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RESUMO

Este trabalho descreve a caracterizagao funcional de alguns fatores de transcricao
possivelmente envolvidos na regulacdo do metabolismo do glicogénio no fungo filamentoso
Neurospora crassa. Em uma analise sistematica realizada com 69 linhagens mutantes em
genes codificadores para fatores de transcricdo, foram identificadas e selecionadas sete
linhagens que apresentaram perfis diferentes de acumulo de glicogénio, em relagédo a
linhagem selvagem, tanto durante o crescimento vegetativo (30°C) como no estresse
térmico (45°C). Com o objetivo de verificar o envolvimento dos fatores de transcri¢cao
selecionados na expressao dos genes gsn (glicogénio sintase) e gpn (glicogénio fosforilase),
experimentos de Northern blot foram realizados e revelaram variagdes ao nivel transcricional
em algumas linhagens. A analise por Blast revelou que alguns fatores de transcricao haviam
sido previamente estudados em N. crassa (CSP-1, RCO-1, NIT2) ou em outros organismos
(PacC, FIbC, Fkh1) e participam na regulagao de diferentes processos bioldgicos. O fator de
transcricdo PACC e a influéncia do pH externo sobre a regulacdo do metabolismo do
glicogénio foram investigados mais detalhadamente neste trabalho. Os resultados
mostraram que na linhagem selvagem o acumulo de glicogénio e a expressao do gene gsn
foram reprimidos em condicbes de pH alcalino, enquanto que o gene pacC foi super-
expresso nesta condigdo. A linhagem mutante pacC*® mostrou perder a regulagdo sobre o
acumulo de glicogénio e expressao do gene gsn, tanto durante o crescimento em pH
fisiolégico (5,8) como alcalino (7,8). A andlise de ligagdo DNA-proteina mostrou que a
proteina PACC de N. crassa recombinante produzida em E. coli foi capaz de se ligar ao
motif de DNA para a proteina PACC, presente na regido promotora do gene gsn. A
especificidade da ligacado foi comprovada através de ensaios de competigdo utilizando um
oligonucleotideo contendo o motif de DNA e pela ligagdo a um fragmento contendo o motif
mutado por mutagénese sitio-dirigida. A capacidade de ligagdo também foi verificada
utilizando extrato celular obtido a partir de micélio crescido tanto em pH alcalino como no pH
normal de crescimento (5,8). Ensaio de Western blot revelou que a proteina PACC
apresentou a mesma massa molecular em ambos os pH, indicando que a proteina possa
estar processada mesmo no pH normal de crescimento. Isto nos levou a sugerir que a via de
sinalizagdo mediada por pH em N. crassa, a qual resulta na ativacao do fator de transcricao
PACC, possa ser diferente do modelo proposto para Aspergillus nidulans. Os fatores de
transcricdo NIT2 e CRE-1 também foram caracterizados preliminarmente neste trabalho
devido a presencga de motifs de DNA para as duas proteinas na regido promotora dos genes
gsn e gpn. A proteina NIT2 recombinante e a presente no extrato celular bruto de células
crescidas em condicOes fisiolégicas normais foram capazes de reconhecer e se ligar ao
motif nit2 da regido promotora do gene gsn. Por outro lado, a andlise da expressao génica
em células crescidas em diferentes fontes de carbono mostrou que a proteina CRE-1
participa no controle do metabolismo de glicogénio em N. crassa, mais especificamente ao
nivel da regulagao do gene gpn.

Palavras-chave: fatores de transcrigéo, glicogénio, PACC, NIT2, CRE-1.



ABSTRACT

This work describes the functional characterization of transcription factors likely involved in
glycogen metabolism regulation in the filamentous fungus Neurospora crassa. In a
systematic analysis performed with 69 strains knocked-out in genes encoding transcription
factors, seven strains were identified and selected by presenting profiles of glycogen
accumulation different from that existent in the wild-type strain during vegetative growth
(30°C) and under heat stress (45°C). In order to verify the involvement of the selected
transcription factors in regulation of gsn (codes for glycogen synthase) and gpn (codes for
glycogen phosphorylase) genes, Northern blot assays were performed. Differences in gene
expression were observed in some strains compared to the wild-type strain. Blast analysis
showed that transcription factors have been previously studied either in N. crassa (CSP-1,
RCO-1, NIT2) or in other organisms (PacC, FIbC, Fkh1) participating in the regulation of
different biological processes. The transcription factor PACC and the influence of the
external pH under the regulation of the glycogen metabolism were further investigated. The
results showed that in the wild-type strain the glycogen content and the gsn gene expression
were repressed under alkaline conditions, while the pacC gene was overexpressed in this
condition. The pacC*® strain showed impairments in the glycogen accumulation and gsn
gene expression under normal pH (5.8) and alkaline (7.8) conditions. Protein-DNA binding
analysis showed that N. crassa PACC recombinant protein produced in E. coli cells was able
to bind to the pacC motif present in the gsn promoter. Binding specificity was confirmed by
competition assays using an oligonucleotide containing the DNA motif and by binding to a
DNA fragment containing the motif mutated by site-directed mutagenesis. Binding of the
PACC protein was also verified using the crude cellular extract obtained from mycelium
grown under both alkaline (7.8) and physiological pH (5.8) conditions. The Western blot
assay revealed that PACC protein showed the same molecular mass in both pH, suggesting
that the protein would be processed even under normal growth pH. This result led us to
suggest that the pH signaling pathway in N. crassa, which results in the activation of the
PACC protein, can be different of the proposed model for Aspergillus nidulans. The NIT2 and
CRE-1 transcription factors were also preliminarily characterized in this work due to the
presence of specific DNA motifs in the gsn and gpn promoters. The recombinant NIT2
protein and that present in crude cellular extract from cells grown under normal conditions
were able to recognize and binding to the NIT2 motif of the gsn promoter. On the other hand,
gene expression analysis in cells grown under different carbon sources showed that the
CRE-1 protein is involved in glycogen metabolism control in N. crassa, more probably at the
gpn gene regulation expression.

Key-words: transcription factors, glycogen, PACC, NIT2, CRE-1
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Introducdo

1. O fungo Neurospora crassa como organismo modelo de estudo

O reino dos fungos abrange uma enorme biodiversidade de microorganismos, o qual
se estima incluir cerca de 1,5 milhdes de espécies, sendo que menos de 5% estdo descritas
(HAWKSWORTH, 2001; MUELLER; SCHMIT, 2004). Os fungos, conhecidos como bolores,
mofos e cogumelos, apresentam grande importancia biotecnolégica nos ramos alimenticio e
farmacéutico, pois sao capazes de sintetizar uma grande variedade de compostos, como
enzimas, antibiéticos dentre outros. Além disso, os fungos sdo fundamentais para a
decomposigédo de matéria organica e reciclagem de nutrientes (AZEVEDO, 1997).

Os fungos contribuem com uma enorme soma de conhecimento para o entendimento
dos processos geneéticos, bioquimicos e moleculares. Dentre os fungos filamentosos,
Neurospora crassa se destaca como um excelente organismo modelo, ndo s6 pela sua
facilidade de manipulagao e desenvolvimento, como também pelos seus aspectos genéticos
e sistemas bioquimicos muito bem estabelecidos (DAVIS; PERKINS, 2002). N. crassa é um
fungo pertencente a classe dos Eumicetos, subclasse Ascomiceta, familia Sordariacea,
subfamilia Sphaeriales (ESSER; KUENEN, 1967) e ficou popularmente conhecido como o
“bolor laranja” nas padarias francesas, em meados do século XIX, como contaminante de
paes e outras substancias ricas em carboidratos. No inicio do século XX, foi descoberta a
tolerancia dos ascésporos de N. crassa as altas temperaturas. No Brasil, um fungo laranja
foi descrito por crescer em vegetagcao submetida a queimada (PERKINS, 1992).

Neurospora crassa tem nutricao simples e necessita de apenas uma unica fonte de
carbono, sais minerais e uma vitamina essencial: a biotina (METZENBERG, 1979). Por ser
de carater heterotrofico, utiliza variadas fontes de carbono, metabolizando rapidamente
glicose, manose, frutose, xilose, sacarose, maltose, celobiose e trealose. O nitrogénio é
metabolizado na forma de ambnia, que pode ser obtida de maneira direta ou indireta,
através da transformacgao de nitritos, nitratos, aminoacidos ou catabolismo de proteinas e
acidos nucléicos. Tem seu crescimento o6timo em pH 5,4, mas € bastante tolerante e
consegue se desenvolver numa faixa de pH variando entre 4,0 e 7,5 (METZENBERG,
1979).

N. crassa ¢ um fungo aerobio restrito, ndo patogénico, com um tempo de duplicagao
de aproximadamente 150 min. E um microorganismo hapléide durante o crescimento
vegetativo, onde aparecem as estruturas destinadas a propagacao do fungo (macroconidios
e microconidios) e diploide durante a fase sexual de reprodugdo, quando ocorre a fusédo de
dois nucleos hapldides e a formacgéo de nucleos zigoticos (METZENBERG, 1979) (figura 1).
Sendo um fungo heterotalico, N. crassa possui individuos sexualmente compativeis de dois
tipos designados A e a. Nenhuma diferenga morfoldgica € observada em linhagens de

mating type diferentes e quaisquer duas linhagens de tipos sexuais opostos sao
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competentes para o cruzamento, sendo que tanto um tipo quanto o outro pode se comportar
como “macho” (doador de nucleo) ou “fémea” (receptora de nucleo) (FINCHAN; DAY;
RADFORD, 1979). Resumidamente, a doagdo de nucleo ocorre por um macroconideo,
microconideo, ou pedaco de hifa que entra em contato com o protoperitécio, a qual se trata
de uma estrutura reprodutora feminina receptora de nucleo, que somente é formada em
resposta a privagédo de nitrogénio (FINCHAN; DAY; RADFORD, 1979; METZENBERG,
1979).

N. crassa possui um genoma hapldide de aproximadamente 40 Mb, sendo maior que
os genomas de Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe (ambos com
cerca de 12 Mb). Em 2003, sua sequéncia genOmica foi determinada, alavancando as
pesquisas a cerca dos fungos filamentosos (GALAGAN et al., 2003). O genoma de N.
crassa esta organizado em 7 cromossomos, onde estdo distribuidos 10.082 genes. Na
época do sequenciamento do genoma, somente 13% dos genes codificavam proteinas
conhecidas em bancos de dados; 46% dos genes codificavam proteinas hipotéticas, e 41%
deles codificavam proteinas que nao possuiam ortélogos funcionais conhecidos, refletindo o
baixo conhecimento dos genomas dos fungos. Outra caracteristica interessante revelada é
de que 57% das proteinas ndo correspondiam as proteinas de leveduras, enquanto que
14% delas eram ortélogas a proteinas de animais e plantas (GALAGAN et al., 2003). Além
disso, N. crassa compartilha genes com uma variedade de grupos taxonémicos e o grau de
complexidade do seu genoma se aproxima ao de Drosophila melanogaster (DUNLAP et al.,
2007), sugerindo que esse fungo se relacione melhor com organismos eucariotos superiores
do que com as leveduras.

Apés a finalizacdo do sequenciamento do genoma de N. crassa, uma série de
abordagens experimentais foi proposta pela comunidade cientifica, a qual foi dividida em
quatros grande projetos: (1) a criagcdo de um banco de linhagens mutantes (knockout),
permitindo a caracterizacdo de genes desconhecidos; (2) a anotacdo funcional desses
genes; (3) a montagem de um perfil transcricional baseado na criacdo de microarrays de
DNA, e (4) a geragcdao de um mapa da SNP (Single Nucleotide Polymorphism) de alta
densidade (DUNLAP et al., 2007). A inativacao de genes de interesse e a caracterizacao
funcional, bem como a analise fenotipica das linhagens mutantes, vem permitindo expandir
o conhecimento do genoma funcional em fungos, por meio da comparagao de importantes
processos bioldgicos entre organismos modelos distintos.

Em N. crassa, dois processos de geracao de linhagem mutantes estdo bem descritas:
a mutagao por RIP (Repeat Induced Point Mutation) e a técnica de knockout. A inativagéo
por RIP baseia-se na introdugdao de uma copia extra do gene alvo no fungo. Os
transformantes, contendo uma cépia adicional do gene, introduzem mutagdes pontuais na

sequéncia gendmica quando submetidos ao cruzamento seguido de meiose (SELKER,
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1990). Esta técnica foi bastante utilizada na década passada e, embora seja um método util
e eficaz, demanda muito tempo para ser desenvolvido (NINOMIYA et al., 2004). Além disso,
nem todas as sequéncias de DNA sao suscetiveis ao RIP (SELKER, 1990).

O procedimento de knockout é mais rapido e baseia-se no mecanismo de
recombinagdo homologa, onde ocorre a troca do gene alvo por outro a partir das
extremidades de sequéncias homodlogas (NINOMIYA et al.,, 2004). A recombinagao
homodloga é um fendmeno extremamente raro em N. crassa, porém freqliente em S.
cerevisiae. Na recombinagdo nado-homodloga, o DNA exdgeno € integrado em qualquer
regidao do genoma, sendo um mecanismo conservado evolutivamente em humanos, plantas
e insetos. Dentre as proteinas envolvidas nesse processo, destacam-se as proteinas Ku70 e
Ku80, as quais formam um heterodimero que se liga nas extremidades do DNA, compondo
um complexo de reparagdo das fitas (WALKER; CORPINA; GOLDBERG, 2001). As
proteinas Ku70 e Ku80 sao conservadas tanto em leveduras quanto em humanos, e em N.
crassa, seus homologos foram nomeados como mus-51 e mus-52, respectivamente. Dessa
forma, Ninomiya et al. (2004) desenvolveram um procedimento, baseado em PCR, para a
inativacdo desses genes e, desta maneira, construir linhagens de N. crassa nas quais 0
processo de recombinagdo nao-homodloga é bloqueado, favorecendo a recombinagao
homologa. A técnica de knockout permitiu a construgdo de um banco de linhagens mutantes
de N. crassa nos genes codificadores de proteinas e, assim, alavancar a gendmica
funcional. Atualmente, tais linhagens encontram-se depositadas no Fungal Genetics Stock
Center (FGSC, Kansas City, Missouri, USA), e estdo disponiveis para a comunidade
cientifica. Em 2006, Colot et al. publicaram os primeiros resultados de morfologia
relacionados as linhagens mutantes nos 103 genes codificadores de fatores de transcrigéao.
Estas linhagens mutantes se tornaram um material interessante para o inicio dos estudos
acerca dos mecanismos regulatérios de controle da expressao génica ao nivel transcricional
(GONGALVES et al., 2011; TIAN; LI; GLASS, 2011).

2. Fatores de transcricao

Nos organismos vivos, com exceg¢ao de alguns virus, a informacao genética de todas
as células esta depositada na sequiéncia de nucleotideos de seu DNA. Essa informacgao é
codificada e transmitida para moléculas de RNA e proteinas. A regulacdo da expressao
génica permite que a célula exerga um controle sobre a sua estrutura e fungéo, que é a base
da diferenciacao celular, da morfogénese e da versatilidade e adaptabilidade de qualquer
organismo (GRIFFITHIS et al. 2001). Para a maioria dos genes de organismos eucarioticos,

o controle transcricional ocorre de forma predominante, o qual envolve a participacao de
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uma grande quantidade de proteinas que se associam e se ligam especificamente nas
sequéncias regulatérias dos genes, modulando a atividade da RNA polimerase (COOPER,
2000).

Algumas proteinas regulatérias sdo denominadas fatores de transcrigdo, as quais,
no geral, possuem dois dominios protéicos: um de ligagdo ao DNA (DBD, DNA binding
domain), que permite o ancoramento da proteina as sequéncias nucleotidicas especificas, e
outro, de ativacao transcricional (AD, activation domain), o qual permite a interagdo com
outros componentes da maquinaria de transcricdo (COOPER, 2000). E importante ressaltar
que alguns fatores de transcrigdo ndo possuem o dominio de ativacdo AD ou o dominio de
ligagdo DBD. Neste caso, o DBD e o AD estdo localizados em diferentes proteinas no
complexo de ligacdo ao DNA, sendo necessaria a interacdo das mesmas para que possa
ocorrer a transcricao (LATCHMAN, 2003). As proteinas que somente tém o dominio de
ativacao AD sao chamadas de co-fatores transcricionais.

Os fatores de transcricao ainda podem ser classificados em dois tipos: fatores gerais
de transcrigdo e ativadores/repressores transcricionais. Os fatores gerais de transcri¢cao
estdos envolvidos na modulagédo da transcricdo de todos os promotores coordenados pelas
RNAs polimerases, sendo parte constituinte da maquinaria basica da transcrigcdo. Alguns
desses fatores se associam a regioes especificas do DNA permitindo que sequencialmente
outros fatores gerais se liguem e recrutem a RNA polimerase na regido promotora. Estando
completa a formagao do complexo de iniciacdo da transcrigdo, a RNA polimerase inicia o
processo de transcricdo do RNA. Os ativadores/repressores transcricionais sdo proteinas
regulatérias especificas que modulam a expressao de determinados genes. Estas proteinas
podem influenciar a transcricio de genes mesmo que estejam ligadas a milhares de
nucleotideos do promotor (ALBERTS et al., 2004). E importante enfatizar que a maioria das
proteinas regulatdrias atuam como parte de complexos compostos por outras proteinas, e

dificilmente elas trabalham sozinhas.

2.1. Regiao promotora e elementos cis de DNA regulatdrios

A regido de controle génico € aquela que normalmente esta posicionada upstream a
sequéncia codificadora do gene (ORF) e é responsavel pela regulagdo da taxa de
transcrigdo. Estdo presentes nesta regido o promotor do gene, onde se ligam os fatores
gerais de transcricdo e a RNA polimerase, e os elementos cis regulatorios, aos quais se
ligam uma variedade de proteinas regulatérias, contribuindo para a indugao ou repressao da
expressao génica. Alguns elementos ativadores sdo chamados de enhancers, pois

aumentam a transcricdo de genes, os quais podem estar localizados a poucos nucleotideos
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da regido promotora, como também distantes, tanto upstream como downstream do
promotor. Essa “agao a distancia” é explicada pela capacidade do DNA em formar algas ou
voltas, permitindo que o fator de transcrigéo ligado ao enhancer interaja diretamente com os
fatores gerais da transcricdo ou com a prépria RNA polimerase (BRADEN; TOOZE, 1999;
COOPER, 2000).

A acéo inibitoria de proteinas regulatérias repressoras na transcricdo pode ocorrer da
mesma forma que nas proteinas ativadoras, ou seja, pela ligagao direta a sitios regulatérios
especificos. Outra forma de controle transcricional € a competicao do fator de transcricao
repressor com proteinas ativadoras pela ligagdo a um sitio de DNA especifico. Como
consequéncia, a ligagdo do repressor ao promotor ou a um enhancer bloqueado leva a
inibicdo da transcricdo (ALBERTS, et al., 2004; COOPER, 2000).

