrate for the two enzymes involved in the
maturation process of glycogen particles: glycogen synthase and branching
enzyme, which are the proteins that catalyze the formation of «-1,4 and o-1,6
glycosidic bonds, respectively. Similar to glycogenin, GS uses UDP-glucose as
the donor of the glucose residues. Once GS extends the glycosidic chain to a certain
length, the branching enzyme will transfer a string of approximately seven glucoses
from the nascent chain to the glucose C-6 in an adjacent chain, thus creating a
ramification point. These ramifications occur, equidistantly, every 10-14 glucose
residues apart. Bacterial glycogen synthase differs from its eukaryotic counterparts,
due to the fact that they utilize ADP-glucose as the glucan donor (Preiss and Romeo
1994) and they lack regulation.

Overall, all glycogen synthases are conserved proteins among microbes and
higher organisms and the differences are located mostly in the N- and C-termini
of the protein, where the regulatory phosphorylation sites are located. S. cerevisiae
contains two GS isoforms, Gsylp and Gsy2p, in which the latter accounts for 80%
of the total GS activity in the cells (Farkas et al. 1990, 1991). Three phosphorylation
sites were found in the C-terminus of this enzyme (Hardy and Roach 1993).
The kinases PKA, Snflp, Yakl, Psk2, and Pho85 were described as involved in
phosphorylation and regulation of Gsy2p, either directly or indirectly (Cameron
et al. 1988; Wang et al. 2001; Huang et al. 1998, reviewed in Wilson et al. 2010).

In N. crassa, one GS isoform was identified (GSN), which shared much conser-
vation with the counterparts in yeast and mammals (de Paula et al. 2002). Although
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the mechanisms of GSN regulation have not been completely unraveled, there is
evidence that the PKA signaling pathway exerts a very important role in the control
of its activity. Strains defective in the PKA signaling pathway showed impairments
in accumulation of glycogen and in gsn expression. The in vitro studies showed
that the PKA pathway also influences the GSN phosphorylation status (Freitas et al.
2010). However, GS is not an essential enzyme; gsn inactivation by RIP (Repeat
Induced Point Mutation) does not seem to impair growth and development of the
mutant strain (unpublished results). Four putative phosphorylation sites were
identified in GSN (S632, S636, T641, and T645) based on a sequence alignment
of different GS enzymes, all located at the C-terminus. Systematic site-directed
mutagenesis of the four sites was carried out, mutating all residues to alanine.
In vitro incorporation of radioactive phosphate by the mutant proteins produced in
E. coli using cellular extract from a non-synthesizing GSN strain confirmed that all
residues can be phosphorylated. However, compared to the yeast enzyme Gsy2p,
GSN seems to have an additional phosphorylation site, since a truncated protein
that was missing the C-terminal region containing the putative phosphorylation
sites was still able to incorporate radioactive phosphate (unpublished results).

Among the phosphatases involved in the dephosphorylation and activation of
glycogen synthases in microorganisms, PP1A seems to be the main player in yeast
cells. Mutant alleles in GLC7, which encodes for the catalytic subunit of PP1A,
displayed reduced glycogen accumulation, consistent with its inability to dephos-
phorylate Gsy2p (Cannon et al. 1994). Four different PP1 A regulatory subunits
(Gaclp, Piglp, Pig2p and Gip2p) were found to be associated with Gsy2p, indicating
that the specificity of the reaction is dictated by proper association with these
subunits (Cheng et al. 1997). Although the protein phosphatases involved in
the dephosphorylation of GSN in Neurospora have not been identified yet, GLC7
and GACI are conserved in this organism.

Only recently, the tri-dimensional structure of a eukaryotic GS was determined
and thus provided the first insights into the role of the activator glucose-6-phosphate
(Baskaran et al. 2011). Crystal structures of the basal activity state and those in
the glucose-6-phosphate-activated form of the yeast protein (Gsy2p) showed an
unusual tetramer assembling. Binding of glucose-6-phosphate induced conforma-
tional changes of the subunits leading to increased catalytic efficiency. Also,
site-directed mutagenesis demonstrated that the residues Arg583 and Arg587 are
necessary and sufficient for glucose-6-phosphate activation.

2.3 Glycogen Degradation

The breakdown of glycogen particles is accomplished by the action of glycogen
phosphorylase and debranching enzymes. Glycogen phosphorylase releases
glucose-1-phosphate from a terminal a-1,4 glycosidic bond, which then is con-
verted to glucose-6-phosphate by the action of phosphoglucomutase before entering
the catabolic pathway. The debranching enzyme carries out two distinct enzymatic
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activities: glucosyltransferase — the transfer of three glucose residues from one 199
branch to another, and glucosidase — the breaking of a-1,6 glycosidic bonds. Similar 200
to glycogen synthase, glycogen phosphorylase is regulated by reversible phosphor- 201
ylation and allosteric effectors, mainly AMP. 202

In N. crassa, the two forms of glycogen phosphorylase and their dependency on 203
the allosteric modulators have been described many years ago (Téllez-Ifion and 204
Torres 1970). Moreover, the activities of glycogen synthase and glycogen phosphor- 205
ylase oppose each other during stress conditions, favoring a breakdown of glycogen 206
to allow enough energy availability for survival (Noventa-Jordao et al. 1996). 207

3 Regulation of Glycogen Metabolism 208

Regulation of glycogen metabolism has been studied for decades focusing on the 209
activities of the enzymes catalyzing its synthesis and degradation, which are 210
glycogen synthase and glycogen phosphorylase, respectively. The main control 211
point is thought to be at glycogen synthase level, which is subject to multiple forms 212
of regulation. The two enzymes are regulated by reversible covalent modification, 213
in which phosphorylation activates glycogen phosphorylase and inhibits glycogen 214
synthase (T¢llez-Ifion et al. 1969; Fletterick and Madsen 1980). In addition, they 215
are also regulated by allosterism, where glucose-6-phosphate and AMP are the 216
allosteric effectors of glycogen synthase and glycogen phosphorylase, respectively. 217
Glucose-6-phosphate reverses the glycogen synthase inactivation by phosphoryla- 218
tion and AMP is the allosteric activator for the dephosphorylated glycogen phos- 219
phorylase. The ratio between the activities in the absence and in the presence of the 220
allosteric effectors is an index of the phosphorylation state for both enzymes. 221
Multiple phosphorylation sites were identified in glycogen synthases, which are 222
phosphorylated by different protein kinases, depending on the organism, whereas 223
glycogen phosphorylase is phosphorylated in a single residue, Serl4, which is 224
modified by the phosphorylase kinase protein. 225