2.2. Relacao da estrutura da cromatina na regulacao da transcricao

A estrutura da cromatina esta relacionada com a modulag&o da transcricdo de genes.
Nas células eucaridticas, a cromatina é constituida por DNA associado a uma grande
quantidade de proteinas histonas e nao-histonicas, que interagem de forma dindmica com a
cadeia nucleotidica, sendo responsaveis pela compartimentalizacdo da cromatina no nucleo,
bem como pelo controle da expressdo génica (LUGER et al.,, 1997). Uma unidade de
nucleossomo é composta por um fragmento de DNA de 147 pares de nucleotideos que déo
quase duas voltas em um octamero de histonas, o qual é constituido por dois pares das
histonas H2A, H2B, H3 e H4 (LI; CAREY; WORKMAN, 2007). Unidades de nucleossomos
condensados formam uma estrutura altamente organizada e empacotada, sendo importante
para regular o acesso de proteinas regulatérias ao DNA. As histonas nos nucleossomos
estdo sujeitas a um grande numero de modificagbes pods-traducionais, como por exemplo,
acetilagdo, metilagdo, ubiquitinagdo, fosforilagdo, dentre outras, as quais provocam
alteragdes na estrutura da cromatina. O DNA pode se tornar mais compactado ou mais
relaxado, modulando a acessibilidade de fatores de transcricdo e da RNA polimerase no
DNA (LI; CAREY; WORKMAN, 2007).

Alguns reguladores transcricionais bem estudados fazem parte deste tipo de
regulacdo, também chamada de “remodelagem da cromatina”, como por exemplo, o
complexo SAGA em S. cerevisiae, em que a acetitransferase (Gcn5p) transfere o grupo
acetil para residuos de lisina presente nas caudas das histonas H3 e H2B, levando a uma
menor interagcdo com DNA (BROWN et al., 2000); e o complexo SWI/SNF, com capacidade
de desestabilizar os dimeros H2A/H2B em uma reacao dependente de ATP, liberando os

elementos cis de DNA bloqueados pelos nucleossomos (BRUNO et al., 2003).
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2.3. Tipos de dominios de ligacao ao DNA

Como mencionado anteriormente, em geral, os fatores de transcricao possuem um
dominio de ligagdo ao DNA, o qual € complementar as caracteristicas superficiais da dupla-
hélice. A interacdo proteina-DNA envolve ligagdes de hidrogénio, ibnicas e interacoes
hidrofobicas, as quais asseguram uma associagdo forte e especifica. Estudos de
cristalografia por difragdo de raios-X e de RMN tém revelado que nos dominios de ligacao
ao DNA, tanto a-hélices como folhas- se ligam ao sulco maior da dupla-hélice em um
ajuste tao perfeito, sendo capazes de distinguir diferentes sequéncias nucleotidicas
(ALBERTS et al.,, 2004). Dessa forma, os fatores de transcricdo sdo classificados em
diferentes familias de acordo com o tipo de dominio de ligagdo ao DNA. A maioria dos
fatores de transcricdo faz parte das familias dos dominios zinc finger (dedo de zinco), ziper
de leucina e helix-turn-helix (hélice-volta-hélice) (BRADEN; TOOZE, 1999).

2.3.1. Dominio zinc finger

Os fatores pertencentes a familia dedo de zinco fazem parte de uma das maiores
familias de fatores de transcrigdo em eucariotos, possuindo uma grande quantidade de
estruturas secundarias distintas. O dominio dedo de zinco é composto de uma cadeia
polipeptidica contendo residuos de cisteina e/ou histidina que interagem entre si por meio da
ligagdo com atomos de zinco, na qual é formada uma estrutura em forma de “dedo”. Essa
estrutura é estavel e interage diretamente com o sulco de DNA. Uma proteina pode conter
mais de uma repeticdo do dominio zinc finger, permitindo um aumento na especificidade de
reconhecimento dos sitios de ligagdo ao DNA, como é o caso do fator geral de transcricéo
TFIIIA, o qual contém 30 repeticdes (BRADEN; TOOZE, 1999; LUSCOMBE et al., 2000).

Os dominios do tipo zinc finger podem ser divididos em classes, conforme a variagao
do numero de residuos de cisteina e histidina. O dominio zinc finger classico corresponde
ao dominio C,H, (-Cys-Cys-His-His-), constituido por duas estruturas de folhas-
antiparalelas, seguidas de um hairpin € uma estrutura em a-hélice com trés voltas e meia
(figura 2A). A interacdo com o atomo de zinco ocorre entre os residuos Cys3, Cys6
(extremidade N-terminal), e His19 e His23 (extremidade C-terminal) (BRADEN; TOOZE,
1999; LUSCOMBE et al., 2000). Em N. crassa, tem-se como exemplo de fator de transcrigao
do tipo zinc finger classico a proteina CRE-1, a qual esta envolvida na regulagdo do
catabolismo de fontes de carbono (SUN; GLASS, 2011).
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Figura 2 — Representacgao tridimensional e esquematica dos dominios de ligacdo ao DNA
do tipo zinc finger. (A) Estrutura tridimensional do dominio Cys,His, da proteina embrionaria
Xfin de Xenopus laevis. (B) Estrutura tridimensional do dominio Cys, do receptor de
glicocorticéide. (C) Esquema da estrutura do dominio Zn,Cyse da proteina GAL4 de S.
cerevisiae. (D) Estrutura tridimensional dos dominios Zn,Cyss da proteina Gal4 ligada ao
DNA (PDB 1D66). (BRADEN; TOOZE, 1999; http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do).
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Outra classe do dominio zinc finger é a do tipo Cys, (-Cys-Cys-Cys-Cys-) ou GATA,
assim chamado por se ligar ao motif de DNA 5’-GATA-3'. Nesse dominio, duas a-hélices séo
mantidas juntas por dois atomos de zinco (figura 2B), nas quais as proteinas costumam
formar dimeros. Nestes, as primeiras a-hélices interagem com o sulco maior do DNA, e as
segundas sdo responsaveis pela manutengdo do dimero. Um classico exemplo de fatores
do tipo Cys, sdo os receptores de glicocorticéides (ALBERTS et al., 2004; BRADEN,;
TOOZE, 1999) e em N. crassa, o fator de transcricdo NIT2, envolvido na regulagdo do
metabolismo de nitrogénio (FU; MARZLUF, 1987).

A familia do dominio zinc finger ainda possui outra classe denominada Zn,Cys;s (-Cys-
X,-Cys-Xs-Cys-Xe-Cys-Xo-Cys-Xe-Cys-) ou binuclear zinc cluster, em que dois atomos de
zinco sao coordenados por um par de a-hélices através de seis residuos de cisteina (figura
2C). Uma a-hélice se liga ao DNA pelo sulco maior e a segunda interage com o esqueleto
de fosfato (LUSCOMBE et al., 2000). Um exemplo dessa classe de fator de transcrigdo € a
proteina Gal4 de S. cerevisiae, a qual se liga ao DNA na forma de dimero (figura 2D),
ativando a transcricdo de genes requeridos para a metabolizagdo da galactose (BRADEN;
TOOZE, 1999). Em N. crassa, o fator de transcricido NIT4 pertence a classe Zn,Cysg e
regula, juntamente com NIT2, genes envolvidos no metabolismo do nitrogénio (FENG;
MARZLUF, 1998).

A Ultima classe dos dominios zinc finger descrita é aquela que envolve trés residuos
de cisteina e um de histidina (-Cys-X,-Cys-X4-His-X;-Cys-). A estrutura desse dominio é
parecida com a do zinc finger classico, porém nao ha formacao da a-hélice por causa do
harpin curto (figura 3A). A interacdo com o atomo de zinco ocorre entre os residuos Cys3,
Cysb6, His11 e Cys16 (BRADEN; TOOZE, 1999). Um exemplo classico deste tipo de dominio
€ o presente na proteina gag do retrovirus HIV, a qual forma um complexo com o RNA viral
(BRADEN; TOOZE, 1999).

2.3.2. Dominio helix-turn-helix

Os dominios de fatores de transcricdo pertencentes a familia helix-turn-helix ou HTH
sdo comuns tanto em procariotos como em eucariotos. O dominio HTH é composto de duas
a-hélices ligadas por poucos residuos de aminoacidos que formam uma “volta” ou furn. A
segunda a-hélice, chamada de hélice de reconhecimento, é capaz de se ligar em
sequéncias especificas no sulco maior do DNA (ALBERTS et al., 2004). As estruturas
externas ao dominio HTH variam muito em proteinas de procariotos, os quais estao
inseridos em diferentes contextos estruturais. Em eucariotos, o dominio HTH esta sempre

rodeado pela mesma estrutura, chamada de homeodominio, 0 qual € composto de trés
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Figura 3 — Representacado tridimensional e esquematica de dominios de ligagdo ao DNA.
(A) Estrutura tridimensional do dominio zinc finger Cys;His da proteina gag do retrovirus
HIV. (B) Representagao da estrutura de um homeodominio contendo o dominio helix-turn-
helix. (C) Esquema da estrutura do dominio ziper de leucina da proteina Gcn4 de S.
cerevisiae. (D) Representacao tridimensional de um dimero bHLH ligado ao DNA (ALBERTS
et al., 2004; BRADEN; TOOZE, 1999).
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a-hélices conectadas por “voltas”, sendo que as hélices 2 e 3 fazem parte do dominio HTH
(figura 3B). Nesse caso, a terceira a-hélice se encaixa no sulco do DNA e as outras duas se
deitam sobre ela, assegurando a ligagao no DNA (ALBERTS et al., 2004; BRADEN; TOOZE,
1999).

2.3.3. Dominio leucine zipper

Os fatores de transcricao que contém dominios regulatérios da familia ziper de leucina
ou bZIP (basic leucine zipper) reconhecem o DNA na forma de dimeros (homo ou
heterodimeros), os quais podem desempenhar multiplas fungdes (BORKOVICH et al., 2004)
No dominio bZIP, duas a-hélices, uma de cada dimero, sao reunidas antiparalelamente para
formar uma pequena regido helicoidal hidrofébica (figura 3C). A hidrofobicidade ocorre entre
as cadeias laterais de aminoacidos apolares, freqlientemente leucina. Seguindo a regido de
dimerizagéo, as duas a-hélices se separam, formando a regiao de ligacdo ao DNA, a qual se
encaixa no sulco maior da dupla hélice, como se fosse um prendedor de roupas em um
varal. Um bom exemplo do dominio bZIP é o presente na proteina Gcn4 de levedura,
envolvido na regulacdao de genes em resposta ao estresse de aminoacidos (BRADEN;
TOOZE, 1999; LUSCOMBE et al.,, 2000). Em N. crassa, a proteina CPC-1 ¢é ortéloga a
Gcendp e parece exercer a mesma funcado que a proteina de S. cerevisiae (TIAN et al.,
2007).

2.3.4. Dominio helix-loop-helix

Os fatores de transcricao da familia do dominio basic helix-loop-helix ou bHLH existem
somente em organismos eucarioticos. O dominio bHLH é constituido de duas a-hélices
anfipaticas, conectadas por uma regido espagadora em forma de alga (loop), que pode
variar de 5 a 23 residuos de aminoacidos (BRADEN; TOOZE, 1999). Diferente das proteinas
com dominio HTH, os fatores de transcricdo com dominio bHLH n&do possuem uma porg¢ao
de a-hélice especifica responsavel pela ligagdo ao DNA, porém se ligam a dupla fita por
meio da formagéao de dimeros (figura 3D), sejam eles homo ou heterodimeros (ALBERTS et
al., 2004). Os dimeros sao estabilizados por uma série de intera¢cdes hidrofdbicas e
eletrostaticas entre as a-hélices, devido a formagao de um feixe de 4 hélices que mantém os
mondmeros unidos, constituindo uma interface de ligacdo ao DNA. E importante ressaltar
que as proteinas que apresentam dominios de ligagdo bHLH nao possuem a capacidade de
diferenciar os sitios de ligagdo ao DNA sob a forma de mondémeros. Assim, o mecanismo de

dimerizacdo tem a funcdo de converter moléculas monoméricas inativas em complexos
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diméricos ativos (BRADEN; TOOZE, 1999). Um bom exemplo de dominio bHLH é a proteina
Pho4 de S. cerevisiae, a qual regula genes envolvidos na resposta ao fosfato e se liga a
sequéncia consenso 5-CANNTG-3' (SHAO; CREASY; BERGMAN, 1998).

2.4. Outros dominios em fatores de transcri¢ao

Existem outros tipos de dominios de ligacdao ao DNA que nao sao tdo comuns quantos
aos citados acima. Borkovich et al. (2004) classifica os fatores de transcrigdo de N. crassa
contendo esses dominios “ndo-classicos” como miscellaneous factors, os quais incluem as
proteinas com o dominio forkhead, ringer finger, WD-repeats, dentre outros.

O dominio forkhead, anteriormente denominado winged helix, teve a sua
nomenclatura padronizada em 1998, em que a simbologia FOX (Forkhead Box) foi adotada,
dividindo-se os dominios em subclasses baseado em anadlises filogenéticas (KAESTNER;
KNOCHEL; MARTINEZ, 2000). A primeira proteina forkhead descrita foi a de D.
melanogaster, envolvida no desenvolvimento embrionario. Logo apds, a proteina HNF3
(hepatocyte nuclear fator 3) foi descrita em roedores como membro da familia winged helix
(KAUFMANN; KNOCHEL, 1996). O dominio forkhead é formado por um grupo de 3 ou 4 a-
hélices (H1, H2, H3, H4), em que um Joop ou uma pequena a-hélice (H4) esta localizado
entre as hélices H2 e H3 (figuras 4A e 4B). Uma folha-p (S1) se forma entre H1 e H2, e duas
outras folhas- (S2 e S3) sdo separadas por uma grande regido em forma de asa (wing,
WH1). Ja na regido C-terminal, encontra-se outra estrutura em forma de asa (W2), logo atras
da hélice H3 (KAUFMANN; KNOCHEL, 1996; OBSIL; OBSILOVA, 2008). A interacdo da
proteina forkhead com o DNA ocorre por meio do encaixe da hélice H3 no sulco maior da
dupla-hélice, sendo que a sequéncia core 5-RYMAAYA-3' (R=Aou G,Y=Cou T, M=Aou
C) é especifica para proteinas com este tipo de dominio, as quais exercem funcgbes variadas
nas células, tais como no desenvolvimento, diferenciacdo e progressao do ciclo celular
(KAUFMANN; MULLER, KNOCHEL, 1995).

O dominio WD-repeats esta presente em proteinas de todas as espécies eucaridticas,
as quais exercem fungdes variadas que vao da transducao de sinais até o controle do ciclo
celular (LI; ROBERTS, 2001). Esse dominio compreende sequéncias conservadas de 40 a
60 residuos de aminoacidos, as quais iniciam com glicina-histidina (GH) e terminam com
triptofano-acido aspartico (WD), por isso também tem sido referido como dominio WD40 ou
GH-WD repeats (NEER et al., 1994). Estas repeticbes permitem que o dominio tenha uma
estrutura circularizada de folhas-B antiparalelas, a qual apresenta trés superficies de
interacdo: a do topo, a do fundo e a do interior (tunel) (figura 4C). O dominio WD-repeats
nao interage diretamente com o DNA, porém com outras proteinas regulatérias. Um

exemplo de WD-repeats melhor caracterizado € o presente na subunidade Gf da proteina G
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Figura 4 — Representacao tridimensional e esquematica de dominios protéicos (A) Estrutura
tridimensional do dominio forkhead FOXO4 de humanos. (B) Representacdo esquematica
da estrutura do dominio forkhead. (C) Estrutura do dominio WD40 da proteina Tup1 de S.
cerevisiae. (OBSIL & OBSILOVA, 2008; SPRAGUE et al., 2000).
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heterotrimérica, a qual compde a maquinaria de sinalizagdo transmembrana (SMITH et al.,
1999). Outro exemplo é a proteina Tup1, de S. cerevisiae, que esta envolvida na formagéao
de complexos protéicos repressores, regulando genes em resposta a vias de sinalizagdo
(SMITH; JOHNSON, 2000; TREITEL; CARLSON, 1995).

3. Uma visao geral sobre o glicogénio e seu metabolismo

3.1. Aspectos bioquimicos e estruturais

O glicogénio € um polimero ramificado formado por moléculas glicose, o qual € uma
das reservas de energia armazenada dentro de células eucaridticas (BASKARAN et al.,
2010). Este polissacarideo encontra-se amplamente distribuido na natureza e possui funcao
de reserva de carbono e energia entre os diferentes organismos, desde bactérias até o ser
humano (NELSON; COX, 2005; ROACH; SKURAT; HARRIS, 2001). O glicogénio é uma
molécula uniforme e compacta, onde os residuos de glicose sdo unidos covalentemente por
meio de ligag¢des glicosidicas a-1,4, as quais s&o responsaveis pela formagao de sua cadeia
linear; e por ligagdes glicosidicas a-1,6, que formam as ramificacdes do polimero. Outros
constituintes, como por exemplo, proteinas, glucosaminas e fosfato estdo associados a
molécula de glicogénio (ROACH; SKURAT; HARRIS, 2001; ROACH, 2002).

O metabolismo do glicogénio ¢ um processo conservado entre os diferentes
organismos eucariéticos. De um modo geral, a biossintese deste polissacarideo envolve a
acao de trés enzimas: (i) a glicogenina, uma proteina autoglicosilavel que funciona como
uma molécula iniciadora para o inicio da biossintese do glicogénio; (ii) a glicogénio sintase
que catalisa a extensao da cadeia pela formagéao das liga¢des a-1,4 lineares da molécula, e
(iii) a glicosil-(4—6)-transferase que catalisa as ligagdes a-1,6 das ramificacdes (ROACH,;
SKURAT; HARRIS, 2001; ROACH, 2002).

A glicose entra na célula por meio de proteinas transportadoras e apos a entrada é
convertida em glicose-6-fosfato (G6P) numa reagéo catalisada pela hexoquinase. Na sintese
do glicogénio, G6P é primeiramente transformada em glicose-1-fosfato (G1P) pela enzima
fosfoglicomutase, a qual serve como substrato para a producao de UDP-glicose pela acao
da UDP-glicose pirofosforilase. Dessa forma, as moléculas de UDP-glicose se tornam
doadoras diretas de residuos de glicose para a sintese inicial do glicogénio, a qual envolve a
acdo da enzima glicogenina, assim como para o processo de elongacao, efetuado pela
enzima glicogénio sintase. A sintese global se completa pela atuacdo da enzima
ramificadora, a qual transfere um fragmento de seis a sete residuos de glicose da cadeia

nascente para pontos de ramificacdo (ROACH, 2002).
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O processo contrario a biossintese, ou seja, a degradagao do glicogénio é realizado
pela enzima glicogénio fosforilase que desfaz as ligagdes glicosidicas a-1,4 lineares por
meio de uma reacao de fosfordlise, a qual leva ao encurtamento do polimero e o residuo
terminal de glicose é removido da molécula como G1P. A “desramificagcao” é catalisada pela
enzima oligo (1,6)—(1,4) glicotransferase (ou enzima desramificadora) que remove o
residuo de glicose a(1—6), resultando num polimero linear que sera novamente substrato
para a enzima fosforilase. Os residuos de G1P, produtos finais da degradacdo do
glicogénio, sdo novamente convertidos em G6P que podem ser usados na glicélise
(NELSON; COX, 2000; ROACH, 2002).

A regulagéo da enzima glicogénio sintase vem sendo alvo de estudo por mais de 50
anos (BASKARAN et al., 2010). A glicogénio sintase ou “GS” existe em duas formas
distintas as quais diferem entre si pelo seu estado de fosforilagdo e pela sua dependéncia
ao ativador alostérico glicose-6-fosfato. A forma a (desfosforilada e ativa) apresenta
atividade completa e pouca dependéncia de G6P. A forma b (fosforilada e pouca ativa)
apresenta completa atividade somente na presenca do modulador G6P. Desse modo, a
razao entre a atividade GS na auséncia/presenca de G6P tem sido usada como indice
cinético do grau de fosforilagdo da enzima (HARDY; ROACH, 1993; HUANG; CABIB, 1974).

Na ultima década, o isolamento de cDNAs e genes codificando para a glicogénio
sintase de mamiferos e microrganismos tem ajudado a elucidar importantes aspectos da
regulagdo dessa enzima. O alinhamento das sequéncias polipeptidicas de diversas
proteinas glicogénio sintase demonstrou que, de um modo geral, existe uma regido central
conservada e dentro dessa, trés segmentos menores definidos por insergées e delegdes
(PEDERSON et al., 2000). As regides N-terminal e C-terminal da enzima s&o constituidas de
sequéncias mais variaveis, as quais estao envolvidas no controle por fosforilagao.

Embora numerosos trabalhos envolvendo o controle da atividade GS por fosforilagao
reversivel tenham sido publicados, os mecanismos que controlam o metabolismo de
glicogénio em geral e a enzima glicogénio sintase, em particular, estdo longe de serem
esclarecidos. A atividade desta enzima em mamiferos estd sob um rigoroso controle
hormonal e diversas proteinas quinases parecem estar envolvidas nesse processo (ROACH,
1990). A enzima de musculo esquelético de coelho possui nove sitios de fosforilacdo
localizados nas extremidades N-terminal e C-terminal da molécula, os quais constituem
substratos para, no minimo, 10 proteinas quinases diferentes in vitro (SKURAT; WANG;
ROACH, 1994). Alguns sitios de fosforilagdo na regido N-terminal estdo ausentes na
glicogénio sintase de figado humano (NUTTALL et al., 1994), assim como nas enzimas de
levedura.

Em microorganismos, as enzimas glicogénio sintase de S. cerevisiae (Gsy1p e Gsy2p)

sdo bem estudadas, sendo que a proteina Gsy2p representa a forma predominante,
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explicando para 90% da atividade GS na fase estacionaria (FARKAS et al., 1990, 1991). A
regulagcéo da expressao da Gsy2p parece estar ligada a limitagao de nutrientes e condi¢des
de estresse, tais como o choque térmico e estresse salino (FARKAS et al., 1991; NI;
LAPORTE, 1995; PARROU; TESTE; FRANCOIS, 1997). Recentemente, a estrutura
tridimensional da enzima Gsy2 foi resolvida, tanto no seu estado basal, como no estado
ativado pela glicose-6-fosfato (BASKARAN et al., 2010).

A enzima glicogénio fosforilase, semelhante a glicogénio sintase, também é
regulada por modificacdo covalente (fosforilagdo) e alosterismo. Entretanto, apenas um
residuo de aminoacido é fosforilado (Ser14) e a enzima é modulada de forma inversa a
glicogénio sintase, pois a fosforilacdo torna-a ativa e a G6P leva a sua inatividade
(FRANCOIS; PARROU, 2001; ROACH; SKURAT; HARRIS, 2001).

3.2. Aspectos bioquimicos e moleculares do metabolismo de glicogénio em N.

crassa

Alguns aspectos bioquimicos e moleculares do metabolismo de glicogénio em N.
crassa vem sendo estudados em nosso laboratdrio, dando énfase as enzimas que
participam da biossintese desse polimero. Os cDNAs que codificam para as enzimas
glicogenina e glicogénio sintase de N. crassa foram isolados e as sequéncias de
aminoacidos dessas duas proteinas foram deduzidas (DE PAULA et al.,, 2002, 20053,
2005b). A enzima glicogénio sintase de N. crassa possui 66% e 67% de identidade com as
proteinas Gsy1p e Gsy2p de S. cerevisiae, respectivamente (DE PAULA et al., 2002), e 56%
e 58% de identidade com as enzimas de musculo de coelho e de musculo humano,
respectivamente. O grau de identidade entre a proteina do fungo e as proteinas de figado
humano e de rato é de 53% e 52%, respectivamente. Quatro potenciais sitios de fosforilagdo
na regidao C-terminal foram identificados na sequéncia polipeptidica da enzima glicogénio
sintase de N. crassa, os quais foram demonstrados serem fosforilados in vitro (BARBOSA,
2007; DE PAULA, 2004). Mais recentemente, foi demonstrado que a proteina quinase A
(PKA) influencia na fosforilagdo desta enzima (FREITAS et al., 2010).

Em N. crassa o glicogénio é acumulado no final da fase exponencial de crescimento e
€ degradado no inicio da fase estacionaria. Além dos mecanismos de regulagcdo pos-
traducional da enzima glicogénio sintase, o metabolismo de glicogénio também pode ser
regulado sob diferentes mecanismos, como por exemplo, privagdo de carbono, situacdes de
estresse, tal como o choque térmico, e indugdo da conidiacdo (DE PAULA et al., 2002;
NOVENTA-JORDAO et al., 1996). Sob condicdo de choque térmico (transferéncia de 30

para 45°C), o nivel do transcrito gsn (codificador para a glicogénio sintase) sofre uma
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acentuada reducédo e retorna ao nivel normal apdés o restabelecimento da temperatura
fisiolégica de crescimento da cultura (30°C) (DE PAULA et al., 2002; FREITAS; BERTOLINI,
2004). O inverso ocorre em S. cerevisiae, pois, sob condicdo de estresse térmico, a
transcricdo do gene GSY2, que codifica uma das enzimas glicogénio sintase neste
microorganismo, € aumentada com o consequente acumulo de glicogénio (NI; LAPORTE,
1995). O aumento na expressao do gene GSY2 durante o choque térmico foi demonstrado
ser decorrente da presenca de dois elementos regulatérios de DNA presentes na regiao
promotora do gene, os STREs (Stress Responsive Elements) que sao elementos de
transcricdo cis presentes nos promotores de genes responsivos a varias condigbes
estressantes (MARTINEZ-PASTOR et al., 1996).

Freitas e Bertolini (2004) realizaram a caracterizagdo molecular da regido promotora
do gene gsn de N. crassa e identificaram varios elementos regulatérios de DNA na regiao
5°-flanqueadora do gene gsn. Uma grande quantidade de HSEs (Heat-Shock Elements) e
dois elementos STREs foram localizados, um deles no promotor do gene e outro dentro de
um intron na regido 5-UTR. E importante salientar que a sequéncia codificadora é
interrompida por quatro pequenos introns e um grande, com aproximadamente 500 pb,
posicionado na regiao 5-UTR. Os HSEs sio elementos regulatorios de DNA encontrados
em multiplas copias nos promotores de genes responsivos ao choque térmico (BIENZ;
PELHAM, 1987) e, em geral, conferem uma forte inducdo frente ao estresse térmico,
podendo agir tanto como elementos proximais ao TATA Box quanto como enhancers
(BIENZ; PELHAM, 1986). Através de ensaios de retardamento em gel (Electrophoretic
Mobility Shift Assay, EMSA) utilizando fragmentos de DNA do promotor gsn, contendo
elementos HSE e STRE, bandas de DNA-proteina de mobilidade reduzida foram
observadas com extratos nucleares de células do fungo N. crassa submetidas ao choque
térmico (FREITAS; BERTOLINI, 2004). Estes resultados demonstraram fortemente o
envolvimento das regides estudadas na regulacdo da expressdo do gene gsn durante a
condicdo de estresse mencionada. Utilizando uma abordagem bioquimica acoplada a
espectrometria de massas foi possivel a identificacdo de varias proteinas potencialmente
capazes de se ligar ao elemento STRE, provavelmente envolvidas na regulagédo do gene
gsn durante o choque térmico (FREITAS et al., 2008).

Como mencionado anteriormente, a finalizacdo do sequenciamento do genoma de N.
crassa abriu novas fronteiras para a realizagdo de estudos funcionais. Uma colecao de
linhagens mutantes contendo genes que codificam fatores de transcri¢cdo individualmente
nocauteados pelo FGSC foi disponibilizada para a comunidade cientifica. A utilizacdo de
algumas dessas linhagens mutantes de N. crassa contribuiu enormemente para a
identificacdo de proteinas possivelmente envolvidas na regulacdo do metabolismo do

glicogénio em uma situacao de estresse, tal como o choque térmico (GONCALVES et al.,
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2011). Em um estudo sistematico de screening foram identificados, ao todo, 17 fatores de
transcricdo, dentre eles as proteinas PACC, NIT2 e XLNR. No presente trabalho, foi
realizada uma caracterizacdo funcional mais detalhada dos fatores de transcricao PACC,
NIT2 e CRE-1.

3.2.1. O fator de transcricao PacC

O fator de transcricdo PacC € a proteina mais bem estudada na regulagdo de genes
que respondem a alteragéo do pH do meio extracelular. O modelo para o sistema regulatério
de pH foi primeiramente descrito em Aspergillus nidulans, microrganismo capaz de crescer
em uma ampla faixa de pH (CADDICK; BROWNLEE; ARST, 1986). A regulagéo por pH &
mediada pela proteina PacC, o qual é ativado depois de duas etapas proteoliticas: a
primeira, sinalizada por seis produtos dos genes da via pal (PENALVA; ARST, 2004), e a
segunda, por uma protease pH-independente (HERVAZ-AGUILAR et al., 2007), quando o
pH do meio é alterado de acido para alcalino. A forma ativa da PacC (27 kDa) contém
apenas a regido N-terminal da proteina ndo processada (72 kDa), onde esta localizado o
dominio de ligagdo ao DNA formado por trés C,H, zinc fingers que se ligam a sequéncia
consenso de DNA 5-GCCARG-3 (R= A ou G) presente nos promotores de genes,
regulando-os. Dessa forma, PacC? ativa a transcrigdo de genes especificos de pH alcalino
e reprime aqueles de pH acido (TILBURN et al., 1995; ESPESO et al., 1997).

A proteina PacC ortéloga em S. cerevisiae é a Rim101p, sendo primeiramente descrita
como um regulador transcricional positivo no processo de meiose e esporulacdo. A linhagem
de levedura mutante no gene rim101 é sensivel a ions Na* ou Li" e tem o crescimento
afetado quando crescida em baixas temperaturas (SU; MITCHELL, 1993). Assim, a proteina
Rim101p parece estar envolvida em outros processos celulares além da resposta
dependente de pH e difere, em alguns aspectos, da proteina PacC de A. nidulans: sofre
apenas um unico processamento proteolitico para se tornar ativo e estd associado a
repressao de genes induzidos por alcalinidade (LAMB; MITCHELL, 2003; LI; MITCHELL,
1997). Em S. cerevisiae, varias vias de sinalizacdo estao ativadas em resposta ao pH
alcalino, tais como as vias da calcineurina, da MAP quinase, do estresse oxidativo, dentre
outras (ARINO, 2010). A proteina Rim101p atua como repressor, se ligando diretamente a
sitios existentes em promotores de genes, ou reprimindo fatores regulatérios repressores
que controlam negativamente outros genes que séo ativados por pH (LAMB; MITCHELL,
2003).

Os fatores de transcrigdo PacC/Rim101p tem sido largamente estudados em fungos e

leveduras. Alguns estudos mostram o envolvimento da PacC na regulagdo de genes de
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diferentes processos celulares como a produgao de antibidticos, antifungicos e toxinas
(ESPESO; PENALVA, 1996; KELLER et al., 1997; MEYER; STAHL, 2002; MORENO-
MATEOS et al., 2007). Alguns trabalhos mostram o envolvimento da proteina PacC na
patogenicidade de fungos (ROLLINS; DICKMAN, 2001; ZOU et al., 2010), na regulagéo da
expressao de enzimas extracelulares (MACCABE et al., 1998), proteinas transportadoras
(CARACUEL et al., 2003; EISENDLE et al., 2004; VANKUYK et al., 2004) e proteinas de
choque térmico (SQUINA et al., 2010).

3.2.2. O fator de transcricao NIT2

A proteina NIT2 é um fator de transcricdo global envolvido na regulagdo do
metabolismo de nitrogénio e, em N. crassa, atua como ativador da expressao de genes
estruturais, como por exemplos, os genes nit-3 e nit-6 (codificadores da nitrato e nitrito
redutase, respectivamente), quando ha limitagdo de fonte primaria de compostos
nitrogenados e/ou indugédo por nitrato (MARZLUF, 2001). Entretanto, sabe-se que para a
total ativagdo do gene nit-3 é necessaria a interagdo das proteinas NIT2 e NIT4, sendo esta
ultima uma proteina regulatéria de controle especifico nas vias de regulacdo do metabolismo
do nitrogénio (CHIANG; MARZLUF, 1995; FENG; MARZLUF, 1998).

O fator de transcricdo NIT2 foi inicialmente caracterizado em N. crassa por Fu e Marzluf
(1987), apresenta 1036 residuos de aminoacidos e um motif de ligagdo ao DNA do tipo
“GATA” zinc finger (Cys4) na porgao C-terminal que se liga especificamente a sitios
existentes nos promotores de genes relacionados ao metabolismo de nitrogénio. A proteina
NIT4 pertence a familia GAL4 de fatores de transcricio com dominio Zn,Cyss (FU;
MARZLUF, 1990a; MO; MARZLUF, 2003). Ensaios de mutagénese sitio-dirigida revelaram
que a funcionalidade da proteina NIT2 se deve ao dominio GATA zinc finger, mostrando que
a porcao N-terminal da NIT2 é dispensavel para a ativacdo de genes (FENG; MARZLUF,
1998; FU; MARZLUF, 1990a, 1990b). Entretanto, nem sempre a especificidade de ligagcao
dos fatores GATA a elementos GATA de DNA esta relacionada com a especificidade
funcional da proteina, como ja foi demonstrado em um estudo reportado por Feng e Marzluf
(1998). Fatores GATA de N. crassa WC1 e WC2 (white colar), SRE (modulador da
homeostase de ferro) e NGR1 foram capazes de se ligar a motifs GATA existentes no
promotor nit-3 , sem estarem relacionados diretamente ao metabolismo de nitrogénio (FENG;
MARZLUF, 1998).
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3.2.3. O fator de transcri¢ao CRE-1

O fator transcricional CreA (A. nidulans), CRE-1 (N. crassa) ou Mig1 (S. cerevisiae)
vem sendo descrito como um repressor transcricional que age em reposta ao mecanismo do
catabolismo de carbono, conhecido como CCR (Carbon Catabolite Repression), o qual é
conservado entre diferentes espécies de fungos (RUIWJTER; VISSER, 1997; ZIV;
GOROVITS; YARDEN, 2008). Esse mecanismo controla o uso preferencial de fontes de
carbono de facil metabolizagao (glicose e frutose, por exemplo) quando presentes no meio,
reprimindo varios outros genes de utilizacdo de fontes de carbono alternativos, tais como
galactose, maltose, xilose, arabinose, glicerol, dentre outros (ARO; PAKULLA; PENTILLA,
2005; RUIJTER; VISSER, 1997).

A proteina CreA possui um dominio de ligacao ao DNA do tipo C,H, zinc finger que se
liga a sequéncia consenso de DNA 5-SYGGRG-3' (S= G ou C, Y=T ou C, R= A ou G)
(STRAUSS et al., 1999) presente nos promotores de genes. Alguns trabalhos mostram que
CreA também pode ser auto-regulada transcricionalmente por possuir, na regido promotora
do gene creA, sitios para ela mesma (STRAUSS et al., 1999). Além da regulacdo
transcricional, tanto CreA como Mig1p podem ser reguladas negativamente por meio de
modificacbesa poés-traducionais, tal como por fosforilagdo por proteinas quinases
dependente de AMP ciclico (AMPK) (VAUTARD-MEY; FEVRE, 2000) e Snf1p (OSTLING;
RONNE, 1998), respectivamente. Em N. crassa, um estudo mostrou que CRE-1 esta
envolvida na polaridade celular das hifas, dependente de PKA (ZIV; GOROVITS; YARDEN,
2008).
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1. Linhagens

1.1. Neurospora crassa

Linhagem FGSC#9718 (a, mus-51:: Hyg"): utilizada como selvagem neste trabalho

Linhagens mutantes: Uma colecdo de 69 linhagens mutantes de N. crassa, contendo
genes que codificam fatores de transcrigdo individualmente nocauteados foi adquirida pelo
laboratério. Das 69 linhagens, 21 correspondem a linhagens nocauteadas no mesmo gene,
mas com fator de acasalamento distinto (A ou a), portanto 48 fatores de transcricdo foram
analisados neste trabalho. Todas as linhagens utilizadas foram adquiridas junto ao Fungal
Genetics Stock Center, Kansas City, MO, USA. As linhagens foram recebidas em placas de 96
wells e foram nomeadas de acordo com o padréo da placa (A1 até F9).

Linhagem mutante cre-1<°: FGSC#10372 (a, cre-1:: Hyg")

Linhagem mutante pacC*°. Essa linhagem foi mutada através da técnica de knockout
(NINOMIYA et al. 2004), realizada pelo Dr. Renato Magalhdes de Paula (Texas A&M
University, College Station, TX, USA). Resumidamente, a sequéncia codificadora da ORF

NCUO00090 foi trocada, por recombinacdo homdéloga, pela ORF do gene bar que codifica uma

proteina de resisténcia ao herbicida BASTA/Ignita/Fosfoinotricina/Glufosinato.