Besides reversible changes in the regulatory enzymes activities, glycogen levels 226
are also correlated with physiological conditions through control of gene expression 227
mainly at transcriptional level of the gene encoding glycogen synthase. Environ- 228
mental conditions indirectly regulate glycogen metabolism by activating signaling 229

pathways and leading to either activation or repression of gene expression. 230

3.1 Environmental Conditions Regulating Glycogen 231 [AU6
Accumulation in N. crassa: Regulation of the gsn 232
Gene Expression 233

N. crassa accumulated glycogen late in the exponential phase of the vegetative 234
growth (around 24 h) and degraded it at the beginning of the stationary phase 235
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(de Paula et al. 2002). At this time, gsn expression was at its maximum. In addition,
glycogen levels were highly regulated on exposure of cultures to some stress situa-
tions, such as heat shock (transfer from 30°C to 45°C) and carbon source limitation
(sugar-free medium) (de Paula et al. 2002). Trehalose is another reserve carbohy-
drate that can be mobilized under different growth conditions. However, while
N. crassa degraded glycogen under heat shock, trehalose was accumulated
(de Pinho et al. 2001; Noventa-Jorddao et al. 1996). Mycelia exposed to heat
shock and carbon starvation presented changes in the expression of the gene
encoding glycogen synthase (gsn), the glycogen accumulated and the glycogen
synthase activity. There was a decrease in gene expression and a concomitant fall in
the levels of glycogen and glycogen synthase activity. However, the gsn expression
and glycogen levels were recovered when the cultures were returned to normal
growth conditions (30°C and 2% sugar) (de Paula et al. 2002). These results
suggested that transcriptional regulation may account for the decrease in glycogen
synthase activity and subsequent glycogen mobilization observed under these
conditions. On the other hand, glycogen phosphorylase was activated under heat
shock showing that reversible changes in the two regulatory enzymes were observed
upon temperature shifting (Noventa-Jordao et al. 1996).

The yeast S. cerevisiae exhibits opposite responses with respect to the environ-
mental condition of heat shock. Compared to N. crassa, transcription of the genes
encoding glycogen synthase GSY/ and GSY2 was induced (Unnikrishnan et al.
2003; Ni and LaPorte 1995) and glycogen was accumulated under a heat-shock
condition (Parrou et al. 1997). GSYI and GSY2 mRNA induction was mediated
by the STRE (STress Responsive Elements) motifs present in the promoter regions
of these genes (Ni and LaPorte 1995; Unnikrishnan et al. 2003; Enjalbert et al.
2004). STRE motifs are DNA regulatory elements found in the promoter regions of
genes responsive to different stressing conditions in S. cerevisiae (Martinez-Pastor
et al. 1996). This cis-regulatory element is trans-activated by two yeast C,H, zinc-
finger transcription factors, which are the proteins Msn2p and Msn4p (Estruch and
Carlson 1993; Schmitt and McEntee 1996). These two proteins quickly translocate
to the nucleus after a stressful stimulus in a PKA-dependent way (Smith et al. 1998;
Gorner et al. 1998).

The decrease in glycogen content observed in N. crassa cells exposed to heat
stress may result from the down regulation of the gsn gene probably mediated by
the STRE motif within the promoter region (Freitas and Bertolini 2004). The gsn
gene has two STRE motifs, one upstream from a canonical TATA-box and another
in an intron within the 5-UTR. DNA fragments containing both motifs were
specifically bound by nuclear proteins activated by heat shock (Freitas and Bertolini
2004). However, Msn2/4p orthologue proteins were not identified in the N. crassa
database suggesting the existence of a different mechanism to regulate the heat
shock response (Freitas et al. 2008). Whether STRE mediates gsn down regulation,
it is possible to speculate that in N. crassa STRE motifs are involved in gene
repression instead of gene activation. Although the STRE motifs in S. cerevisiae are
frequently correlated with the activation of gene expression, the role of the STRE
motif as a transcriptional repressor has also been reported in literature (de Groot
et al. 2000; Vyas et al. 2005).
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Another DNA cis-regulatory element that might be involved in glycogen
accumulation in N. crassa by modulating the transcription of the gsn gene during
heat shock is the HSE (Heat Shock Elements) motif, which is recognized and bound
by the HSFs (Heat Shock Factors) transcription factors (Bienz and Pelham 1986).
Yeast HSFs are constitutively bound to HSE motifs maintaining the basal levels
of gene transcription even under normal temperature of growth. Heat stress only
increases the transcriptional activity by promoting Hsf1p trimerization (Sorger et al.
1987; Jakobsen and Pelham 1988). In multicellular organisms, the HSFs bind to the
consensus HSE only after heat stress has occurred (Kingston et al. 1987). In this
context, N. crassa is similar to the yeast since gel shift analysis using nuclear extracts
and DNA fragments containing HSE motifs showed that the proteins (including
HSPFs) are constitutively bound to the cis HSEs before heat shock (Meyer et al. 2000;
Freitas and Bertolini 2004).

Attempts to identify the transcription factor(s) that bind to the STRE motif of
the N. crassa gsn promoter were performed by gel shift assay experiments and mass
spectrometry analysis. Five putative protein candidates acting as transcriptional
regulators of the gsn gene expression during heat stress were identified. Analyses of
their polypeptide sequences revealed the presence of protein domains usually found
in proteins involved with transcription regulation. Among the proteins identified,
two are noteworthy (Freitas et al. 2008). One is the protein encoded by the ORF
NCUO03482, annotated as a RuvB-like helicase 1 and belonging to a protein family
having the AAA (ATPases Associated with diverse cellular Activities) and Tip49
(TBP-Interacting Protein 49) domains. Although the function of this protein family
is not totally clear, they are supposed to play an important role in nuclear events,
such as chromatin remodeling and regulation of transcription, since they interact
with many nuclear proteins and show DNA helicase activity (Bellosta et al. 2005;
Wood et al. 2000). The three-dimensional structure of the N. crassa protein was
determined by molecular modeling based on the RUVBLI structure (PDB 2c¢90)
from Homo sapiens (Matias et al. 2006). The monomer contains three domains, of
which two are involved in ATP binding and one is a DNA/RNA-binding domain
(unpublished results).