1.2. Escherichia coli

DH10B
BL21(DE3)pLysS
Rosetta(DE3)pLysS

2. Meios de cultura

2.1. N. crassa

O meio de cultivo utilizado para o crescimento e manuteng¢ao 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 solugao de sais de Vogel foi preparada 50X concentrada, a
partir da dissolugido dos seguintes sais, na ordem indicada, em 700 mL de agua destilada:

510 g de citrato de s6dio.H,O

250 g de KH,PO,
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100 g de NH4;NO;
10 g de MgS0Q,.7H,0
5 g de CaCl,.2H,0 (pré-dissolvido em agua destilada)
5 mL de solugao de elementos tracos
O volume foi completado para 1 L com agua destilada e 300 yL de cloroférmio foi
adicionado como agente conservante. A solugéo estoque de sais de Vogel foi armazenada a
4°C. A solugao de elementos tragos foi feita pela dissolu¢do dos seguintes compostos em 90
mL de agua:
5 g de MgS0,.7H,0O
5 g de acido citrico.H,0
5 g de ZnS0O,4.7H,0
1 g de F(NH;),.(S04),.6H,0
0,25 g de CuS0QO,.5H,0
0,05 g de MnS0O4.H,O
0,05 g de H3BO;
0,05 g de NaMo00,.2H,0
O meio minimo de Vogel foi preparado contendo uma fonte de carbono (2% e 0,5% de
sacarose, para o crescimento de 24 horas e para o estresse térmico e de pH, respectivamente;
2% frutose, 2% glicose, 2% xilose ou 2% glicerol, para o ensaio de crescimento em diferentes
fontes de carbono), sais de Vogel 1X, biotina 0,1 mg/mL preparada em 50% etanol e 2% de
agar para culturas de meio sélido.
O pH do meio minimo de Vogel é 5,8. Para os ensaios de estresse de pH, o meio foi
aferido para 4,2 com solugdo concentrada de HCI; e para 7,8, com solugdo concentrada de
NaOH.

2.2. E. coli

2YT + 0,2% Glicose
1,6% triptona

1,0% extrato de levedura
0,5% NaCl
0,2% glicose

Para culturas sélidas, foi adicionado ao meio 2% de agar
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3. Propagacao das linhagens e obtencao dos conidios

Para a obtencdo dos micélios utilizados nos experimentos de choque térmico, o indculo
foi feito em garrafas de vidro contendo 50 mL de meio sélido e deixado a 30°C na estufa por 48
h e, em seguida, expostos a luz até um total de 9 a 10 dias para indugéo da conidiacdo. Apos
esse periodo os conidios foram coletados pela adigdo de aproximadamente 10 mL de agua
destilada estéril a garrafa, seguida de filtragcdo em gaze estéril para retengdo das hifas. Os

conidios foram contados em camara de Neubauer.

4. Ensaio de choque térmico

Uma suspensdo de conidios (aproximadamente 107 células/mL) de todas as linhagens
utilizadas neste trabalho foi inoculada em 60 mL de meio VM liquido e colocada a 30°C sob
agitacao constante de 250 rpm por 24 h. Apds esse periodo, o micélio foi coletado por filtragdo
a vacuo em papel filtro, e rapidamente dividido em duas amostras: uma delas foi congelada em
nitrogénio liquido e armazenada a -80°C (amostra controle, ndo submetida a choque térmico).
A outra amostra foi transferida para outro frasco contendo meio VM liquido, pré-aquecido a
45°C, e deixada nesta temperatura por 30 minutos. Em seguida essa segunda amostra foi
coletada por filtracdo, rapidamente congelada em nitrogénio liquido e armazenada a -80°C

(amostra submetida a choque térmico).

5. Ensaios de estresse térmico e de pH

Conidios das linhagens selvagem e mutante pacC*® foram utilizados em experimentos de
estresse de pH e em experimentos de estresse de pH e temperatura combinados. Uma
suspensdo de conidios (aproximadamente 10° células/mL) foi inoculada em 2 L de meio VM
liquido (pH 5,8) e colocada a 30°C sob agitagdo constante de 250 rpm por 24 h. Apds esse
periodo, o micélio foi coletado por filtracdo a vacuo em papel filtro, e rapidamente dividido em
seis amostras. Uma delas foi congelada em nitrogénio liquido e armazenada a -80°C (amostra
controle, ndo submetida a estresse térmico e de pH) e duas outras amostras foram transferidas
para outros frascos contendo meio VM liquido nos pHs 4,2, e 7,8, a 30°C (estresse de pH).
Amostras foram retiradas apés 15, 30, 45 e 60 min de estresse. Outras trés amostras de
micélio foram transferidas para frascos contendo meio VM liquido nos pHs 4,2, 5,8 e 7,8, pré-
aquecido a 45°C (estresse térmico e de pH). Amostras foram coletadas apdés 30 min de
estresse.

Em ambos os experimentos as amostras da linhagem selvagem foram submetidas a

condicbes de recuperagao. Para isto, os micélios restantes do estresse de pH foram
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transferidos para meio VM liquido a pH 5,8 e amostras foram retiradas nos tempos de 30, 60 e
120 min de incubacdo. Para a recuperagdo dos micélios submetidos a estresse de pH e
temperatura combinados, os micélios restantes foram transferidos para meio VM, mantendo os
diferentes pHs analisados, porém na temperatura de 30°C. Amostras foram removidas apés 30,

60 e 120 min de incubacao. Todas as amostras foram armazenadas a -80°C.

6. Ensaio utilizando diferentes fontes de carbono

Conidios das linhagens selvagem e mutante cre-1%° foram utilizados em um experimento
de crescimento em diferentes fontes de carbono. Uma suspensdao de conidios
(aproximadamente 10° células/mL) foi inoculada em 1 L de meio VM liquido contendo 2% de
frutose e colocada a 30°C sob agitacao constante de 250 rpm por 24 h. Apds esse periodo, o
micélio foi coletado por filtragcdo a vacuo em papel filtro, e rapidamente dividido em quatro
amostras. Uma delas foi congelada em nitrogénio liquido e armazenada a -80°C (amostra
controle, FRU) e as trés outras amostras foram transferidas para outros frascos contendo 250
mL de meio VM liquido com 2% de glicose, xilose e glicerol e incubadas a 30°C. Amostras

foram coletadas apds 2, 4 € 8 h de incubacgao. Todas as amostras foram armazenadas a -80°C.

7. Preparo de extrato celular e determinacao do contetido de glicogénio

Uma pequena quantidade do micélio congelado foi pulverizada em nitrogénio liquido. Em
seguida, o material foi transferido para um tubo eppendorf de 1,5 mL contendo 1 mL de solugao
tampéo 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 uyg/mL e pepstatina A 1 ug/mL). A mistura foi homogeneizada
em vortex e, em seguida, centrifugada a 10.000 x g/4°C/10 min. O sobrenadante foi recolhido
em um tubo eppendorf novo. Uma aliquota foi utilizada para a determinagcdo das proteinas
totais do extrato celular 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 e a-amilase, apds precipitagdo com etanol absoluto, como descrito por Hardy
e Roach (1993), com algumas modificagbes. Primeiramente, foram coletados 100 pL do extrato
celular bruto e adicionado 25 pL de TCA 50%. Em seguida, o material foi centrifugado a 5.000 x
g/4°C/10 min. O sobrenadante foi transferido para um tubo eppendorf limpo, adicionado 500 uL
de etanol absoluto e deixado 30 min a -80°C para a precipitagdo do glicogénio presente na
fracao soluvel. Finalmente, a solugao foi centrifugada a 17000 x g/4°C/10 min para a coleta do

glicogénio, o qual foi lavado duas vezes com 500 L de etanol 66%, rapidamente seco ao ar, e
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ressuspenso em 400 uL de solugéo 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 solugdo 10 mg/mL) e
amiloglicosidase (1 pyL de uma solugcao de 30 mg/mL) durante 12 a 15 horas. O conteudo de
glicose livre foi determinado pelo kit Glicose PAP Liquiform (Labtest) segundo as instru¢des do
fabricante. O conteudo de glicogénio presente em cada amostra foi calculado de acordo com
uma curva padréo de glicogénio e expresso em relagcdo a quantidade de proteina total de cada
amostra.

A curva padrao de glicogénio foi preparada a partir de uma solugédo de glicogénio puro
(Sigma) em solucao acetato (acetato de sddio 50 mM, CaCl, 5 mM, pH 5,2) na concentragao de

10 mg/mL.

8. Extracao de RNA total e andlise da expressao génica por Northern blot

O RNA total das linhagens selecionadas foi extraido pelo método de cloreto de litio
(SOKOLOVSKY et al., 1990), com algumas modifica¢gdes. Para isto, uma pequena quantidade
do micélio congelado foi pulverizada em nitrogénio liquido e o p6 resultante foi transferido para
tubos eppendorf contendo uma mistura de 750 uL de tampao de lise (Tris-HCI 0,1M, NaCl
0,6M, EDTA 10 mM, pH 8,0 e SDS 4%) e 750 uL de fenol saturado em Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0.
A suspenséo foi agitada em vortex durante 5 minutos e centrifugada a 14.000 rpm/4°C/10 min
em centrifuga de bancada. O sobrenadante foi transferido para novo tubo contendo 750 uL de
cloroférmio e agitado em vortex rapidamente para homogeneizagcdo. Foi feita uma nova
centrifugacao a 14.000 rpm/4°C/10 min. O RNA contido na fase aquosa foi precipitado com
0,75 volumes de uma solugéo de LiCl 8 M e mantido a 4°C por 2 horas. Apds esta etapa, o
material foi centrifugado a 14.000 rpm/4°C/10 min. O precipitado foi ressuspenso em 300 uL de
agua tratada com DEPC e novamente precipitado com 30 uL acetato de soédio 3M pH 5,2 e 750
pL de etanol absoluto gelado, durante 10 minutos no gelo. O RNA total foi coletado a 14.000
rpm/4°C/15 min, lavado duas vezes com uma solugao de etanol 70% gelada, seco e
solubilizado em 50-100 yL de agua previamente tratada com DEPC. A concentragao do RNA
foi determinada por absorbancia a 260 nm em espectrofotdmetro Beckman, modelo DU 640 e
sua pureza analisada através da relagdo de absorbancias 260/280 nm.

A analise por Northern blot foi realizada segundo protocolo descrito por Sambrook e
Russell (2001). Para isto, aproximadamente 15 ug de cada amostra de RNA total foi
previamente desnaturada em tampé&o de desnaturagéo (MOPS 1X, formamida deionizada 50%,
formaldeido 20 %, glicerol 10%, azul de bromofenol 0,025%, brometo de etideo 0,05 ug/mL) a
65°C durante 10 minutos. As amostras desnaturadas foram submetidas a eletroforese em gel

de agarose 1,2% contendo formaldeido 0,6 M a 65 V por aproximadamente 4 horas em tampao
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MOPS 1X. O RNA total, apés eletroforese, foi transferido por capilaridade para membrana de
nylon neutra (Hybond N, Amersham) utilizando solugéo 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 min e, em seguida, a
membrana foi lavada com solugédo tampéo SSC 2X durante 1 h. Apds a lavagem, a membrana
foi pré-hibridizada a 42°C, durante 4 h com 5 mL da solugdo ULTRAhyb™ (Ambion) em forno
de hibridizagao Hybaid. As sondas utilizadas corresponderam a fragmentos de DNA dos genes
gsn (1350 pb), gpn (798 pb) e pacC (639 pb). As sondas foram marcadas radiativamente com
a[*’P]dATP por random priming utilizando o kit NEBIot™ (Biolabs) e, em seguida, purificadas
por filtragdo 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 nao incorporados. Em
seguida, a sonda foi desnaturada a 100°C durante 10 minutos e adicionada a solugéo de pré-
hibridizacdo ULTRAhyb™ (Ambion) (107 cpm). A hibridizag&o foi realizada a 42°C durante a
noite. Apds a hibridizagdo a membrana foi lavada em diferentes condicbes de estringéncia

antes de ser exposta a filmes radiograficos (Kodak T-Mat G/RA).

Condicdes de lavagem:

- SSPE 2x - 20 min/42°C

- SSPE 0,5x; SDS 0,1% - 20 min/42°C
- SSPE 0,1x; SDS 0,1% - 20 min/42°C

A normalizacio da expressao génica (blots) foi feita em relacdo ao rRNA, utilizando-se o
programa Image J (ABRAMAFF; MAGALHAES, RAM, 2004).

9. Analise computacional dos fatores de transcri¢ao selecionados

As sequéncias nucleotidicas das ORFs que codificam os fatores de transcricao das
linhagens mutantes selecionadas foram identificadas no genoma de N. crassa
(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/neurospora/Home.htmL) e as sequéncias
polipeptidicas deduzidas. Para a estimativa tedrica das propriedades fisico-quimicas dos
fatores de transcricdo foi utilizado a ferramenta ProtPAram no site do servidor ExPASY
(www.expasy.org/tools/protpar-ref.ntmL). A detecgao de dominios conhecidos presentes nos
fatores de transcricao foi feita por meio das informagbes disponiveis no genoma do fungo
(http://www.fgsc.net/scripts/strainsearchform.asp), pelo SMART (http://smart.embl-
heidelberg.de) e pelo Pfam 22.0 (http://pfam.sanger.ac.uk). A presencga de sinais de localizagéo

nuclear classicos (NLS) foram determinadas pelo PSORTII (http://psort.nibb.ac.jp/form2.htmL).
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As sequéncias polipeptidicas foram comparadas com sequéncias disponiveis no banco
de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI), utilizando a ferramenta
Blastp (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/). Para o alinhamento multiplo das sequéncias de
proteinas que apresentaram similaridades relevantes com a analise do Blastp, foram utilizados
0os seguintes programas: ClustalW, no site do European Bioinformatics Institute
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw) e o Boxshade, no site Box Shade Server
(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.htmL).

A identificacdo de sitios de ligacdo de fatores de transcrigdo a sequéncias de DNA dos
promotores dos genes gsn, gpn, e pacC também foram realizadas, utilizando-se o programa

Matinspector no site Genomatix (http://www.genomatix.de).

10. Analise de crescimento das linhagens mutantes

A taxa de crescimento linear das linhagens selvagem e mutantes selecionadas foi
determinada através do crescimento em race tubes, que sao tubos de vidro (50 cm de
comprimento x 2 cm de diametro) contendo as duas extremidades curvadas num angulo de
aproximadamente 45° e parcialmente preenchidos com meio VM sdélido. As linhagens foram
rejuvenescidas e as hifas foram inoculadas em uma das extremidades dos tubos, os quais
foram incubados no escuro a 30°C por 96 horas. O crescimento do fungo foi monitorado a cada
24 h, por meio da marcacgao da frente do crescimento micelial, em centimetros (cm).

Para a andlise de crescimento linear em diferentes condigdes de pH, conidios (10’
cel/mL) das linhagens selvagem e mutante pacC*® foram inoculados em meio VM sélido nos
pHs 4,2, 5,8 e 7,8, e incubados no escuro em temperatura ambiente por 120 h. O crescimento
do fungo foi monitorado a cada 24 h, por meio da marcacgao da frente do crescimento micelial,
em centimetros (cm).

A analise de crescimento radial foi feita em placas contendo meio VM e VM suplementado
com 2% de extrato de levedo (YE). Para isto, conidios (10’ cel/mL) das linhagens selvagem e
mutantes ou massa micelial (das linhagens doentes) foram inoculadas no centro das placas e
incubadas no claro/escuro, a 30 °C durante 24 h.

Para a andlise de crescimento radial em diferentes condigdes de pH, conidios (10" cel/mL)
das linhagens selvagem e mutante pacC*® foram inoculados no centro do meio VM sélido e VM
suplementado com 2% de extrato de levedo (YE) nos pH 4,2, 58 e 7,8, e incubados no
claro/escuro a 30°C por 24 h. As pontas das hifas foram observadas em esteromicroscopio
trinocular Zeiss, modelo Discovery V8, em aumento de 80X, e fotografadas (AxioCam ICc 3

Zeiss).
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11. Extracao de DNA gendmico do fungo Neurospora crassa

O DNA genbmico das linhagens selvagem e mutantes de N. crassa foi preparado
segundo o protocolo de Weiland (1997). Para isso, o micélio congelado foi pulverizado com
nitrogénio liquido e transferido para tubos eppendorf de 2 mL contendo 500 uL de tampao de
extragao (Tris-HCI 200 mM, pH 8,0, NaCl 250 mM, EDTA 25 mM, pH 8,0 e SDS 1%) e 500 uL
de fenol saturado. Os tubos foram homogeneizados por aproximadamente 5 min em vortex e,
em seguida, centrifugados a 16.000 x g/4°C/10 min. A fase aquosa foi transferida para um tubo
limpo e o DNA precipitado com 80 pL de acetato de sédio 3M, pH 5,2, e 500 uL de isopropanol
gelado. Os tubos foram deixados a -20°C por aproximadamente 3 h e, posteriormente,
centrifugados a 16.000 x g/4°C/10 min. O precipitado foi ressuspenso em 100 uL de agua e
acrescentou-se igual volume de fenol saturado para a desproteinizacdo das amostras. Os
tubos novamente foram centrifugados (16.000 x g/4°C/10 min) e a fase aquosa transferida para
tubo eppendorf limpo, e o DNA foi precipitado com 40 uL de acetato de aménio 7,5 M e 300 pL
de etanol absoluto gelado. Os tubos foram deixados a -80°C por 15 min. Em seguida, os tubos
foram centrifugados (16.000 x g/4°C/10 min) e o precipitado obtido foi lavado com 700 uL de
etanol 70% por duas vezes. O precipitado foi ressuspenso em 100 uL de agua contendo 2 uL
de RNAse A (10 mg/mL) e incubado a 37°C por 30 min. A concentragao do DNA foi
determinada por absorbancia a 260 nm e a sua pureza foi analisada pela relagdo das

absorbancias 260/280nm em espectrofotdmetro Beckman.

12. Clonagem molecular das ORFs codificadoras dos fatores de transcri¢ao

12.1. Biblioteca de cDNA

A biblioteca de cDNA de N. crassa (YpADES) utilizada neste trabalho foi preparada
anteriormente em nosso laboratério a partir da biblioteca em vetor A (AMADES) através de
excisdo plasmidial. Para isso uma cultura de células de bactéria E. coli BNN132 foi infectada
com a biblioteca, as células infectadas foram plaqueadas em meio contendo ampicilina e todas
as coldnias resistentes a ampicilina foram transferidas para frascos erlenmeyers com meio
contendo ampicilina. Posteriormente a biblioteca foi obtida por maxi-extragdo de DNA
plasmidial (DE PAULA et al., 2002).
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12.2. Amplificacio das ORFs que codificam as proteinas estudadas por PCR e

Clonagem

Sequéncias de oligonucleotideos foram desenhadas para a amplificacdo das ORFs
NCUO00090 (pacC), NCU03043 (fibC), NCU06205 (rco-1), NCU08807 (cre-1) e NCU09068
(nit2), como especificado na Tabela 1. Nas sequéncias dos oligonucleotideos os cédons de
iniciagdo (AUG) e de término (UAA e UGA) da sintese protéica estdo salientados em negrito.
Os sitios correspondentes as enzimas de restricao (sublinhados) foram adicionados para

facilitar a posterior subclonagem no vetor de expresséao pET28a.

Tabela 1 — Oligonucleotideos utilizados para a clonagem molecular.

Sitio de Tamanho

ORF Proteina Oligonucleotideos -
restricio esperado

3043-F: 5'-CATATgTCTTATCAATCgAgCCAg-3° Ndel

NCU03043 FIbC 1101 pb
3043-R: 5'-ggATCCTTATTCCgAgTgTTggCC-3° BamHI
90-F: 5-CATATgTCgTCCACACCAgCCCAg-3° Ndel

NCU00090 PACC 639 pb
90-R2*: 5"-ggATCCTTACTTgTgAACTggAgCCTg-3° BamHI
6205-F: 5-CATATgTCCATgTATCCgCACCg-3° Ndel

NCU06205 RCO-1 1815 pb
6205-R: 5'-CTCgAgCTATATCCgAgAgTAAgACC-3° Xhol
9068-F*: 5'-CATATgCAgggCgCAgCTggAAAC-3’ Ndel

NCU09068 NIT2 927 pb
9068-R: 5'-ggATCCTTAgAgACTCATTgTgAgCC-3’ BamH|
8807-F: 5'-CATATgQCAACgCgTACAgTCAgCAg-3° Ndel

NCU08807 CRE-1 1293 pb

8807-R: 5-gAATTCTTACAACCggTCCATCATCTC -3’ EcoRl

*oligonucleotideos desenhados para a produgdo da proteina truncada. Os nucleotideos em
negrito indicam o cédon de iniciacdo (ATG) e término da transcrigdo (UAA e UGA).

Combinagdes dos oligonucleotideos F e R foram usadas em reagdes de PCR, utilizando
como molde a biblioteca de cDNA plasmidial YpADES. As reagbes de amplificagdo foram
realizadas com 1,5 pg da biblioteca de cDNA, 0,5 pL (1,25 U) da enzima Platinum Pfx DNA
Polimerase (Invitrogen), 1 uL dos oligonucleotideos F e R (100 pmol/uL), 5 uL de tampéao de
PCR 10x, 1 yL de MgSO, 50 mM, 2 uL de dNTP (10 mM) e de enhancer 10x (Invitrogen). Os
ciclos da PCR foram: desnaturacdo (96°C/1 min), anelamento (52-62°C/1 min) e extensdo
(68°C/1,5 min), por 30 ciclos, num volume final de 50 L de reacéo.

Os produtos das reagdes de amplificagdo foram separados por eletroforese em gel de
agarose 1% em tampao TAE 1X (Tris 0,4 M, acido acético glacial 0,2 M, EDTA 0,01 M, pH 8,0)
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contendo brometo de etidio (0,5 mg/mL). Os fragmentos de tamanhos esperados foram
excisados do gel e purificados com kit de resina (GeneClean I, MPBio). Apés a purificagao, foi
feita a insercéo dos fragmentos no vetor de clonagem pMOS-Blue (Blunt Ended PCR Cloning
kit, GE Healthcare) e os produtos das reagdes de ligagdo foram usados para transformar
células competentes da linhagem de E. coli DH10B. A selegédo dos transformantes foi feita
através do plagueamento em meio de cultura 2YT suplementado com 100 pg/mL de ampicilina
e cultivados a 37°C durante a noite. As colbnias resultantes do crescimento foram submetidas a
extracdo do DNA plasmidial. As construgdes plasmidiais foram confirmadas inicialmente por
analise de restricdo. Células dos clones positivos foram armazenadas a -80°C como cultura

permanente em glicerol 16%.

12.3. Confirmacao dos nocautes génicos nas linhagens mutantes por PCR

Para a confirmagao de que o nocaute das ORFs foi realmente realizado no genoma das
linhagens mutantes, rea¢des de amplificacdo por PCR foram feitas utilizando-se como molde o
DNA genbmico das linhagens selvagem (controle) e mutantes. Combinacbes dos mesmos
oligonucleotideos F e R especificos para cada ORF (Tabela 1) foram utilizadas. As condi¢gbes
das reagdes de PCR foram as mesmas descritas no subitem anterior, utilizando-se como molde
cerca de 1 uyg de DNA gendmico. Apos a amplificacao, os fragmentos de DNA foram separados

em gel de agarose 1%, e a imagem capturada pelo sistema de foto-documentacgao.

13. Preparo e transformacao das células competentes de E. coli

Para o preparo das células competentes da linhagem DH10B de E. coli, células nao
competentes foram rejuvenescidas em 5 mL de meio 2YT e incubadas a 37°C/250 rpm, durante
a noite. Apos a obtengao de células jovens, 500 yL da cultura foi inoculada em 100 mL de meio
2YT e incubada a 37°C/250 rpm até uma densidade 6tica a 600 nm de aproximadamente 0,7.
As células foram coletadas em tubos Falcon (50 mL) estéreis a 700 x g/4°C/15 min. em
microcentrifuga de mesa. Os concentrados celulares foram lavados com 40 mL de uma
solugado de CaCl, 100 mM gelada e estéril e dissolvidos em 8 mL de CaCl, 100 mM estéril. As
células competentes foram utilizadas para as reagdes de transformacao.

Para a transformacao das células competentes, 5 ou 10 pL da reacéo de ligacao de cada
uma das construgdes no vetor pMOS (pMOS-A90, pMOS-3043, pMOS-6205, pMOS-8807 e
pMOS-A9068) foram incubados em gelo por 30 min com 100 pL de células competentes. Em

seguida, as suspensdes foram submetidas ao choque térmico pela transferéncia para um
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banho a 42°C por 2 minutos. Apds o choque térmico, as suspensdes foram adicionadas de 400
ML de meio 2YT e novamente incubadas a 37°C/60 min. Apds este periodo as células foram

plagueadas em meio 2YT contendo o antibidtico especifico.

14. Mini-extracao de DNA plasmidial

Células de colbnias bacterianas foram inoculadas em 5 mL de meio 2YT + 0,2% glicose e
crescidas a 37°C durante a noite. O DNA plasmidial foi extraido pelo método de boiling prep
descrito por Holmes e Quigley (1981), no qual cerca de 1,5 mL da cultura de células foram
transferidos para tubos eppendorf de 1,5 mL, centrifugados a 14.000 rpm/1min. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 350 pL de solugdo STET (Tris 10
mM, pH 8,0, sacarose 8%, Triton X-100 0,5%, EDTA 50 mM, pH 8,0 e contendo 30 mg de
lisozima). A mistura foi aquecida em banho de agua fervente por 40 seg, e imediatamente
resfriada em freezer -20°C por 10 min. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 14.000 rpm/10
min/4°C.

Com uso de palitos de dente, o precipitado foi retirado e descartado, sendo que os acidos
nucléicos presentes no sobrenadante foram precipitados com 40 pyL de acetato de sédio 3 M
pH 5,2 e 420 pL de isopropanol. A seguir, o material foi centrifugado a 14.000 rpm/15 min/4°C.
O precipitado foi dissolvido em 100 yL de agua pura e 100 pL de fenol saturado com tampao foi
adicionado. Essa mistura foi vigorosamente agitada em vortex por 20 seg e, posteriormente,
centrifugada a 14.000 rpm/10min/4°C. Um volume de 80 uL da fase aquosa foi transferido para
um tubo eppendorf novo e o DNA plasmidial foi precipitado com 40 pyL de acetato de aménio
7,5 M e 300 pL de etanol absoluto gelado. O DNA plasmidial foi coletado por centrifugagao e
lavado duas vezes com 700 uL de etanol 70% gelado. O DNA foi dissolvido em 20 uL de agua

apo6s secagem por aproximadamente 15 min ao ar.

15. Ensaios de producao e purificacao das proteinas recombinantes

15.1. Subclonagem das ORFs em vetor de expressao

Os vetores de expresséo utilizados foram o pET-28a (Novagen), o qual produz a proteina
fusionada a uma cauda de seis residuos de histidina e o vetor pGEX-4T1 (Amersham), o qual
produz a proteina recombinante fusionada a GST. Os insertos existentes nas constru¢des
plasmidiais pMOS-A90 (producao da proteina truncada a partir do residuo de aminoacido 213,

portanto contém apenas a regidao N-terminal da proteina), pMOS-9068 (producéo da proteina
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truncada até o residuo de aminoacido 727, portanto contém apenas a regido C-terminal da
proteina) e pMOS-8807 (proteina inteira) foram transferidos para os vetores de expressao da
seguinte maneira: cassetes de DNA das ORFs NCUO00090 (639 pb) e NCU09068 (927 pb)
foram retirados do vetor pMOS-Blue por digestdao com as enzimas Ndel e BamH]I e transferidos
para o vetor de expressdo pET28a, previamente digerido com as mesmas enzimas. Esses
mesmos insertos também foram retirados do vetor pMOS-Blue por digestdo com a enzima
BamHI e transferidos para o vetor de expressao pGEX-4T1. O inserto NCU0O8807 (1.293 pb) foi
retirado do vetor pMOS-Blue por digestdo com as enzimas Ndel e EcoRlI e transferido para o
vetor de expressao pET28a previamente digerido com as mesmas enzimas. As construgbes
plasmidiais pMOS-3043 e pMOS-6205 passaram a ser utilizadas por outros alunos de
Mestrado.

Os produtos de ligagdo foram usados para transformar células de E. coli, conforme
descrito no item 13. A selegédo dos transformantes foi realizada através do plaqueamento em
meio de cultura 2YT + 0,2% glicose, suplementado com 100 pug/mL de canamicina (construgao
pET28a) e 100 ug/mL de ampicilina (construgdo pGEX-4T1). Os clones positivos foram
submetidos a uma analise de restricdo prévia e escolhidos para a transformagao da linhagem
de E. coli BL21 e/ou Rosetta produtora. As construgdes plasmidiais resultantes (pET-A90, pET-
A9068, pET-8807, pGEX-A90 e pGEX-A9068) foram confirmadas por sequenciamento

automatico de DNA no Servigo de Sequenciamento de DNA existente no IQ, USP, SP.

15.2. Ensaio de inducdo e analise de solubilidade

Células de E. coli BL21 e/ou Rosetta competentes foram transformadas separadamente
com 1 uL das construgdes plasmidiais pET28a (controle), pET-A90, pET-A9068, pET-8807,
pGEX-4T1 (controle), pGEX-A90 e pGEX-A9068, e posteriormente plaqueadas em meio 2YT +
0,2% glicose suplementado com o respectivo antibidtico. Colbnias isoladas de cada
transformacédo foram utilizadas nos ensaios de produgdo das proteinas recombinantes.
Inicialmente, as células foram inoculadas em 5 mL de meio 2YT + 0,2% glicose contendo o
antibidtico adequado, e incubadas a 37°C/200 rpm/16 h. Esta cultura foi usada como pré-inéculo
e 1 mL dele foi inoculado em 50 mL de meio 2YT + 0,2% glicose, nas mesmas condi¢cdes acima
até atingir uma DOgynm= 0,6-0,8. Uma aliquota de 2 mL de amostra nao-induzida (NI) foi
retirada e as células coletadas a 14.000 rpm/4°C/2 min. Posteriormente, a producdo das
proteinas recombinantes foi induzida pela adicao de IPTG numa concentracdo final de 0,4 mM.
As células foram incubadas a 37°C/250 rpm/4 h e ao final da indugédo, as células foram
coletadas por centrifugacao (20.000 rpm/4°C/2 min).

O precipitado de células foi ressuspenso em 10 mL de tampéao de lise (Tris-HCI 50 mM pH
8,0; NaCl 20 mM; glicerol 5%; 0,5% Tween-20; 0,5% Triton x-100, acrescido de EDTA 5 mM,
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PMSF 1 mM e benzamidina 10 mM) e armazenadas a -20°C. Posteriormente as células foram
lisadas em sonicador (SONICS, Vibra Cell) com 3 pulsos de 10 seg e intervalos de 30 seg no
gelo (poténcia 30%). O lisado celular foi centrifugado a 30.000 x g/10 min/4°C e o sobrenadante
recolhido em tubo limpo. O precipitado foi ressuspenso em 3 mL do mesmo tampéo de lise,
assim como também as células ndo-induzidas (NI) (200 uL).

Aproximadamente 15 yL do extrato total das amostras NI (ndo-induzida), S (sobrenadante)
e P (precipitado) foram separados por SDS-PAGE em gel 12% (LAEMMLI, 1970). A eletroforese
foi realizada a temperatura ambiente a 100 V durante 2-3 horas, no sistema de eletroforese
Mini-Protean IIl (Bio-Rad).

15.2.1. Confirmacao por Western blot

Para a confirmacdo da produgado das proteinas recombinantes, ensaios de Western blot
foram realizados. Apos o fracionamento por eletroforese, as proteinas foram transferidas para
membrana de nitrocelulose em um sistema Mini Trans-Blot Eletrophoretic Transfer Cell (BioRad)
usando um tampéao de transferéncia (Tris-HCI 20 mM pH 8,0, glicina 150 mM, metanol 20%)
durante 2 h a 100 V/250 mA. A membrana foi entdo incubada com uma solugao de 5% de leite
em po6 desnatado em tampdo 1X TBST (Tris-HCI 20 mM pH 7,5, NaCl 500 mM, tween-20
0,05%) durante 16 h para permitir o bloqueio da mesma. Apds esse periodo, a membrana foi
lavada com 1X TBST (3 vezes/5 min) e incubada com anticorpo monoclonal anti-poli-histidina
conjugado com fosfatase alcalina (Sigma, diluicdo 1:10.000 em 1X TBST + 3% leite) durante 2 h
a temperatura ambiente, para a detec¢do de proteinas fusionadas a poli-His (construgdes
baseadas no vetor pET28a).

Para a deteccgdo das proteinas fusionadas a GST, a membrana foi incubada com anticorpo
primario anti-GST (IgG coelho) (diluicdo 1:5.000 em 1X TBST + 3% leite) durante 2 h a
temperatura ambiente, lavada com 1X TBST trés vezes (5 min cada lavagem) e incubada com
anticorpo secundario anti-lgG (coelho) conjugado com fosfatase alcalina (Sigma, diluigao
1:30.000 em 1X TBST + 3% leite) por 2 h a temperatura ambiente.

As membranas foram reveladas em 10 mL de tampao bicarbonato (NaHCO; 100 mM,
MgCl, 1 mM, pH 9,8) adicionado de 100 uL NBT (cloreto p-nitroazul de tetrazélio) (30 mg/mL em
70% DMF) e 100 pL BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indol-fosfato de p-toluidina) (15 mg/mL em DMF).

15.3. Producao de proteinas recombinantes

As células de E. coli BL21 expressando a proteina His-APACC foram crescidas em 200
mL de meio 2YT + 0,2% glicose suplementado com canamicina (100 ug/uL) e cloranfenicol (34

Mg/uL) para a produgdo da proteina em pequena escala. As células de E. coli Rosetta
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expressando as proteinas His-ANIT2 e His-CRE-1 (e também His-APACC) foram crescidas em 1
L de meio 2YT + 0,2% glicose suplementado com canamicina (100 ug/pL) e cloranfenicol (34
Mg/uL) para a produgao de proteinas em maior escala. A produgéo das proteinas recombinantes
foi induzida (apdés as células atingirem uma DOgynm= 0,6-0,8) pela adigdo de IPTG numa
concentracao final de 0,4 mM. As células foram incubadas a 37°C/250 rpm/4 h. Apés indugdo as

células foram coletadas a 20.000 rpm/4 °C/2 min.

15.4. Purificacdo das proteinas recombinantes

Diferentes procedimentos cromatograficos foram usados para a purificagdo das proteinas

recombinantes, os quais s&o descritos a seguir:

15.4.1. Purificacdo de proteina recombinante em pequena escala

Para a purificacdo da proteina recombinante His-APACC em pequena escala, o
precipitado de células foi ressuspenso em 2 mL de tampao de lise (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0,
NaCl 300 mM, Imidazol 20 mM, glicerol 10%, Triton X-100 0,01%) acrescentado de uma mistura
de inibidores de protease (PMSF 0,5 mM, DTT 1 mM, antipaina, pepstatina A, leupeptina e
benzamidina 5 pg/mL cada). As células foram submetidas a trés ciclos de choque térmico,
alternando entre congelamento em N, liquido e banho de agua fria. O rompimento celular foi
finalizado em sonicador (5 ciclos de 10 seg, com intervalos de 1 min em banho de gelo) e o
sobrenadante recolhido apés centrifugagao (14.000 rpm/4 °C/20 min). A proteina recombinante
contida no sobrenadante foi purificada por cromatografia de afinidade em resina de Ni-NTA-
agarose (200uL) (Qiagen) na bancada. Inicialmente, a resina foi condicionada através de
sucessivas lavagens em tampao de lavagem gelado (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, NaCl 300 mM,
imidazol 20 mM, glicerol 10% v/v, contendo inibidores de protease). Posteriormente, a resina
condicionada foi adicionada a todo o conteudo do sobrenadante (aproximadamente 2 mL), o
qual foi homogeneizado manualmente e incubado a 4°C durante 1 h, sob agitagéo suave. Apos
o tempo, a resina foi sedimentada e o sobrenadante separado (amostra FT1 — flow through). A
resina foi lavada quatro vezes com tampao de lavagem e todas as fragcées das lavagens foram
reservadas em um s6 tubo (FT2 — flow through). As proteinas ligadas a resina foram eluidas em
100 e 300 mM de imidazol preparado em tampao de eluigado (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, NaCl 300
mM, imidazol 0,1-0,3 M, glicerol 10% v/v, contendo inibidores de protease) e dialisadas contra 1
L de tampéo de dialise (Tris-HCI 10 mM, pH 7,9, KCI 100 mM, glicerol 20% v/v, EDTA 1 mM e
DTT 0,5 mM) por 16 h, com duas trocas do tampao de didlise, utilizando-se o sistema de dialise
Slide-A-Lyser Dialysis Cassete (PIERCE). As proteinas dialisadas foram centrifugadas (14.000

rpm/20 min/4°C) para a remoc¢ao de eventuais precipitados. As fragdes da cromatografia foram
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quantificadas em seus conteudos protéicos através do método descrito por Hartree (1972). As

fragOes puras foram aliquotadas e armazenadas a -80°C.