The other protein is the one encoded by the ORF NCU06679 annotated as histone
acetyltransferase type B subunit 2, and previously annotated as a chromatin assem-
bly factor subunit orthologue to the yeast Cac3p. This protein possesses five WD-40
domains within its polypeptide chain. The WD-40 domains are short tandem
repetitions with approximately 40 amino acid residues bearing the GH dipeptide
having 11-24 residues from its N-terminus and the WD dipeptide at its C-terminus
(Smith et al. 1999). WD-repeat proteins are a large family found in all eukaryotes
and are implicated in a variety of functions ranging from signal transduction and
transcription regulation to cell cycle control, autophagy and apoptosis (Neer et al.
1994). The underlying common function of all WD-repeat containing proteins is
coordinating multiprotein complex assemblies. The three-dimensional structure of
the N. crassa protein was determined by molecular modeling based on the Nurf55
structure (PDB 2xyi) from Drosophila melanogaster (Nowak et al. 2011), a compo-
nent of different chromatin-modifying complexes. Nurf55 forms a seven-bladed
B-propeller characteristic for the WD40 family of proteins (unpublished results).
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3.2 Transcription Factors Regulating Glycogen Accumulation
in N. crassa

All living organisms need an appropriate gene regulation to express specific parts of
their genomes to execute critical biological functions during development and
differentiation, and to respond to different environmental signals. Gene transcrip-
tion, a key step in gene expression, is a dynamic process that involves distinct steps.
One is the recruitment of protein complexes to target genes, which associate with
specific DNA-binding sites in response to tightly controlled physiological signaling
cascades. These proteins fall into several classes, with the transcription factors
being the class of sequence-specific DNA binding proteins that mediate gene-
specific transcriptional activation or repression. Thus, transcription factors consti-
tute critical regulatory molecules that, upon a cell’s signal, rapidly and transiently
bind to specific cis-regulatory elements (or DNA response elements) in the chro-
matin, in a process associated with chromatin remodeling (Hager et al. 2009).

The release of the complete N. crassa genome (Galagan et al. 2003) and the
establishment of a methodology for gene knockout by gene replacement by
Ninomiya et al. (2004) allowed the construction of a collection of mutant strains
each containing single-gene deletions to start. The availability of a mutant strain
subset with each strain knocked-out in genes encoding known or putative transcrip-
tion factors allowed us to perform screening aimed to investigate alterations in
glycogen accumulation in these mutant strains (Gongalves et al. 2011). The glyco-
gen accumulated by the mutant strains was quantified under normal growth tem-
perature (30°C) and under heat shock stress (45°C) and compared to the wild-type
strain. The analysis under heat stress was performed since N. crassa exhibits an
opposite response when compared to the yeast S. cerevisiae concerning glycogen
accumulation under this environmental condition. Many transcription factors were
identified (Gongalves et al. 2011, see Fig. 2) and most of them are annotated in the
N. crassa database as hypothetical proteins. The gsn and gpn (gene encoding
glycogen phosphorylase) expression was analyzed in all mutant strains grown
under the temperatures of 30°C (vegetative growth) and 45°C (heat shock). Many
of the mutant strains showed differences in gene expression when compared to the
wild-type strain, in which both gsn and gpn expression decreased after heat shock
(Fig. 2). In some mutant strains the gene expression could be correlated to the
amount of glycogen accumulated suggesting that the transcription factors would act
either directly on gene expression or indirectly, by regulating a gene whose product
affects gsn and gpn expression.

Many identified transcription factors are biochemically characterized proteins,
either in N. crassa or in other fungi. Among the transcription factors identified, it is
noteworthy to cite the pH regulator PacC (Penialva and Arst 2002), the NIT2
nitrogen metabolism regulator (Fu and Marzluf 1990), the mycelial repressor of
conidiation gene expression RCO-1 (Yamashiro et al. 1996), the light-inducible
transcription factor CSP-1 in N. crassa (Lambreghts et al. 2009), the transcriptional
activator of genes required for the use of alternative carbon sources XInR (van Peij
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Fig. 2 Gene expression in N. crassa transcription-factor mutant strains. The expression of gsn
(encoding glycogen synthase) and gpn (encoding glycogen phosphorylase) genes were analyzed in
the transcription-factor mutant strains which exhibited a glycogen accumulation profile different
from that shown by the wild-type strain. Cells from the mutant strains were cultivated for 24 h at
30°C and then subjected to a temperature shift of 45°C for 30 min. Culture samples were harvested
before (0) and after the heat shock (HS) and the mycelia were used to extract total RNA. Total
RNA was separated by electrophoresis in denaturing formaldehyde-agarose gels, transferred to
neutral nylon membranes and the blots were probed with radio-labeled full-length gsn and gpn
cDNAs. The 18 S rRNA stained with ethidium bromide was used as loading control. WT wild-type
strain, CTF-1o cutinase transcription factor 1 alpha mutant strain, XLNR transcriptional activator
xInR mutant strain, CSP-/ conidial separation-1 mutant strain, FLBC protein FIbC mutant strain,
PACC pH-response transcription factor pacC/RIM101 mutant strain, FKHI FKHI protein mutant
strain, RCO-1 regulator of conidiation-1 mutant strain, N/T2 nitrate nonutilizer-2 mutant strain.
Proteins with no orthologues are represented by their respective ORFs numbers (http://www.
broadinstitute.org/annotation/genome/neurospora/MultiHome.html)

et al. 1998), among others. Search for cis DNA motifs for the transcription factors
by in silico analysis of the gsn and gpn 5'-flanking regions led to the identification
of putative DN A-binding sites for some proteins (Fig. 3). This information led us to
start investigating the role of some transcription factors as regulators in glycogen
metabolism. One is the PacC/Rim101p, which has been extensively studied in
A. nidulans and S. cerevisiae, respectively, and plays an important role in the pH
signaling pathway. This transcription factor mediates the cell adaptation to neutral-
alkaline pH by activating genes that are preferentially expressed at alkaline pH
and repressing those preferentially expressed at acidic pH (Tilburn et al. 1995).
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Fig. 3 Representation of the gsn and gpn genes 5'-flanking regions. The relative positions of the
DNA motifs recognized by the transcription factors are indicated. The TATA-box sequence in the
gsn gene is indicated by T. The ORFs are delimited by their ATG start codon and the TAA stop
codon. The Transcription Initiation Site (71S) in the gsn gene is represented by an arrow

In A. nidulans, PacC is activated by two successive proteolytic cleavage steps at the
C-terminus, leading to the active protein PacC?’ that contains a DNA-binding
domain capable of binding to the promoters of pH-regulated genes (reviewed in
Arst and Penalva 2003). The yeast protein appears to have a broader role than
simply that of promoting alkaline pH-inducible responses (Lamb and Mitchell
2003). In addition, it differs from A. nidulans protein since it requires only a single
cleavage step to be activated (Li and Mitchell 1997) and while PacC acts as a
transcriptional activator under alkaline pH, Rim101p exerts its role as a repressor
(Lamb and Mitchell 2003). Thus, the molecular mechanisms involved in the pH
response differ among organisms.

The existence of a DNA motif for the A. nidulans PacC in the promoter gsn
prompted us to investigate whether this transcription factor regulates glycogen
accumulation. We demonstrated that the pH signaling pathway regulates glycogen
metabolism where the N. crassa PACC may play a central role. Cells of the wild-
type strain grown at alkaline pH (7.8) showed reduction in gsn transcript levels
and low intracellular glycogen accumulation. In contrast, the pacC*? strain accu-
mulated similar amounts of glycogen as the non-stressed wild-type strain and
showed high gsn transcript levels at alkaline pH. Under the same conditions,
pacC expression was up regulated. From these results, it was possible to charac-
terize gsn as an acidic gene and to suggest a regulatory role for PACC in gsn
expression. The recombinant PACC was produced in E. coli as a truncated protein
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containing the DNA-binding domain and was able to bind in vitro to a gsn DNA
fragment containing the PacC motif. In addition, DNA-protein complexes were
formed with extracts from cells grown at normal and alkaline pH, and binding was
confirmed by ChIP analysis. An interesting result was that PACC present in
the extracts prepared from cells grown at normal and alkaline pH had the same
molecular mass, indicating that protein processing was not triggered by alkaline pH
in contrast to what is described for the A. nidulans protein. Our results for PACC
processing led us to suggest that PACC proteolysis may involve a mechanism that
is different from that described for the A. nidulans protein (unpublished results).

Many other transcription factors are being investigated at this moment for their
role as putative regulators of glycogen metabolism in N. crassa. The studies will
provide insights into the regulatory network that is involved in the molecular
mechanisms controlling glycogen metabolism in this microorganism.

4 Conclusions and/or Future Perspectives

Over the last decade, new findings in literature together with the availability of
numerous genome sequences have allowed advances in understanding how glyco-
gen metabolism is regulated in microorganisms. In addition, the establishment of
strategies for gene deletion has substantially accelerated the search for genes linked
to a particular phenotype. Regarding the fungus N. crassa, the majority of genes
were individually deleted by a consortium of laboratories resulting in the creation
of a deletion strain set that constitutes a powerful tool to start investigating the role
of specific proteins as regulators of glycogen metabolism. We have taken the
advantage of a transcription-factor deletion-strain collection to identify regulatory
proteins and interesting information is now becoming available. Most of the tran-
scription factors identified were annotated in the fungus database as hypothetical
proteins. However, some of them were biochemically well characterized either in
N. crassa or in other fungi, and some of them have DNA binding motifs in the gsn
and/or gpn 5'-flanking regions. The results suggest that glycogen metabolism could
be interconnected to multiple cellular processes in this fungus.

An interesting piece of information emerging from these studies was that some
transcription-factor mutant strains showing glycogen accumulation different from
the wild-type strain presented impairments in cell cycle progression, contributing to
the identification of connections between the core cell-cycle oscillator and cell-
cycle transcription. The fact that some transcription factors identified in our screen-
ing are light-inducible proteins allowed us to speculate on the existence of a
connection between circadian clocks and glycogen metabolism and also that circa-
dian thythms and energy state might be linked. Although the identification of the
transcription factors did not mean that they have a direct regulatory role, they
constitute a valuable group of candidate proteins acting as regulators in glycogen
metabolism control. The results open up new opportunities for investigating key
questions concerning glycogen metabolism regulation, such as how glycogen
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metabolism could be connected to cell-cycle regulation, the biological clock,
and other aspects of cellular metabolism. The understanding of such connections
will be valuable to understand the importance of the energy balance to biological
processes.

The work in the author’s laboratory was supported by grants and fellowships
from FAPESP (Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo) and CNPq
(Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico).
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Abstract

Neurospora crassa has been widely used as a model organism and contributed to the
development of biochemistry and molecular biology by allowing the identification of many
metabolic pathways and mechanisms responsible for gene regulation. Nuclear proteins are
synthesized in the cytoplasm and need to be translocated to the nucleus to exert their
functions which the importin-o receptor has a key role for the classical nuclear import
pathway. In an attempt to get structural information of the nuclear transport process in N.
crassa, we present herein the cloning, expression, purification and structural studies with N-
terminally truncated IMPa from N. crassa (IMPa-Nc). Circular dichroism analysis revealed
that the IMPa-Nc obtained is correctly folded and presents a high structural conservation
compared to other importins-o. Dynamic light scattering, analytical size-exclusion
chromatography experiments and molecular dynamics simulations indicated that the IMPa-
Nc¢ unbound to any ligand may present low stability in solution. The IMPa-Nc theoretical
model displayed high similarity of its inner concave surface, which binds the cargo proteins
containing the nuclear localization sequences, among IMPa from different species. However,
the presence of non-conserved amino acids relatively close to the NLS binding region may

influence the binding specificity of IMPa-Nc to cargo proteins.

Keywords: biophysical characterization; classical nuclear import pathway; heterologous

expression; homology modeling; importin-a; Neurospora crassa.



1. INTRODUCTION

The filamentous fungus Neurospora crassa is a well-studied organism, and has been
widely used as a model organism for fundamental aspects of eukaryotic biology. These
studies contributed for the development of biochemistry and molecular biology, allowing the
identification of several metabolic pathways and mechanisms responsible for gene regulation.
Proteins presenting activities in the nucleus such as transcription factors are synthesized in
the cytoplasm and must to be translocated to the nuclear membrane through the nuclear pore
complex (NPC) associated with protein transporters. One pathway involved in this process is
the classical nuclear transport pathway, which depends on importin-o/importin-§
heterodimer.

Importin-o. (IMPa) recognizes the cargo proteins that contain a nuclear localization
sequence (NLS) and, importin-f (IMPp) is responsible for translocation of the importin/
cargo protein complex thought the NPC. Classical NLSs (cNLSs) contain one or two clusters
of positively charged amino acids, and are therefore often divided in monopartite (containing
a single cluster of basic amino acids), and bipartite cNLSs (containing two clusters of basic
amino acids) [1]. Structural studies have shown that both classes are recognized by the
receptor IMPa.. This nuclear protein receptor has two NLS binding sites formed by conserved
residues in its armadillo repeat-domain (ARM), the major and minor NLS-binding sites. The
N- and C-terminal clusters of a bipartite NLS interact with the minor and major NLS-binding
sites while a monopartite NLS interacts only with the major binding site [2,3,4]. The structure
of full-length IMPa showed that the major NLS-binding site is occupied by residues 44-54
from its N-terminal region (IMPP binding domain) that resembles an NLS [5]; IMPa is
therefore autoinhibited in the absence of IMPf. Then, N-terminally truncated IMPa has been

used as a model for IMPo/IMPB heterodimer since the truncated may simulate an



IMPo/IMPp heterodimer in several crystal structures [2,3,4]. Crystal structures of IMPa from
Saccharomyces cerevisiae [6], Mus musculus [5] and Homo sapiens [7] have been reported in
the literature. These structures present similar fold; include the 8 ARM repeat-domain, having
sequence identities in the range of 41-61%. The structural differences among IMPa from
these organisms, although small, should have fundamental importance for the specificity in
the transport of cargo proteins to the cellular nuclei. It is noteworthy that there are different
IMPa isoforms in the same organism, which are involved in the transport of different
proteins, highlighting the importance of specificity in the nuclear transport.