15.4.2. Purificacao em maior escala

Para a purificagcédo de His-APACC, His-CRE-1 e His-ANIT2 o precipitado de células foi
ressuspenso em 30-60 mL de tampéao de lise Tris (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, NaCl 300 mM,
imidazol 50 mM, glicerol 10%, Triton X-100, 0,1%) ou tamp&o de lise PBS (PBS 2X, NaCl 500
mM, imidazol 80 mM, glicerol 5%, tween-20 0,5%, triton x-100 0,5%) acrescentado de uma
mistura de inibidores de protease (PMSF 0,5 mM, benzamidina 25 mM e NaF 50 mM). As
células foram submetidas a trés ciclos de choque térmico, alternando entre congelamento em N,
liguido e banho de agua fria. O rompimento celular foi finalizado em sonicador (5 ciclos de 30
seg, com intervalos de 30 seg em banho de gelo) e o sobrenadante recolhido apds
centrifugacao (30.000 x g/4 °C/30 min). As proteinas recombinantes contidas no sobrenadante
foram purificadas por cromatografia de afinidade em coluna de Niquel His-Trap (1 mL) (GE
Healthcare) em aparelho de purificagcdo AKTA Prime (Amersham). As proteinas foram eluidas
em um gradiente linear de 0,5 a 1,5 M de imidazol preparado no mesmo tampao de
homogeinizacdo sem os detergentes, e analisadas em géis de poliacrilamida SDS-PAGE 12%
(LAEMMLI, 1970). A eletroforese foi realizada a temperatura ambiente a 200 V durante 1 hora,
no sistema de eletroforese Mini-Protean Il (Bio-Rad).

Para a sintese de anticorpos, as proteinas foram dialisadas contra 1L de tampao (Tris-HCI
10 mM, pH 7,0, NaCl 10 mM), por 48 h com cinco trocas do tampéao de dialise. Para os ensaios
de EMSA, as proteinas recombinantes foram dializadas em tampao de dialise (Tris-HCI 10 mM
(ou PBS 1X), pH 7,9, KCI 100 mM, glicerol 20% v/v, EDTA 1 mM e DTT 0,5 mM) por 16 h, com
duas trocas desse tamp&o. As proteinas dialisadas foram centrifugadas (14.000 rpm/4°C/20
min) para a remogao de eventuais precipitados. Todas as fragbes da cromatografia foram
quantificadas em seus conteudos protéicos através do método descrito por Hartree (1972). As

fracdes puras foram aliquotadas e armazenadas a -80°C.

16. Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Também conhecido como ensaio de mobilidade em gel, os ensaios de EMSA foram
realizados com as proteinas recombinantes His-APACC, His-CRE-1 e His-ANIT2 de N. crassa.
Além disso, proteinas presentes em extrato bruto de micélios crescidos em condigbes

fisioldgicas normais e submetidos ao estresse de pH alcalino (7,8) foram utilizadas nos ensaios
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de EMSA. Fragmentos de DNA marcados (sondas) contendo os motifs de DNA para as
proteinas PacC, Mig1/CRE-1 e NIT2 foram testados.

16.1. Condig¢des de crescimento e estresse de pH em N. crassa

Uma suspensdo de conidios da linhagem selvagem (aproximadamente 10° células/mL)
foi inoculada em 2 L de meio VM liquido (pH 5,8) e colocada a 30°C sob agitagdo constante de
250 rpm por 24 h. Apds esse periodo, o micélio foi coletado por filtragdo a vacuo em papel
filtro, e rapidamente dividido em duas amostras. Uma delas foi congelada em nitrogénio liquido
e armazenada a -80°C (amostra controle, pH 5,8) e a outra amostra foi transferida para um
frasco contendo 500 mL de meio VM liquido nos pH 7,8 e incubada por 1 h a 30°C (estresse de

pH). Os micélios foram armazenados a -80°C.

16.2. Preparo do extrato bruto protéico e fracionamento

Cerca de 10 g do micélio crescido em condi¢des fisiolégicas normais (pH 5,8, controle) e
submetido a estresse de pH alcalino (pH 7,8, 1 h) foram macerados em nitrogénio liquido. Em
seguida, o po foi transferido para um tubo falcon de 15 mL contendo 10 mL de tampéo de lise
(HEPES 15 mM, pH 7,9; KCI 500 mM; EDTA 0,5 mM pH 8,0; MgCl, 5 mM; benzamidina 25 mM,
DTT 1 mM; PMSF 0,5 mM; NaF 50 mM; antipaina e pepstatina A 10 pg/pL de; glicerol 10%
(v/v)) e homogeneizado com glass beads em vortex (8 pulsos de 30 seg x 30 seg no gelo). A
solugdo protéica foi separada das glass beads por centrifugacdo (4.000 rpm/4°C/2 min),
transferida para tubos eppendorfs limpos de 2 mL e centrifugada a 14.000 rpm/4°C/15 min. O
sobrenadante foi dialisado contra tampao D (HEPES 15 mM, pH 7.9, KCI 100 mM, EDTA 1 mM,
glicerol 15%) por 2 h e submetido a uma purificagdo por cromatografia de afinidade em coluna
de Heparina-Sepharose (5 mL) (GE Healthcare) em aparelho de purificagdo AKTA Prime
(Amersham). As proteinas foram eluidas em um gradiente linear de 0,1 a 1,5 M de KCI
preparado em tampao D de coluna gelado. As fragbes coletadas foram dializadas duas vezes
em tampéo D, e reservadas para serem testadas quanto a capacidade de ligagdo com sonda de

DNA especifica.

16.3. Preparo de sondas de DNA

Como sondas de DNA, foram utilizados segmentos da regido 5°-flanqueadora dos genes
gsn e cre-1, contendo elementos regulatorios de DNA especificos para ligacao de fatores de

transcricdo. As sondas foram obtidas por PCR e/ou digestdo com endonucleases de restrigao.
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16.3.1. Preparo das sondas pacC, cre-1 e nit2 para analisar os elementos de DNA

presentes na regido 5’-flanqueadora do gene gsn

Para o preparo da sonda pacC contendo o motif 5-GCCARG-3’ (PacC), um fragmento de
DNA de 146 pb foi amplificado utilizando-se os oligonucleotideos PacC-F e GSN-RPS3,
descritos na Tabela 2. Para o preparo da sonda cre-1, contendo o contendo o motif 5'-
SYGGRG-3, um fragmento de DNA de 134 pb foi amplificado utilizando-se os
oligonucleotideos XLNR-FP2 e XLNR-RP2 (Tabela 2). Para o preparo da sonda nit2 contendo
o motif 5°-GATA-3" (nit2) e dois motifs 5'-SYGGRG-3" (CreA), um fragmento de DNA de 377
pb foi amplificado utilizando-se os oligonucleotideos GSN-FP4 e GSN-RP2 (Tabela 2) e
digerido com a enzima BamHI, liberando um fragmento de 134 pb, o qual foi utilizado como
sonda.

Para todas as sondas, foi utilizado como molde, o clone plasmidial IV9A-1 (GenBank #
AF417205) que contém a seqUéncia 5°-flanqueadora do gene gsn, disponivel no laboratoério. As
reagbes de amplificagdo foram realizadas na presenca de 0,5 uL de a-[**P]dATP (10* cpm), 1,0
Hg de DNA, 0,5 pL enzima Taq Polimerase (Invitrogen), 1 uL dos oligonucleotideos F e R (100
pmol/uL), 5 uL de tampao de PCR 10x, 2,5 yL de MgCl, 50 mM, 1 yL de dNTP (10 mM). Os
ciclos da PCR foram: desnaturacdo (96°C/1 min), anelamento (50-55°C/1 min) e extensao
(72°C/1 min), por 39 ciclos, num volume final de 50 uL de reacéo.

Para a purificagcdo das sondas de DNA, as reacdes de PCR foram inicialmente
precipitadas com 1/10 volume de acetato de sédio 3M, pH 5,2, e 500 pL etanol absoluto
gelado, e purificadas apés eletroforese em gel de agarose 2% low melting point (Sigma) em
TAE 1X. Para isto, os fragmentos especificos foram excisados dos géis e transferidos para
tubos eppendorf de 1,5 mL, os quais foram aquecidos a 70°C por 15 min para o derretimento
do gel. Adicionou-se ao tubo cerca de 200 uL de fenol, o qual foi rapidamente homogeneizado
em vortex por 30 seg. Os tubos foram centrifugados a 13.000 rpm/5 min em temperatura
ambiente. O sobrenadante foi transferido para novo tubo e adicionado de 500 uL de uma
solugdo de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1). Os tubos foram novamente
centrifugados a 13.000 rpm/5 min em temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido
para novo tubo e o fragmento de DNA precipitado com 1/10 volume de acetato de sédio 3M, pH
5,2, e 500 pL etanol absoluto gelado. Os tubos foram deixados a -80°C durante a noite e
centrifugados (14.000 x g/4°C/30 min). O precipitado foi lavado com etanol 70%, seco ao ar e
ressuspenso em 50 YL de agua. Apos total ressuspensdo, a radioatividade incorporada as
sondas foi medida por cintilacado liquida em um cintilador Beckman LS6500. A concentracéo do

DNA foi determinada por absorbancia a 260 nm em espectrofotémetro Beckman.
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Tabela 2 — Oligonucleotideos utilizados para o preparo das sondas para EMSA.

Oligonucleotideo Seqiiéncia Fonte Nome Posicao

PacC-F 5’-GACCCAACAGCCCAACTT-3" Promotor gsn sonda pacC -1918 ao -1901
GSN-RP3 5'-GCAACGAATACTCCCATG-3' Promotor gsn sonda pacC -1789 ao -1806
XLNR-F2 5"-TGAGGGTGAGAAAGTTGC-3’ Promotor gsn sonda cre-1 -2173 ao -2156
XLNR-R2 5-TATTCTGCAACGGAACTCC-3’ Promotor gsn sonda cre-1 -2034 ao -2053
GSN-FP4 5"-CTGATTGGGAAAGGTCAGA-3’ Promotor gsn sonda nit2 -1645 ao -1626
GSN-RP2 5-CTGTTGACCTGCGTTAAC-3’ Promotor gsn sonda nit2 -1269 ao -1286
pCRE1-F 5"-GCAACGGAGTCTGAACCC-3’ Promotor cre1  sonda pcre-1  -1226 ao -1209
pCRE1-R 5’-CAATACAATACGCAGCAC-3" Promotor cre1  sonda pcre-1  -1056 ao -1073
mPacC-F 5-GCCGTCTTTGGGCCAGAAATTACGTGAGATCGGGCCCGC-3" Promotor gsn  sonda mpacC  -1828 ao -1790
mPacC-R 5’-GCGGGCCCGATCTCACGTAATTTCTGGCCCAAAGACGGC-3" Promotor gsn  sonda mpacC  -1790 ao -1828
pGSN-F 5-TTGGAAAGACGGGACC-3 Promotor gsn - -2386 ao -2370
HSE-F 5-GGGGAATTTGTGGCTGA-3’ Promotor gsn - -2087 ao -2071
OligoPacC-F 5"-CTTTGGGCCAGCTTGGCCGTGAGATCG-3" Promotor gsn Oligo pacC -1823 a0 -1797
OligoPacC-R 5"-CGATCTCACGGCCAAGCTGGCCCAAAG-3’ Promotor gsn Oligo pacC -1797 ao -1823
OligoNIT2-F 5-GAGGACCCTCCGTAGATAATATACTTAC-3’ Promotor gsn Oligo nit2 -1575 ao -1548
OligoNIT2-R 5-GTAAGTATATTATCTACGGAGGGTCCTC-5" Promotor gsn Oligo nit2 -1548 ao -1575

A posigéo de cada oligonucleotideo na regido promotora dos genes é dada de acordo com a numeragao do primeiro cédon de tradugéo (ATG).
Os nucleotideos mutados no motif pacC estao em negrito.
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16.3.2. Preparo da sonda pcre-1 para analisar os elementos de DNA (cre-1)

presentes na regido 5’-flanqueadora do gene cre-1

Para o preparo da sonda pcre-1 contendo trés motifs 5- SYGGRG -3’ presentes na
regidao 5'-flanqueadora do gene cre-1, um fragmento de DNA de 171 pb foi amplificado
utilizando-se os oligonucleotideos pCRE1-F e pCRE1-R (Tabela 2). Utilizou-se como molde o
DNA gendmico da linhagem selvagem de N. crassa. A reagao de PCR e a purificagdo da sonda

foram realizadas nas mesmas condi¢cbes descritas no subitem anterior.

16.3.3. Preparo da sonda contendo o elemento PacC mutado (mpacC)

A especificidade da ligacao DNA-proteina para o elemento PacC também foi analisada
utilizando-se uma sonda de DNA carregando o motif PacC mutado (sonda mpacC), na qual foi
alterada a sequiéncia 5-CTTGGC-3" contida no promotor gsn pela seqiéncia 5-AAATTA-3’,
através da técnica de mutagénese sitio-dirigida, utilizando PCR em duas etapas (AUSUBEL et
al., 1996).

Na primeira etapa (PCR 1) foram usados os oligonucleotideos mPacC-F e mPacC-R para
introduzir as mutagdes (Tabela 2, nucleotideos em negrito). Um fragmento de DNA de 560 bp
foi amplificado a partir do clone IV9A-1 utilizando os oligonucleotideos mPacC-F e GSN-RP2.
Outro fragmento de DNA, contendo aproximadamente 600 bp também foi amplificado,
utilizando-se os oligonucleotideos pGSN-F e mPacC-R. As reac¢des de PCR foram realizadas
utilizando 1,5 ug de DNA, 0,5 uL (1,25U) da enzima Taq DNA Polimerase (Invitrogen), 1 uL dos
oligonucleotideos F e R (100 pmol/pL), 5 uL de tampé&o de PCR 10x, 2,5 yL de MgCl, 50 mM, 1
pL de dNTP (10 mM). Os ciclos da PCR foram: desnaturagéo (96°C/1 min), anelamento (62°C/1
min) e extensdo (72°C/1,5 min), por 39 ciclos, num volume final de 50 pL de reagdo. Os
fragmentos amplificados foram isolados, purificados, dosados e misturados em quantidades
equimolares em tubo eppendorf limpo. A mistura de fragmentos de DNA foi desnaturada a
95°C/5 min e deixada esfriar a temperatura ambiente, a fim de favorecer o anelamento das fitas
de DNA complementares. As fitas aneladas carregando o elemento PacC mutado foram
estendidas a 72°C/5 min, adicionando-se previamente a reacdo uma mistura de dNTPs e a
enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen). Na segunda etapa (PCR 2), os oligonucleotideos
HSE-F e GSN-RP3, localizados internamente ao fragmento de DNA amplificado no PCRH1,
foram usados para amplificar um fragmento de 315 bp, o qual foi subclonado no vetor
pMOSBIlue (pMOS-mPacC) e posteriormente, seqlienciado. A sonda mpacC de 146 bp foi
isolada do plasmideo pMOS-mPacC apds amplificagdo com os oligonucleotideos PacC-F e

GSN-RP3, do mesmo modo que o procedimento descrito no item 16.3.1.
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16.3.4. Competidores especificos e inespecificos para a sonda utilizada

Competidores especificos para as sondas acima mencionadas (exceto para a sonda
mpacC) foram preparados da mesma maneira, porém sem sofrer marcacédo radiativa. Os
mesmos oligonucleotideos descritos para cada sonda foram utilizados para a amplificagdo dos
respectivos competidores especificos (CE). Como competidor inespecifico, foi utilizado o
copolimero poli(dl-dC)e(dI-dC) (GE Healthcare).

Oligonucleotideos OligoPacC e OligoNIT2 complementares (27 e 28 pb,
respectivamente) também foram usados para preparar competidores especificos para os
elementos PacC e NIT2, apods terem sido anelados por meio da desnaturagédo e renaturagao
gradativa dos oligonucleotideos OligoPacC-F/OligoPacC-R e OligoNIT2-F/OligoNIT2-R (Tabela
2). A verificacdo do anelamento foi feita por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida nao-
desnaturante 15%, em tampéo TBE 1X. Apds eletroforese, o gel foi corado com azul de
metileno (100 mg/mL). Tanto os competidores especificos como os oligonucleotideos dupla-fita
anelados foram quantificados através da absorbancia a 260 nm antes de serem usados como

competidores nos ensaios de EMSA.

16.4. Ensaio de mobilidade em gel

A interacdo DNA-proteina foi realizada em 30-100 yL de uma mistura de reagao contendo
tampao de ligagao 1X (HEPES 125 mM, pH 7,9, KCI 100 mM, EDTA 0,5 mM pH 8,0, glicerol
50% (v/v)) contendo uma mistura de inibidores de protease (DTT 0,05 mM, PMSF 0,025 mM,
benzamidina 5 pg/mL, antipaina A 5 pg/mL, pepstatina 5ug/mL, NaF 5 pg/mL), 2 ug/reacao de
poli(dl-dC)e(dI-dC) e de 2,0-10,0 pg das proteinas recombinantes ou 20-60 pg do extrato
proteico bruto. Numa primeira etapa da reacao, diferentes concentracoes de proteina foram
testadas em tampao de ligacdo a temperatura ambiente adicionadas de 0,6 ng de sonda
marcada (10*cpm) durante 20 min. Para os ensaios de competigdo, o competidor especifico ou
o oligonucleotideo dupla fita foi adicionado a reagao de ligacdo 10 minutos antes da adigédo da
sonda marcada. O competidor especifico foi adicionado em um excesso molar de 10 a 40X
superior a concentracdo de sonda, enquanto que o oligonucleotideo dupla-fita foi adicionado
em um excesso molar de 1 a 30X. Para o ensaio de supershift, 5 a 20 yL do anticorpo
policlonal a-PACC (IgG coelho) (Proteimax, Cotia-SP) (titulacdo 1:2000) foi misturado a
proteina PACC recombinante 10 minutos antes da adi¢ao da sonda pacC. Apds incubagéo com
a sonda, as reagdes foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 4-5% (29:1) nao
desnaturante, em tampao TBE 0,5X (300 V, 10 mA, 12°C). O gel foi seco e autoradiografado
em filme Kodak T-Mat G/RA.

58



Materiais e Métodos

17. Analise da expressao da proteina PACC por Western blot

Conidios da linhagem selvagem foram utilizados em experimentos de estresse de pH
alcalino para avaliagcdo da expressado da proteina PACC em N. crassa. Uma suspensao de
conidios (aproximadamente 10° células/mL) foi inoculada em 1 L de meio VM liquido (pH 5,8) e
colocada a 30°C sob agitagdo constante de 250 rpm por 24 h. Apos esse periodo, o micélio foi
coletado por filtracdo a vacuo em papel filtro, e rapidamente dividido em duas amostras. Uma
delas foi congelada em nitrogénio liquido e armazenada a -80°C (amostra controle, nao
submetida a estresse de pH) e a outra amostra foi transferida para um frasco contendo 500 mL
de meio VM liquido no pH 7,8 e incubada a 30°C (estresse de pH). Amostras de micélio foram
retiradas ap6s 1, 2, 3 € 4 h de incubacao. Cerca de 10 g de micélio foram pulverizados em
nitrogénio liquido. Em seguida, o material foi transferido para um tubo eppendorf de 1,5 mL
contendo 1 mL de solugédo 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 uyg/mL e pepstatina A 1 pg/mL). A
mistura foi fortemente agitada em vortex e, em seguida, centrifugada a 10.000 x g/4°C/10 min.
O sobrenadante foi recolhido em um tubo eppendorf novo. Uma aliquota foi utilizada para a
determinagdo das proteinas totais do extrato celular pelo método de Hartree modificado
(HARTREE, 1972).