In order to get structural and functional information of the nuclear transport process in
N. crassa, we cloned the cDNA encoding the N-terminally truncated importin-o from M.
crassa (IMPa-Nc), produced the recombinant protein in Escherichia coli, performed
biophysical experiments (analytical size-exclusion chromatography, circular dichroism and
dynamic light scattering) and bioinformatics studies. The results obtained in this work may
add important elements to understand the nuclear transport process in the model

microorganism N. crassa.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Cloning of the cDNA encoding the IMPo. from N. crassa

Conidia (2 x 108 cells/mL) from the N. crassa strain FGSC 9718 were cultivated in
VM liquid medium [8] supplemented with sucrose 2%, at 30 °C, 250 rpm during 24 h. The
mycelium was harvested and total RNA was prepared [9]. To synthesize the cDNA first-
strand, 600 ng of total RNA were treated with RQ1 RNase-Free DNaSE (Promega) and

reverse transcribed using the oligo (dT)y reverse primer (Invitrogen) and the commercial kit



Superscript® 1l First-strand Systhesis for RT-PCR (Invitrogen), according to the
manufacturer’s protocols. The 1,425 bp cDNA fragment encoding the IMPa was amplified
by PCR using 2.0 pL of total cDNA, 1U Phusion™ DNA polymerase (Finnzymes), 10 mM
dNTPs, 1x Phusion™ GC buffer, 1.5 uL of DMSO, and 100 pmoles/uL of each specific
oligonucleotides IMPoA74-F (5’-CATATGACCGAGTCTCAGTTGAGCGAG-3’, Ndel site
underlined) and IMPa-R (5’-GAATTCTTACATGTCCATCGACTCGGTG-3’, EcoRI site
underlined). The oligonucleotides were designed based on the NCU01249 ORF sequence in
the genome database at the FGSC site (http://www.broadinstitute.org/annotation/genome
/meurospora/MultiHome.html). The oligonucleotide IMPaA74-F was designed to amplify a
cDNA encoding a truncated protein, in which the 74 N-terminal amino acid residues were
missing. The amplified fragment was cloned into the EcoRV site of the pMOS-Blue vector
(GE Healthcare) leading to the pMOS-Nc1249 plasmid construction. An Ndel-EcoRI DNA
cassette was transferred from the pMOS-Nc1249 construction to pET28a vector (Novagen) to
generate the pET28-Nc1249 construction. Both plasmid constructions were confirmed by

DNA sequencing.

2.2. Production and purification of recombinant importin-o _from N. crassa and M. musculus

The recombinant IMPa-Nc protein (75-549) was produced in LB medium as a Hexa-
His-fusion protein using the Escherichia coli host strain Rosetta™ (DE3) pLysS (Novagen).
Briefly, the pET28-Nc1249 transformants were cultured at 37 °C and 250 rpm until an
ODgoonm of about 0.6. The recombinant protein was induced by addition of 0.1 mM IPTG
final concentration, during 6 h at 28 °C and 200 rpm. After that, cells were harvested by
centrifugation, suspended in lysis buffer (50 mM Hepes, pH 7.0, 150 mM imidazole, 500 mM
NaCl, 5% glycerol, 0.5% Nonidet-P40, 10 mM benzamidine, 1 mM PMSF, 5 mM EDTA)

and lysed by sonication (5 cycles of 30 sec sonication followed by 30 sec on ice). The cellular



extract was clarified by centrifugation (20,000 xg, 20 min at 4 °C), the supernatant was
filtered in a 0.22 pm pore membrane (Millipore) and applied onto a nickel-affinity column in
an Akta Prime Purification System (GE Healthcare). The recombinant protein was eluted in a
0.15-1.5 M imidazole linear gradient, and fractions containing the purified protein were
pooled and dialyzed against lyses buffer. The protein was quantified by the Hartree [10]
method using BSA as standard.

Hexa-His-tagged truncated Mus musculus importin-a. isoform 2 (IMPa-Mm),
corresponding to amino acids 70-529 was expressed in E. coli and purified by nickel affinity
chromatography, as described previously [11]. The protein was eluted using a 0.15-1.5 M
linear gradient of imidazol followed by dialysis and the IMPa-Mm sample was stored in

buffer 20 mM Tris-HCI pH 8.0, 100 mM NaCl and 10 mM DTT at -20°C.

2.3. Circular dichroism spectroscopy

Circular dichroism (CD) experiments were performed on a Jasco J-815 (JASCO Inc.,
Tokyo, Japan) Spectropolarimeter, equipped with a peltier temperature control PTC-423-S.
The IMPa-Nc¢ and IMPa-Mm samples were prepared at 370 pg.ml” in buffer 10 mM Tris-
HCI, pH 8.0; 20 mM NaCl. All CD measurements were taken in a spectral range of 190—
260 nm at 20 °C, using an optical path-length 0.05 mm with scanning speed 100 nm/min; a
band width of 2 nm and response time of 1 s. The final spectra is resultant of 20 spectra that
were accumulated, averaged and corrected from the baseline for buffer solution contribution
and normalized to residual molar ellipticity [0].

The thermal denaturation analysis was obtained by monitoring the circular ellipticity
changes at a fixed wavelength of 222 nm while the sample was heated from 10 to 90°C. Data
points were acquired by a ramp rate of 1°C/min and an equilibration time of 5 seconds after

each temperature adjustment using an optical path-length 2.0 mm. The denaturation curve



was normalized to apparent fraction folded, according to the equation [0] = [(eF - ey) a] + €y,
where [0] is the ellipticity at any temperature, €r is the ellipticity when the protein is fully
folded, and ey is the ellipticity when the protein is totally unfolded, as previously described

[12]. The melting temperature (7)) was calculated by Denatured Protein Analysis program

from Spectra Manager ™ II software.

2.4. Dynamic light scattering

The dynamic light scattering (DLS) measurements were performed with native N-
terminally truncated IMPa-Nc at concentration of 3.5 mg.ml” using a DynaPro TITAN
instrument (Wyatt Technology). The sample was filtered through a 0.22 pm pore membrane
(Millipore) prior to the measurement. The data were collected at a fixed angle of 90°,
temperature of 4°C and measured one hundred times. All results were analyzed with the

Dynamics v.6.10 software.

2.5. Analytical size-exclusion chromatography

Analytical size-exclusion chromatography was performed using a Superdex-200 10/30
column, equilibrated with a buffer containing 20 mM Tris HCI pH 8.0 and 100 mM NaCl,
attached to an AKTA purifier system (GE Healthcare™). Two samples of the purified IMPo-
Nc (V =10.1 ml; [5.7 mg.ml'l]) were injected at a flow rate of 0.5ml/min: (i) A sample of
native IMPa-Nc; (ii)) A sample of IMPa-Nc¢ mixed to FEN1 NLS peptide
(**SSAKRKEPEPKGSTKKKAKT*®) at a proportion of 1:8, incubated for 20 minutes before
chromatography. The molecular weight standards were obtained from a high molecular
weight gel filtration calibration kit (Sigma-Aldrich™) containing the following components:
Blue dextran (2.000 kDa), Beta-amylase (200 kDa), Alcohol dehydrogenase (150 kDa),

Albumin from bovine serum (66 kDa), Carbonic anhydrase (29 kDa) and Cytochrome C



(12.4 kDa). The retention volumes for each standard and samples were measured and used to
calculate the partition coefficients (K,y), which were defined as K,y = (V-Vo)/(V-V,), where
V; = retention volume, V, = void volume (calculated based on the retention time of the blue
dextran standard), and Vc = geometric bead volume for the column. The coefficient K,y
obtained for each standard was plotted against the log of the molecular weight to generate a
standard curve. The collected fractions were evaluated by 12% SDS-PAGE electrophoresis
and western blotting assay using a Monoclonal Anti-polyHistidine antibody produced in

mouse (1:1000) (Sigma-Aldrich). .

2.6. Molecular Modeling and Dynamics

2.6.1. IMPo-Nc modeling

The full-length sequence of IMPa-Nc was submitted to HHpred server [13]
(http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred). According to the alignment data obtained in this
server, the crystallographic model of complex formed by exportin (CSE1P), importin-o
(Kap60p) from S. cerevisiae and RanGTP (PDB ID 1wa5 chain B) [14] was selected as the
more adequate template for the initial modeling of the theoretical IMPa-Nc structural models.
The program Modeller 8v2 [15] and the template Kap60p, truncated at N- and C-termini
(residues Glu81 and Asp510, respectively) were used to generate two sets of ten IMPa-Nc
structural models: (i) models with two segments corresponding to the region of the IBB
domain (segment 1: **ELRRRR*’; segment 2: EENLAKRRGI"") bound to the IMPa-Nc
major and minor binding sites (IMPa-Nc-IBB), and (ii) models devoid of these segments
(IMPa-Nc-AIBB). Variable target function method (VTFM) with conjugate gradients (CG)
[16] and molecular dynamics (MD) with simulated annealing (SA) [16] were used in order to
refine the models. The best IMPa-Nc-IBB and IMPa-Nc-AIBB were selected according to

stereochemical and energetic parameters calculated, respectively, with RAMPAGE



(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/ rampage.php) [17] and ProSA-web servers

(https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php) [18].

2.6.2. Molecular dynamics simulations

The best IMPa-Nc-IBB and IMPa-Nc-AIBB theoretical models calculated with
program Modeller 8v2 were submitted to MD simulations using the program GROMACS
(Groningen Machine for Chemical Simulation) v.4.5.3 [19]. All simulations were executed in
presence of explicit water molecules [20] using an Ubuntu 9.04 Linux operational system and
eight threads of a dual processor and quad-core Intel Xeon E5520 CPU (2.27 GHz) with 24
Gb of RAM. GROMOS 96 53a6 force field [21] was chosen to perform the MD simulations
and the protonation states of the charged groups were set to pH 7.0. The minimum distance
between any atom of the models and the box wall was 1.0 nm. An energy minimization (EM)
using a steepest descent algorithm was performed to generate the starting configuration of the
systems. After this step, 200 ps of MD simulation with position restraints applied to the
protein (PRMD) were executed in order to relax the systems gently. Then, 20 ns of
unrestrained MD simulation were calculated to evaluate the stability of the structures. All
MD simulations were carried out in a periodic truncated cubic box under constant
temperature (298 K) and pressure (1.0 bar), which were hold by coupling to an isotropic
pressure and external heat bath [22]. Overall stereochemical and fold quality of the
theoretical IMPa structural models obtained after MD simulations were checked with the

servers RAMPAGE [17] and ProSA-web [18].

2.6.3. Statistical analysis



The Brown-Forsythe test was used to analyze the variance deviation of the backbone
rm.s.d. of IMPua-Nc-IBB and IMPa-Nc-AIBB models after 10 ns of MD simulation

calculated by the program GROMACS v.4.5.3 [19].

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Production and purification of the recombinant IMPa-Nc

Recombinant IMPa-Nc was produced as a truncated protein missing the 74 N-
terminal amino acid residues and fused to a His tag. The truncated protein lacks the amino
acid sequence 'MADRYIPEHRRTQFKAKSAFKPDELRRRREEQQVEIRKAKREEN
LAKRRGIGAGDSRPGASLGAAPDSDDENPP’*, which corresponds to the auto-inhibitory
domain. The protein was overexpressed in £. coli in a soluble form with a high yield. Single-
step purification by immobilized metal affinity chromatography was enough to produce pure

protein for all biophysical experiments (Fig. 1).

3.2. Circular dichroism indicates high structural similarity between Importins-o.

The circular dichroism spectrum of the recombinant IMPa-Nc exhibits negative peaks
at 208 (-15644.7 [0]) and 222 nm (-15,438.8 [0]), which are typical of a-helix rich proteins,
confirming the correct fold of the protein obtained (Fig. 2A). This spectrum was compared to
that acquired from IMPa-Mm (-15374.1 and -15520.9 for 208 and 222 nm, respectively), for
which the structure was elucidated by X-ray crystallography [5]. Both proteins displayed very
similar CD spectra confirming that the IMPa-Nc and IMPa-Mm have similar folding. The
secondary structure content prediction from the spectrum obtained of IMPa-Nc using

CONTINN algorithm [23] resulted in 52.7% a-helix, 16.4% of loops and 24.1% of unordered



elements. This result is similar to the values obtained for IMPa-Mm structure, 51.1% a-helix,
16.5% of loops and 25.8% of unordered elements.

To examine the thermal stability of IMPa-Nc, a thermal analysis was performed at
222 nm in the range of 10 — 90°C. Results indicate that the calculated melting point (7},) for
the truncated protein is 39.2°C, which is plausible considering the normal growth temperature
for N. crassa (30°C) (Fig 2B). Studies of heat-shock stress (45°C) with N. crassa have shown
a reduction in glycogen syntase transcript levels (gsn) and glycogen levels upon raising the
temperature [24]. Proteins involved in the regulation of this metabolic pathway may depend
of IMPa-Nc to be transported to the nucleus to develop their function; however for
temperatures higher than 40°C, IMPa-Nc¢ is unfolded, impairing the nuclear translocation

associated with it.