Para a analise da expressdao da proteina PACC ensaios de Western blot foram
realizados. Aproximadamente 100 ug do extrato protéico foram fracionados por eletroforese e
transferidos para membrana de nitrocelulose nas mesmas condigcbes descritas no subitem
15.2.1. A membrana foi incubada com anticorpo primario policlonal a-PACC (IgG coelho) na
diluicdo 1:500 em 1X TBST + 3% leite, por 2 h em temperatura ambiente. Apds lavagem da
membrana em 1X TBST, adicionou-se um anticorpo secundario anti-IgG (coelho) conjugado
com peroxidade (Sigma, diluicdo 1:15.000 em 1X TBST + 3% leite) por 2 h a temperatura
ambiente. A membrana foi novamente lavada em 1X TBST.

As membranas foram deixadas durante 40 seg em contato com 5 mL de solugao
reveladora (Tris-HCI 100 mM, pH 8,5, acido p-cumarico 0,2 mM) contendo 1,2 mM de luminol

(Sigma) e 1,5 uL de H,0,, e rapidamente expostas ao filme de raio X (20 seg).
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Para facilitar a descrigcdo dos resultados obtidos, a se¢cdo Resultados foi dividida em trés
partes: a que relata a selecdo e a identificagdo de fatores de transcrigdo possivelmente
envolvidos no metabolismo do glicogénio em N. crassa (Parte1); a que descreve a
caracterizagao funcional do fator de transcrigdo PACC (Parte 2); e a caracterizagéo funcional

preliminar dos fatores de transcricao NIT2 e CRE-1 (Parte 3).

Resultados - Parte 1

1. Identificacao de fatores de transcri¢do envolvidos no metabolismo de glicogénio

Visando estudar o modo pelo qual o processo de regulagdo do metabolismo de
glicogénio é desencadeado no fungo N. crassa, experimentos foram iniciados com o objetivo
de identificar fatores de transcricdo que estariam participando, de forma direta ou indireta,
no controle do metabolismo desse carboidrato na condicdo normal de crescimento e na
condicdo de choque térmico. Assim uma colegdo de linhagens mutantes em fatores de
transcricdo foi analisada sistematicamente nas duas situagbes. O total de familias dos
fatores de transcricao trabalhados, juntamente com o total de linhagens pertencentes a elas

esta representado na figura 5.

1.1. Determinacao do contetido de glicogénio nas linhagens mutantes de N.

crassa antes e depois do choque térmico

Todas as linhagens mutantes, juntamente com a linhagem selvagem foram analisadas
durante o crescimento vegetativo na temperatura normal (30°C) e apds submissao ao
choque térmico (transferéncia de 30°C para 45°C). Os micélios obtidos de cada linhagem,
nas diferentes condi¢des, foram utilizados para a quantificacdo do conteudo de glicogénio. A
dosagem de glicogénio presente nos extratos celulares foi feita por meio da determinagéo
da glicose liberada pela digestdo com a-amilase e amiloglicosidase em relagdo a quantidade
de proteina presente no extrato protéico. Essa relagao foi dada em pg de glicogénio por mg
de proteinas.

Das 69 linhagens analisadas, 62 apresentaram o conteudo de glicogénio semelhante
ao perfil ja conhecido da linhagem selvagem, ou seja, uma redugdo do conteudo de
glicogénio quando a amostra € submetida ao choque térmico (DE PAULA et al., 2002) e 7
linhagens apresentaram um perfil de conteudo de glicogénio diferente da linhagem

selvagem, tanto na condigdo normal de crescimento quanto apds choque térmico. Estas
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Figura 5 — Representacdo esquematica do numero total de linhagens mutantes utilizadas no
trabalho, divididas de acordo com a familia do fator de transcri¢cao cuja ORF foi nocauteada.
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foram submetidas a mais duas repeticbes adicionais do experimento (obtengdo de novos
micélios e novo experimento de choque térmico) para a confirmagao dos resultados. As
médias dos valores de conteudo de glicogénio das linhagens selecionadas estédo
representadas na figura 6. Analisando os perfis obtidos verificamos os seguintes resultados:

— uma linhagem (FGSC#11392) apresentou um conteudo de glicogénio muito acima ao
acumulado pela linhagem selvagem, tanto antes quanto apds o choque térmico;

— uma linhagem (FGSC#11397) apresentou conteudos de glicogénio iguais antes e apds
choque térmico;

— uma linhagem (FGSC#11371) apresentou o conteudo de glicogénio apds choque
térmico levemente reduzido;

— uma linhagem (FGSC#11342) mostrou uma reducado bastante acentuada do conteudo
de glicogénio apos choque térmico;

—trés linhagens (FGSC#11355, FGSC#11437 e FGSC#11348) mostraram o mesmo perfil
da linhagem selvagem, porém os valores absolutos do conteudo de glicogénio foram muito

superiores a ela.

1.2. Anilise da expressao dos genes gsn e gpn por Northern blot

As sete linhagens selecionadas pelo acumulo de glicogénio diferenciado em relagao a
linhagem selvagem foram submetidas a analise da expressao dos genes que codificam a
glicogénio sintase (gsn) e a glicogénio fosforilase (gpn) por meio da técnica de Northern blot,
utilizando-se o RNA ribossémico 18S como controle enddgeno. O objetivo desse
experimento foi verificar se o padrdo de acumulo de glicogénio antes e depois do choque
térmico apresentado pelas linhagens mutantes poderia ser correlacionado a expressao
diferenciada dos genes gsn e gpn, bem como levantar hipéteses se o fator de transcricao
ausente em cada linhagem poderia estar envolvido com a regulagédo da expressdo dos
mesmos.

Pelo menos quatro experimentos independentes foram realizados com as linhagens
selecionadas para a confirmagéo dos dados. A figura 7A mostra o padrao de expressao dos
genes gsn e gpn nessas linhagens, tendo-se a linhagem selvagem (WT) como controle.
Apenas uma unica banda de hibridizagdo de aproximadamente 3,0 kb foi observada para
cada transcrito, correspondendo aos tamanhos esperados dos mRNAs da glicogénio sintase
e da glicogénio fosforilase. A figura mostra, para a linhagem selvagem, uma redugéo
acentuada na transcricdo dos genes gsn e gpn apés o choque térmico. Analisando os perfis
de expressao das diferentes linhagens podemos notar que o perfil transcricional do gene
gsn em seis linhagens mutantes (FGSC#11348, FGSC#11397, FGSC#11437,
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Figura 6 — Concentragdo de glicogénio nas linhagens selvagem (WT) e mutantes
selecionadas. As amostras foram crescidas em meio VM a 30°C durante 24 h e transferidas
para meio VM pré-aquecido a 45°C. O conteudo de glicogénio foi quantificado antes e apos
choque térmico, como descrito em Materiais e Métodos.
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Figura 7 — Expressao dos genes gsn e gpn antes e depois do choque térmico nas linhagens
selvagem e mutantes selecionadas. Os micélios foram crescidos em meio VM a 30°C/24 h
(0, antes do choque térmico) e transferidas para meio a 45°C/30 min(HS, heat shock).
Amostras de RNA foram separadas por eletroforese em gel de agarose contendo
formaldeido e transferidas a uma membrana de nylon neutra. Fragmentos dos genes gsn e
gpn, marcados radiativamente com o**P-ATP foram utilizados como sonda. (A) Auto-
radiografia das membranas. Bandas de hibridizacdo, antes e depois do choque térmico,
respectivamente, de cada linhagem identificada com seu respectivo nimero do FGSC. O
perfil do rRNA 188S foi visualizado com brometo de etidio. (B) Normalizagdo da expressao do
gene gsn utilizando o software Imaged. (C) Normalizagdo da expressdao do gene gpn
utilizando o software ImageJ.
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FGSC#11371, FGSC#11392 e FGSC#11342) foi aproximadamente semelhante ao
apresentado pela linhagem selvagem, ou seja, redugéo do transcrito gsn quando o micélio
foi submetido ao choque térmico, porém, com alguma variagdo na intensidade. A transcri¢cao
do gene gpn também diminuiu consideravelmente, apds choque térmico, nas linhagens
selvagem e mutantes FGSC#11348, FGSC#11437, FGSC#11371 e FGSC#11342, cada
qual com uma variagao diferente na expressao do gene.

Algumas linhagens se destacaram nessa andlise: a linhagem FGSC#11397 néo
apresentou diferencas no conteudo de glicogénio nas duas condi¢cdes (figura 5), mas
mostrou a expressao do gene gsn reduzida apds choque térmico e uma baixa expressao do
gene gpn nas duas situagdes. A linhagem FGSC#11392 apresentou hiper acumulo de
glicogénio (cerca de quatro vezes mais que na linhagem selvagem) tanto antes quanto apés
choque térmico, entretanto o nivel de expressdo dos dois genes foi reduzido nas duas
situagdes. A linhagem FGSC#11355 foi a que apresentou os resultados mais interessantes
na andlise de expressao génica. Os niveis de glicogénio acumulados foram superiores a
linhagem selvagem, mas houve uma reducdo apdés choque térmico, como na linhagem
selvagem. Entretanto, ndo houve redugao do nivel transcricional de ambos o0s genes gsn e
gpn apos o choque térmico, ou seja, o nivel de expressao foi 0 mesmo tanto antes quanto
ap6s o estresse térmico. Chama atencado os altos niveis de expressao mostrados pela
linhagem FGSC#11371.

1.3. Analise das caracteristicas bioquimicas e estruturais dos fatores de

transcricao selecionados

Apdés a selecdo das linhagens mutantes pelo perfil de acumulo de glicogénio
diferenciado, as sequéncias nucleotidicas, assim como as sequéncias polipeptidicas
deduzidas dos fatores de transcricdo nocauteados nessas linhagens foram obtidas no banco
de dados do genoma de N. crassa. Foram utilizadas ferramentas de bioinformatica
disponiveis na internet para a caracterizagdo bioquimica e estrutural dessas proteinas
regulatdrias, tais como o ponto isoelétrico (pl), massa molecular teérica (MM), presenga de
dominios protéicos conhecidos e sinais de localizagao nuclear classicos (NLS).

A Tabela 3 mostra os dados bioquimicos obtidos por predigdo tedrica das proteinas
selecionadas. Em linhas gerais, o numero de residuos de aminoacidos dos fatores de
transcricdo varia de 287 a 1036, portanto uma massa molecular (MM) variando de 31,2 a
109,3 kDa. Ja o ponto isoelétrico (pl) dessas proteinas varia de 5,26 a 8,99. Utilizando a
ferramenta PSORTII, uma série de sinais de localizagdo classicos (NLS — Nuclear

Localization Signal) foi encontrada nos fatores de transcricdo selecionados, tanto
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monopartidos quanto bipartidos. Dentre os fatores de transcrigdo estudados no presente
trabalho, podemos perceber que apenas a proteina codificada pela ORF NCU06205
(FGSC#11371) ndo apresentou nenhum NLS classico. Entretanto, isto n&o significa que esta
proteina ndo possua outros NLS nao classicos, os quais vém sendo descritos, atualmente,
na literatura (KOSUGI et al., 2009; LEE et al., 2006). Além disso, a falta de NLS n&o afasta a
possibilidade de que a proteina ndo seja transportada para o nucleo, pois ela pode ser

transportada na forma de complexos protéicos.

Tabela 3 - Dados bioquimicos obtidos por predicao tedrica dos fatores de transcricao

selecionados™.

FGSC# ORF aa MM (kDa) pl NLS**
11348 NCU02713 287 31,2 8,99 107-KRPR (M)
293- KKHK (M)
11355 NCU03043 366 41,73 8,57
341- RRHKK (M)
280-PFDARKR (M)
11397  NCU00090 621 67,3 7,19
285- KRQFDDLNDFFGSVKRR (B)
33-PSKRRKK (M)
11437  NCU00019 688 74,61 7,86
454- PASSRKRK (M)
11371 NCU06205 304 66,08 6,42 NI
287-PIKARKD (M)
11392  NCU09068 1036 109,29 8,89
325-RKTSIDETSKRNPNRKR (B)
140-PAQSRRK (M)
11342 NCU01994 328 36,01 5,26

144- RRKAQNRAAQRAFRERKE (B)

aa, numero de residuos de aminoacidos. MM, massa molecular. pl, ponto isoelétrico. NLS,
Nuclear Localization Signal, NI, ndo identificado

*A estimativa tedrica das propriedades fisico-quimicas dos fatores de transcricdo bem como
a determinagcdo de NLS classicos foi realizada por meio das ferramentas ProtPAram e
Psortll, respectivamente.

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

(B).
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Na Tabela 4 é mostrada a classificagao das linhagens selecionadas de acordo com as
familias de fatores de transcricdo, bem como a forma de como estas proteinas foram
anotadas pelo banco de dados do genoma de N. crassa. Cinco fatores de transcrigdo
possuem dominios de ligagdo ao DNA “classicos”, enquanto que dois deles (codificados
pelas ORFs NCU06205 e NCU00019) apresentam dominios ndo classicos, os quais fazem
parte do grupo de miscellaneous factors (BORKOVICH et al., 2004). A figura 8 mostra uma
representacao esquematica dos dominios estruturais presentes nos fatores de transcricdo
selecionados.

Quanto a anotacdo dessas proteinas, algumas das ORFs codificam proteinas
funcionalmente caracterizadas em N. crassa (NIT2 e RCO-1) e em outros organismos
(PacC, FIbC e Fkh1) e uma outra esta apenas anotada como hipotética. As sequéncias
polipeptidicas foram analisadas por Blastp e os alinhamentos multiplos de algumas
proteinas foram realizados.

A linhagem mutante na ORF NCUO02713 corresponde a uma linhagem de N. crassa
mutante no gene csp-1 (conidial separation-1) previamente isolada por Selitrennikoff, Lelson
e Siegel (1974), a qual mostra uma separagao ineficiente do conidio com a hifa. O gene csp-
1 foi caracterizado por codificar um fator de transcrigdo do tipo C,H, zinc finger envolvido na
regulacao do ciclo circadiano e relogio biolégico (LAMBREGHTS et al., 2009).

O fator de transcricado codificado pela ORF NCUO03043 esta anotado como C,H, finger
domain-containing protein FIbC. O alinhamento da sua sequéncia polipeptidica esta
mostrado na figura 9. Os tracos lineares indicam onde estao situadas as regidées do dominio
de ligacdo C,H, zinc finger, bastante conservadas. A proteina FLBC de N. crassa possui
uma identidade de 68% com a proteina FLE1 do fungo filamentoso Podospora anserina
(COPPIN, 2002), e de 66%, 63% e 51% com as proteinas FIbC de A. clavatus, A. fumigatus
e A. nidulans, respectivamente. FLE-1 é um fator que atua como repressor da via da
diferenciagdo sexual feminina de P. anserina (COPPIN, 2002), enquanto que FIbC atua
como um regulador positivo, ativando outros reguladores transcricionais ligados ao
desenvolvimento e a ativagdo da conidiacdo do fungo A. nidulans (ADAMS; WIESER; YU,
1998; KWON et al., 2010).

A proteina codificada pela ORF NCU00090, PACC, como mencionada anteriormente,
participa na resposta a alteracdo do pH do ambiente. A analise por Blastp realizada revelou
que a proteina PACC de N. crassa possui identidade elevada com as proteinas PacC de
Magnaporthe grisea (54%), Gibberella fujikuroi (51%), G. moniliformis (51%), Fusarium
oxysporum (51%), Trichophyton rubrum (50%), Acremonium chrysogenum (48%), A. niger
(41%) e A. nidulans (40%), todos fungos filamentosos. Na regido N-terminal da PACC estéo

situados os trés dominios C,H, zinc finger, conservados entre os microorganismos.
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Tabela 4 - Classificacdo das linhagens selecionadas em relagdo as familias de fatores de

transcricdo e suas anotagdes no banco de dados do FGSC.

ORF Mating Familias de f_atf)res de Anotagio da proteina
type transcrigcao
Conidial separation 1
NCU02713 a Zinc finger C,H, type
(csp-1)
L C,H, finger domain-containing
NCU03043 A Zinc finger C,H, type protein FIbC
. pH response transcription factor
NCUO00090 A Zinc finger C,H, type pacC/RIM101 (pacC)
NCUO00019 a Forkhead domain FKH1
NCU06205 A Tup-N-Terminal e WD-repeats Regulator of conidiation-1(rco-1)
NCU09068 a GATA zinc finger Nitrate nonutilizer-2 (nit-2)
NCU01994 a bZIP Hipotética
NCU02713
NCU03043
NCU00090 2 Mz fie
2] = _EJ
NCU00019 FHA FH
NCU06205
NCU09068
NCU01994
Figura 8 - Representagdo esquematica dos dominios dos fatores de transcrigdo

selecionados, feita pelo servidor EMBL-SMART (http://smart.embl-heidelberg.de). Barras em
azul claro representam dominios C,H, zinc finger, regides em amarelo representam
dominios do tipo forkhead, também conhecidos como “winged helix”, em quadrado preto,
dominio especifico (Tup-N); barra preta, dominio especifico de fungos; regides em verde
representam repeticdes do dominio WD40; pentagono azul claro representa dominio GATA
zinc finger; pentagono azul escuro representa dominio bZIP. As barras em rosa representam
sequéncias com baixa complexidade.
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Resultados (parte 1)

Figura 9 — Alinhamento multiplo de sequéncias polipeptidicas do fator de transcricdo
codificado pela ORF NCU03043 (FLBC) de N. crassa com as proteinas FLE1 (P. anserina,
CAD12881) e FIbC dos fungos A. fumigatus (EAL93672), N. fischeri (EAW18939), A.
clavatus (EAW14351) e A. nidulans (AAC33347). O alinhamento foi realizado por ClustalW e
0s aminoacidos idénticos (em preto) e as trocas conservativas (em cinza) foram
identificados por BoxShade. Os tragos lineares indicam onde estéo situadas as regiées do
dominio de ligagao C,H, zinc finger.
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Ja a proteina codificada pela ORF NCUO00019 esta anotada como FKH1, pertence a
familia de fatores de transcrigcdo do tipo forkhead. Na figura 10 é mostrado o alinhamento
das sequéncias polipeptidicas das proteinas FKH1 de N. crassa, A. chrysogenum (AcFKH1)
e S. cerevisiae (Fkh1p). Os tragos lineares indicam onde estao situadas as regides dos
dominios FHA e FKH em N. crassa. FKH1 de N. crassa apresenta 51% e 45% de identidade
com as proteinas Fkh1p e AcFKH1, respectivamente.