3.3. Molecular modeling and molecular dynamics simulations

The initial modeling of the IMPa-Nc-IBB and IMPa-Nc-AIBB was based on the
template Importin-o (Kap60p) from S. cerevisiae (PDB code 1wa5_chain B). This structure
presents a large part of IBB domain modeled in both major and minor NLS binding sites [14].
For the model selection was used the alignment generated by the HHPred server [13] (score =
674.3), the identity (60%) and similarity (98.9%) between the template and IMPa-Nc amino
acid sequences [13]. The best IMPa-Nc-IBB and IMPa-Nc-AIBB models generated by the
program Modeller 8v2 [15] showed a high overall stereochemical quality, with 100% of their
amino acid residues distributed in the favorable and allowed regions of their respective
Ramachandran plots [14]. Furthermore, the adequate folding of the models was confirmed by
the Z-scores: -12.38 and -11.64 for IMPa-Nc-IBB and IMPa-Nc-AIBB models, respectively
[15]. These models were submitted to molecular dynamics (MD) simulations in order to get

potential insights into IMPa features, especially regarding the influence of ligands on the



structural behavior of the protein in solution (Fig. 3A). After 20 ns-MD simulations, it was
verified that the good stereochemical quality of the IMPa-Nc-IBB and IMPa-Nc-AIBB
models is kept, since, respectively, 97.9% and 96.7% of their amino acid residues occupied
the favorable and allowed Ramachandran plot regions. Moreover, the very similar Z-scores
calculated after the MD simulations (-11.10 for IMPa-Nc-IBB and -11.91 for IMPa-Nc-
AIBB) indicate the conservation of an appropriate folding in both models.

Despite the stabilization of both models after MD simulations, it can be observed by
the Fig. 3A that IMPa-Nc-AIBB model present higher variation of the average backbone
r.m.s.d. oscillation in comparison with IMPa-Nc-IBB model. The average backbone r.m.s.d.
values calculated for IMPa-Nc-IBB and IMPa-Nc-AIBB (0.031 and 0.045 nm, respectively)
during the last 10 ns of the MD simulations (Fig. 3A) were significantly different, as pointed
out by the Brown-Forsythe test (p-value = 1,4 .10%). Therefore, it is possible to confirm the
higher degree of flexibility presented by the IMPa-Nc-AIBB model during the progress of the

simulation.

3.4. The theoretical structure of the IMPa-Nc and the conservation of key residues

The final theoretical model of N-terminally truncated IMPa-Nc (Fig. 3B) is composed
by the NLS binding domain and two segments of IBB domain. The structure conserves the
elongated shape built from ten armadillo (ARM) repeat each containing three a-helices (H1,
H2 and H3) connected by loops as occurs for all other IMPa structures solved to date
[1,5,6,7]. In the IMPa-Nc¢ model, the IBB domain is bound to both major and minor NLS-
binding sites, which correspond to ARM repeats 2-4 (in red) and 6-8 (in blue), respectively.
Additionally, the ARM repeat 5 (in green) is occupied by IBB residues of the region

analogous to linker region of bipartite NLS sequences (Fig. 3B).



The Fig. 4 shows a partial alignment of the sequences IMPa-Nc, IMPo-Mm and IMPa
from S. cerevisiae (IMPa-Sc) corresponding to the NLS binding domain. This alignment
shows the identical amino acids highlighted in magenta, whereas in cyan are represented the
non-conserved amino acids. These residues are also highlighted in the IMPa-Nc surface
model demonstrating that its inner concave surface (defined by the H3 a-helix of ARM repeat
motif), is a highly conserved region among the IMPa from different organisms. Similar
results were obtained in a recently review published by Marfori and colleagues [25]. These
results confirm the conserved tryptophan, asparagines, aspartic and glutamic acids of IMPa.-
Nc, comprising cores to accommodate the positively charged classic NLS. By contrast, there
is a high concentration of non-conserved amino acids (in cyan) relatively closed to the IBB
segments (represented as grey sticks in Fig. 4). Some of these regions consist in loops
connecting o-helices; however others contain organized secondary structures and may

influence the binding of IMPa-Nc to specific cargo proteins.

3.5. N-terminally truncated IMPa-Nc requires a ligand at the NLS binding region to be stable

Several crystal structures of IMPa have been solved by X-ray crystallography either
in the full-length version, N-terminally truncated and N-terminally truncated bound to several
peptides and ligands [2,3,5-7,26-29]. In all of these cases there was a ligand or its own auto-
inhibitory sequence (in the case of full-length IMPa) bound at the major or minor binding
sites of IMPa. The N-terminally truncated yeast IMPa (IMPa-Sc) is the unique exception,
however in this case, the crystal structure presented as homodimer [5], forming an extensive
dimeric interface which includes the linker binding region of bipartite NLSs. Co-
crystallization experiments of IMPa-Sc and nucleoplasmin only were possible after of the
mutation Tyr393Asp, since this is a critical residue to its dimerization process [5]. Attempts

to crystallize IMPa-Mm without any ligand by us [30] or by other scientists [31] were



unsuccessful, and the reason for that, may be because IMPa-Mm does not have tyrosine
residue in the position equivalent to 393 as occur for IMPa-Sc, which may aid its
dimerization. These experimental results indicate that it is impossible to crystallize N-
terminally truncated IMPa without a ligand (or even other IMPa monomer) in the NLS
binding site region. In order to get insights about this finding we performed analytical size-
exclusion chromatography experiments with apo IMPa-Nc and IMPa-Nc complexed to FEN1
bipartite NLS peptide [32]. Size-exclusion chromatography indicated the arrangement of two
populations of apo IMPa-Nc (peaks 1 and 2) in solution (Fig. 5). In attempt to estimate the
molecular weight of these observed peaks, a calibration curve was calculated depending on
the retention volumes of each standard previously applied to the chromatography column.
The peak 1 is too broad to infer its molecular weight, once it is comprised by aggregates of
IMPa-Nc, whose molecular weights are higher than the recommended separation range of
Superdex-200 10/30 column. The peak 2 also corresponds to apo IMPa-Nc as shown by SDS
electrophoresis gel and western blot analysis (Fig. 5) and presented an estimated molecular
weight of 83.7 kDa. This apparent molecular weight is higher than the expected for N-
terminally truncated IMPo-Nc (52 kDa); but this can be explained by the elongated
conformation of importins that may lead to reduction of its retention time at column during
the chromatography. Dynamic light scattering (DLS) measurements corroborates these
results, since that the DLS measures performed at 4°C indicated a mean hydrodynamic radius
(Ry) of 4.1 nm with a polydispersity of 20.4 % and an estimated MW of 90 kDa.

By contrast, size-exclusion chromatography of IMPa-Nc¢ complexed to FEN1 NLS
peptide resulted in a single peak (peak 3) that corresponds to IMPa-Nc¢ as shown by SDS
electrophoresis gel and western blot analysis (Fig. 5). This peak presented an estimated
molecular weight of 81.1 kDa, which is slightly smaller than the molecular weight presented

by IMPa-Nc at peak 2. This result suggests that the interaction between the IMPa-Nc and the



NLS peptide may lead to a protein conformation change and could explain this small
difference of retention times between IMPa-Nc samples during the chromatography.

In addition to these data, the analytical size-exclusion chromatography experiments,
combined to SDS electrophoresis were also capable to detect aggregation of IMPa-Nc in
absence of NLS peptide even under denaturing conditions. The fractions correspondent to
peak 2 were pooled, concentrated and evaluated by SDS electrophoresis experiments. The
apo IMPa-Nc sample (peak 2) presented a predominant band of approximately 55kDa and
other band around 130 kDa (Fig. 5). In contrast, the sample from peak 3, which corresponds
to IMPa-Nc complexed to FEN1 NLS peptide, showed a single band at the same level as the
predominant apo IMPa-Nc band (55 kDa) (Fig. 5). The bands observed in the SDS
electrophoresis gel were confirmed as IMPa-Nc by western blot analysis showing that even
after the gel filtration the IMPa-Nc¢ can form dimers (Fig. 5). Moreover, the presence of the
single band from peak 3 indicates that the aggregation of truncated IMPa-Nc was abolished
(or significantly reduced) by interaction between IMPa-Nc and FEN1 NLS peptide.

Then, taking into account all the results obtained by us in the MD simulations, size-
exclusion chromatography and DLS experiments with the IMPa-Nc and the crystallography
studies with several IMPa, we can hypothesize that the IMPa-Nc has lower stability when is
unbound than when is bound to a ligand at its NLS binding region. Furthermore, due to the
high reactive residues of the minor and major binding sites of IMPa-Nc [1,5,6,7], the N-
terminally truncated IMPa-Nc may bind to any flexible segments containing clusters of
positively charged amino acids which give stability to the IMPa-Nc. These results are in
agreement with the high affinity constants of IMPa to proteins containing NLS basic clusters
when IMPa is bound to IMPP [26], since N-terminally truncated IMPa may simulate an

IMPo/IMPB heterodimer. These authors also demonstrated using several techniques that



IMPa is monomeric in the auto-inhibited state (when bound to the IBB domain) and

stoichiometry of its association with importin-f3 is 1:1.

4. CONCLUSIONS

Importin-a from N. crassa was cloned, expressed, purified and, studied using biophysical and
bioinformatics tools. For the first time, biophysical and bioinformatics studies were
performed for importin-o for other organisms than mammalian or yeast. Dynamic light
scattering, analytical size-exclusion chromatography experiments and molecular dynamics
simulations showed that N-terminally truncated IMPa-Nc presents low stability when it is not
bound to a ligand, suggesting thus an explanation to its partial aggregation (or dimerization)
in solution. Additionally, the results showed high similarity of inner concave surface, which
binds the cargo proteins containing the NLS sequences among the IMPa from different
organisms. However, the presence of non-conserved amino acids relatively close to the NLS
binding region may be related to the binding specificity of IMPa-Nc to cargo proteins.
Additional experiments, including X-ray crystallography, site-directed mutagenesis, and
cellular localization may add important elements to understand the fundamental role of IMPa

in the protein transport.

ABBREVIATIONS

IMPa = importin-o;

IMPp = importin-f3;

IBB = importin-p binding domain;
IMPo-Mm = importin-a from Mus musculus;

IMPa-Nc = importin-a from Neurospora crassa;



IMPa-Nc-IBB = importin-a from N. crassa bound to IBB segments;
IMPa-Nc-AIBB = N-terminally truncated importin-o from N. crassa;

IMPa-Sc = importin-o from Saccharomyces cerevisiae
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FIGURE LEGENDS

Fig. (1). Production in E. coli and purification of the recombinant IMPa from N. crassa. The
recombinant protein production in E. coli host strain Rosetta™ was performed as described in
Materials and Methods. Protein extract containing the recombinant His6-IMPa-AIBB was
applied onto a HisTrap'™ HP column and eluted in a 0.5 M linear imidazole gradient.
Fractions containing the purified protein were pooled, dialyzed, and used in further
experiments. Lanes 1, flow through (FT); 2 and 3, purified IMPa-AIBB after dialysis. The

numbers on the left side indicate the protein molecular weight in kDa.

Fig. (2). (A) Far-UV circular dichroism spectra of recombinants IMP-a from N. crassa (in
grey) and Mus musculus (in black). (B) Thermal denaturation curve of IMPa from N. crassa
obtained by circular dichroism spectra at a wavelength of 222 nm while heating from to 10°

to 90°C.

Fig. (3). (A) Average backbone r.m.s.d. during the 20 ns-MD simulations of the theoretical
models: N-terminally truncated importin-a from N. crassa (IMPa-NcAIBB) and same protein
bound to IBB segments (IMPa-Nc-IBB). Despite of the stabilization after 10 ns observed in
both simulations, the model IMPa-Nc-AIBB presented a higher oscillation, as pointed out by
the Brown-Forsythe test. (B) Ribbons diagram of importin-o theoretical model from M.
crassa bound to IBB segments (IMPa-Nc-IBB). The IBB segments are shown in a ball-and-

stick representation.

Fig. (4). (A) Surface representation of Importin-a theoretical model from N. crassa. The IBB
segments are shown in grey as stick representation. The conserved amino acids among
importin-a from N. crassa, S. cerevisiae and Mus musculus are shown in dark grey and non-
conserved ones are shown in light grey. (B) Partial alignment of importin-o from N. crassa
(Nc), S. cerevisiae (Sc) and M. musculus (Mm). The conserved amino acids are highlighted in
dark grey and the non-conserved in light grey. Some fundamental residues to NLS binding

are written in white.

Fig. (5). (A) Analytical size-exclusion chromatography of IMPa-Nc in absence and presence

of FEN1 NLS peptide in a Superdex-200 10/30 column equilibrated with a buffer containing



20 mM Tris HCI pH 8.0 and 100 mM NaCl. (B) Calibration curve determined using standard
proteins shows the estimated molecular weight of the peaks 2 and 3. The peak 1 is broad to
infer the molecular weight, once it is comprised by aggregates of IMPa-Nc whose molecular
weights are higher than the recommended separation range of Superdex-200 10/30 column.
The protein standards were obtained from a high molecular weight gel filtration calibration
kit (Sigma-Aldrich) containing: blue dextran (2.000 kDa), beta-amylase (200 kDa), alcohol
dehydrogenase (150 kDa), albumin from bovine serum (66 kDa), carbonic anhydrase
(29 kDa) and cytochrome C (12.4 kDa). (C) Coomassie blue stained 12% SDS-PAGE gel
(MM: Page Ruler™ Plus Prestained Protein Ladder from Thermo Scientific) and western blot
analyses of the peaks 2 and 3 using IMPa-Mm as positive control. In all lanes were applied

15 ng of pure protein.
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