O fator de transcricdo codificado pela ORF NCU06205 é a proteina RCO-1,
funcionalmente caracterizada em N. crassa como um mediador da repressdo de genes
relacionados a variados tipos de processos celulares, dentre eles, a regulacao da conidiagédo
(YAMASHIRO et al., 1996). Da mesma forma, a proteina codificada pela ORF NCU09068,
NIT2, foi funcionalmente caracterizada em N. crassa por Fu e Marzluf (1987), e esta
envolvida na regulacdo do metabolismo de nitrogénio em situagbes limitantes de fonte
primaria de compostos nitrogenados e/ou indug¢ao por nitrato.

Finalmente, a proteina codificada pela ORF NCU01994, embora anotada como
hipotética, apresenta 37% de identidade com o fator de transcrigdo Fcr3 (fluconazole
resistance 3) de Candida albicans, o qual esta envolvido na resisténcia a fluconazol (YANG
et al., 2001). A figura 11 mostra o alinhamento da seqléncia polipeptidica da proteina
codificada pela ORF NCU01994 de N. crassa com a proteina Fcr3 de C. albicans e com as
proteinas Fcr3, ainda nao caracterizadas, dos fungos A. fumigatus (57% identidade), N.
fischeri (55%) e A. flavus (55%). Recentemente, Tian, Li e Glass (2011) realizaram um perfil
transcricional com a linhagem mutante ANCUO01994, revelando que o fator de transcricéo
ausente nesta linhagem exerce algum papel no metabolismo de carboidratos e compostos

carbonados.

2. Analise morfolégica das linhagens mutantes
2.1. Determinacao da taxa de crescimento linear

As linhagens mutantes, juntamente com a linhagem selvagem foram analisadas em
relacdo a taxa de crescimento linear em race tubes. Brevemente, as células foram
inoculadas em uma extremidade do tubo e mantidas a 30°C no escuro. A frente de
crescimento foi marcada a cada 24 h, até a mesma atingir a outra extremidade do tubo. A
distancia de crescimento foi medida e expressa em funcdo das horas de crescimento. Os
experimentos foram realizados em triplicata e a figura 12 mostra as taxas de crescimento
das linhagens. Os resultados mostram que o crescimento das linhagens mutantes nas ORFs
NCU06205 (rco-1), NCUOO090 (pacC) e NCUO00019 (fkh1) foi bastante afetado quando
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Figura 10 — Alinhamento multiplo de sequéncias polipeptidicas do fator de transcricao FKH1
de N. crassa com as proteinas Fkh1p de S. cerevisiae (AAZ22496) e AcFKH1 de A.
chrysogenum (AAP35674). O alinhamento foi realizado por ClustalW e os aminoéacidos
idénticos (em preto) e as trocas conservativas (em cinza) foram identificados por BoxShade.
Os tracgos lineares indicam onde estao situadas as regides do dominio forkhead.
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Figura 11 — Alinhamento multiplo de sequéncias polipeptidicas do fator de transcrigdo
codificado pela ORF NCU01994 de N. crassa com as proteinas Fcr3 dos fungos A.
fumigatus (EAL87351), N. fischeri (EAW23926), A. flavus (EED50594) e da levedura C.
albicans (AAL35299). O alinhamento foi realizado por ClustalW e os aminoacidos idénticos
(em preto) e as trocas conservativas (em cinza) foram identificados por BoxShade. Os
tracos lineares indicam onde esta situada a regido do dominio bZIP.
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Figura 12 — Analise do crescimento das linhagens selvagem e mutantes em race tubes. As
células foram inoculadas em uma das extremidades e o crescimento foi medido através da

marcagao da frente micelial a cada 24 h.
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comparado a linhagem selvagem. As demais linhagens apresentaram padrées de

crescimento similares ao da linhagem selvagem.

2.2. Analise de crescimento radial

A analise de crescimento radial foi feita em placas contendo meio VM e VM
suplementado com extrato de levedo (YE). Células (10" conidios/mL) ou massa micelial das
linhagens selvagem e mutantes foram inoculadas no centro das placas e incubadas no
claro/escuro, a 30 °C por 24 h. A figura 13A mostra o crescimento radial das linhagens, nas
quais o didmetro foi medido e os valores descritos na tabela (figura 13B). Novamente,
podemos observar que, comparadas a linhagem selvagem, as linhagens mutantes nas ORFs
NCU06205 (rco-1), NCUO0090 (pacC) e NCUOOO19 (fkh1) apresentaram o crescimento radial

1KO

afetado, principalmente a linhagem rco-71"", a qual cresceu sete vezes menos que a linhagem

selvagem.

3. Anilise da regido 5°-flanqueadora dos genes gsn e gpn

As regibes 5'-flanqueadoras dos genes gsn e gpn que abrangem o promotor e a
regido 5'-UTR, foram analisadas quanto a presenca de sitios de ligacdo para os fatores de
transcricao identificados neste trabalho. Essa regido do gene gsn (2.391 pb) foi sequenciada
e caracterizada por Freitas e Bertolini (2004). A regido 5-flanqueadora do gene gpn (2.881
pb) foi obtida no banco de dados do genoma de N. crassa. Utilizando-se o programa
Matinspector no site Genomatix, foram encontrados sitios de ligagdo para quatro dos fatores
de transcricao selecionados em nosso estudo, conforme mostra a figura 14. A proteina Mig1
de S. cerevisiae (ortdloga a CRE-1 em N. crassa) possui cinco sitios de ligagao no promotor
do gene gsn e cinco no promotor gpn. Para a proteina NIT2, existe um unico elemento cis
na regido 5’-flanqueadora do gene gsn, e cinco deles na regido upstream do gene gpn. Seis
e trés elementos Fkh (Forkhead) foram identificados na regiao regulatoria dos genes gsn e
gpn, respectivamente, e somente um unico sitio de ligagdo para a proteina PacC foi
encontrado na regidao promotora do gene gsn. Estes dados sugerem que os fatores de
transcricdo selecionados e a proteina CRE-1 possam exercer forte regulagdo no
metabolismo do glicogénio.

Diante de todos os dados obtidos, os fatores de transcricido que apresentaram
interesse relevante para a continuidade dos estudos foram as proteinas PACC, RCO-1,
NIT2, FIbC (codificada pela ORF NCU03043) e CRE-1 (codificada pela ORF NCU08807), a
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VM VM+YE VM
WT NCU02713
NCU00090 NCU00019
NCU09068 NCU03043
NCU06205 NCU01994
Linhagens VM VM+YE
WT 7,70 £ 0,26 7,87 £ 0,06
NCU02713 7,37 £ 0,29 7,50 £ 0,14
NCU03043 8,20 £ 0,52 8,35+ 0,21
NCU00090 5,87 £ 0,47 5,27 £ 0,40
NCU00019 6,93 £ 0,45 6,90 £ 0,0
NCU06205 1,08 £ 0,17 1,22 £ 0,25
NCU09068 7,27 £ 0,23 7,67 £ 0,06
NCU01994 7,37 £ 0,06 8,00 £ 0,10

Resultados (parte 1)

VM+YE

Figura 13 — Analise de crescimento radial das linhagens selvagem e mutantes. (A) Analise de
crescimento radial em placas contendo VM e VM suplementado com extrato de levedo (VM +
YE). O crescimento foi medido (em cm) apds 24 h, no claro/escuro. (B) Tabela contendo as
médias dos didmetros das colbénias e o desvio padrao (t), em centimetros.
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-679, -214 Knochel, 1995

Figura 14 — (A) Representacdo esquematica dos genes gsn e gpn com as seqiiéncias 5'- flanqueadoras, as respectivas ORFs e as posi¢bes
relativas dos sitios para as proteinas Mig1, PacC, NIT2 e Fkh. No promotor gsn, a seqiéncia do TATA box esta indicada pelo T e sobrepondo
um sitio para Fkh. O provavel sitio de inicio da transcricdo (TIS) esta indicado pela flecha (FREITAS; BERTOLINI, 2004). As ORFs estédo
delimitadas pelo start codon ATG e pelo stop codon TAA. (B) Tabela descritiva dos elementos de DNA regulatérios.
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qual foi incluida no trabalho devido a existéncia dos elementos de DNA regulatdrios existentes

nas regides 5'-flanqueadoras dos genes gsn e gpn.

4. Confirmacao dos nocautes génicos nas linhagens mutantes por PCR

Visando confirmar a auséncia dos genes nocauteados nas linhagens mutantes de N.
crassa selecionadas, foram realizadas reacdes de amplificacdo das ORFs, utilizando-se
DNA gendmico extraido das linhagens mutantes e da linhagem selvagem. As reagbes de
amplificacado foram realizadas concomitantemente, linhagem selvagem e mutante para cada
par de oligonucleotideo. Todas as ORFs foram amplificadas a partir do DNA genémico da
linhagem selvagem (figura 15 A-D). Entretanto, em relacdo a ORF NCUO00090 um fragmento
de aproximadamente 2.041 pb foi amplificado (tamanho da ORF + intron), indicado por uma
seta na figura 15B (canaleta 4). Andlises de restricdo nesse fragmento foram realizadas e
confirmaram que se tratava da ORF em questdo. Estes resultados mostraram que o gene
pacC nao foi corretamente nocauteado na linhagem FGSC#11397. Ja na linhagem #10372
(cre-1%°), um fragmento de aproximadamente 1,3 kb correspondente ao tamanho da ORF foi
amplificado (figura 15B, canaleta 2). Analises de restrigdo confirmaram que este fragmento
ndo é o da ORF NCUO08807. As demais ORFs nao foram amplificadas nas respectivas

linhagens mutantes, confirmando, dessa forma, os nocautes.

5. Clonagem das ORFs e subclonagem em vetores de expressao

Com objetivo de analisarmos o papel dos fatores de transcricdo selecionados sobre o
metabolismo de glicogénio, as sequéncias de cDNA correspondentes as ORFs selecionadas
foram isoladas. Pares de oligonucleotideos especificos para cada ORF foram utilizados nas
reacdes de amplificagdo. A figura 16 mostra o resultado da eletroforese em gel de agarose
dos produtos amplificados por PCR e uma tabela contendo o tamanho dos fragmentos
esperados. Sequéncias das ORFs NCUO00090 (639 pb) e NCU09068 (927 pb) foram
amplificados, correspondendo as proteinas truncadas PACC e NITZ2, respectivamente. Os
fragmentos denominados A90 e A9068 contém apenas as sequéncias que codificam os
dominios C,H,; zinc finger e GATA zinc finger de ligacdo ao DNA, respectivamente. Para as
demais ORFs foram amplificados fragmentos de cDNA inteiros.

Todos os fragmentos correspondentes aos tamanhos esperados das ORFs foram
excisados do gel de agarose, purificados e subclonados no vetor de clonagem pMOS-Blue,
originando os plasmideos pMOS-A90, pMOS-A9068, pMOS-8807, pMOS-3043 e pMOS-
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Linhagem ORF Figura/Canaleta Tamanho esperado
#11397 NCU00090 B/4 2041 pb
#11355 NCU03043 D/2 1215 pb
#11371 NCU06205 A2 2176 pb
#10372 NCU08807 B/2 1293 pb
#11437 NCU09068 C/1 927 pb

Figura 15 — Amplificagdo das ORFs + introns a partir de DNA gendmico das linhagens
mutantes e selvagem. (A) Eletroforese em gel de agarose 1% do fragmento amplificado da
ORF NCUO06205. 1, linhagem selvagem. 2, linhagem mutante. (B) ORFs NCUO08807
(canaletas 1-2) e NCUOOO090 (canalateas 3-4). 1 e 3, linhagem selvagem. 2 e 4, linhagens
mutantes nas respectivas ORFs. (C) ORF NCUQ09068. 1, linhagem mutante. 2, linhagem
selvagem. (D) ORF NCUO03043. 1, linhagem selvagem. 2, linhagem mutante. (E) Tabela das
linhagens testadas e tamanho dos fragmentos esperados, com introns. (L, ladder 1 kb).
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ORF Reacao Oligonucleotideos Tamanho esperado
NCU00090 1 90-F/90-R2 639 pb
NCU03043 2 3043-F/3043-R 1101 pb
NCU06205 3 6205-F/6205-R 1815 pb
NCU08807 4 8807-F/8807-R 1293 pb
NCU09068 5 9068-F/9068-R 927 pb

Figura 16 — Amplificagdo dos fragmentos das ORFs correspondentes aos fatores de
transcricao. (A) Eletroforese em gel de agarose 1% do fragmento amplificado da ORF
NCUO00090. (B) ORF NCUO03043. (C) ORF NCU06205. (D) ORF NCU08807. (E) ORF
NCUO09068. (L, ladder 1 Kb). (F) Oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo das ORFs

e tamanho dos fragmentos esperados.
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6205. Os clones positivos foram confirmados por meio de analises de restricdo nas
respectivas constru¢des plasmidiais (dados n&do mostrados). Os insertos inicialmente
clonados no vetor de clonagem pMOS-Blue foram transferidos para vetores de expresséo.
Duas alunas de Mestrado deram continuidade as subclonagens das ORFs NCU03043 e
NCU06205.

Cassetes de DNA correspondentes aos insertos A90 (PACC truncada), A9068 (NIT2
truncada) e 8807 (CRE-1) foram transferidos do vetor pMOS para os vetores de expressao
pET28a/pGEX. Apds a transformacdo de células de E. coli DH10B, os plasmideos
recombinantes resultantes (pET-A90, pET-A9068, pET-8807, pGEX-A90 e pGEX- A9068)
foram submetidos a analises de restricdo para a confirmacio da presenca e da orientagao
dos insertos no vetor de expressdo (dados ndo mostrados). Amostras das construgdes
plasmidiais de clones considerados positivos foram confirmadas por sequenciamento de

DNA e armazenados a -80°C para continuidade do trabalho.

6. Producao e Purificacao das proteinas recombinantes

6.1 Ensaios de inducao e analise de solubilidade das proteinas recombinantes

Para a producao das proteinas recombinantes e a verificagdo de sua solubilidade, os
plasmideos pET-A90, pET-A9068, pET-8807, pGEX-A90 e pGEX-A9068 foram utilizados
para transformar linhagens de E. coli produtoras (BL21 e/ou Rosetta). A indugdo das
proteinas recombinantes fusionadas a cauda poli-His foi verificada em géis de poliacrilamida
SDS-PAGE (12%). Bandas correspondentes as proteinas His-APACC (aproximadamente 40
kDa, massa molecular tedrica de 26 kDa), His-CRE-1 (aproximadamente 55 kDa, massa
molecular tedrica de 50 kDa) e His-ANIT2 (aproximadamente 46 kDa, massa molecular
tedrica de 36 kDa) foram identificadas nos extratos celulares dos clones analisados apds
inducdo com IPTG. Quanto a solubilidade dessas proteinas, observamos que a proteina His-
APACC foi expressa em grande quantidade na linhagem BL21, estando presente tanto na
forma sollvel no sobrenadante (S) como no precipitado (P), apds centrifugacdo. As
proteinas His-CRE-1 e His-ANIT2 foram produzidas, na maior parte, na forma soluvel,
porém, em maior quantidade somente na linhagem Rosetta (dados de solubilidade nao
mostrados). Ensaios de indugédo das proteinas GST-APACC e GST-ANIT2 também foram
verificados em géis de poliacrilamida SDS-PAGE (12%). Bandas correspondentes as
proteinas GST-PACC (aproximadamente 59 kDa, massa molecular tedrica de 49,5 kDa) e
GST-ANIT2 (aproximadamente 69 kDa, massa molecular tedrica de 60 kDa) também foram
visualizadas nos extratos celulares dos clones analisados apés indugdo com IPTG. Quanto

a solubilidade dessas proteinas, observamos que ambas foram produzidas na forma soluvel
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e insoluvel. A produgdo de todas as proteinas recombinantes foi confirmada por Western
blot utilizando os anticorpos anti-His e anti-GST (dados ndo mostrados).
Assim, optamos por seguir os ensaios de purificagdo em pequena e/ou larga escala

primeiramente com as proteinas fusionadas a cauda de poli-His.

6.2. Producao e Purificacdo em pequena escala

Com o objetivo de obtermos proteinas recombinantes puras para os ensaios de
ligagdo ao DNA (EMSA), a purificagdo da proteina His-APACC foi realizada utilizando-se
uma resina de Ni-NTA agarose, a qual nos permite purificar uma proteina rapidamente
utilizando uma centrifuga de bancada. A figura 17A mostra um gel de SDS-PAGE 12% das
etapas de purificagdo da proteina His-APACC, em que podemos observar a obtengao da
proteina recombinante com bom grau de pureza. A fragdo eluida com 300 mM de imidazol
(E2) apresentou maior pureza em relacao a fragao E1 (eluigdo com 100 mM de imidazol). A
proteina dializada (D2), portanto, apresentou maior pureza que a fragdo D1. Na figura 17B é
mostrado o resultado de Western blot das etapas de purificacdo usando anticorpo anti-His,
confirmando a producgéo da proteina His-APACC.

Este tipo de purificacdo (em resina de Ni-NTA agarose) nao funcionou bem para as
proteinas His-CRE-1 e His-ANIT2. As fragdes protéicas foram eluidas com bastante
contaminagao e com baixo rendimento (dados ndo mostrados). Tais proteinas foram entao

purificadas por cromatografia de afinidade em coluna His-Trap (GE).

6.3. Purificacao de proteina recombinante em maior escala

A proteina PACC também foi produzida em maior escala com o objetivo de obtermos
uma grande quantidade de proteina pura para a sintese de anticorpos. A purificacao foi feita
por cromatografia de afinidade em coluna His-Trap em um sistema de purificagdo AKTA
Prime. A figura 18 mostra as etapas de purificacdo da proteina His-APACC, a qual foi
produzida em alta quantidade a partir do extrato soluvel protéico. O cromatograma (figura
18A) mostra que n&o houve a formagao de um pico especifico referente as fragdes em que a
proteina recombinante foi eluida. Dessa forma, amostras de 40 fragbes eluidas foram
avaliadas em gel de SDS-PAGE 12%. A figura 18B mostra o perfil das fragbes 9 a 25.
Verificou-se que a proteina recombinante His-APACC comecou a ser eluida a partir da
fracdo 9. Embora a proteina ndo tenha sido obtida com um alto grau de pureza, trés

preparacoes foram dialisadas e encaminhadas para a producao de anticorpos em coelho. A
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Figura 17 — Purificacdo da proteina His-APACC produzida em E. coli em pequena escala.
Uma quantidade correspondente a 20 ug de proteina foi aplicada em cada canaleta. PM,
peso molecular, NI, amostra ndo-induzida, S, sobrenadante, P, precipitado, FT1 e FT2, flow
through, E1 e E2, eluicado com 100 e 300 mM de imidazol, respectivamente, D1 e D2, dialise
das amostras E1 e E2, respectivamente. (A) SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 12%
corado com Coomassie Blue R-250. (B) Western blot utilizando anticorpo anti-His.
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Figura 18 — Purificagcdo e analise da proteina His-APACC produzida em E. coli BL21 em
maior escala. (A) Cromatograma das etapas de purificagdo da proteina em coluna His-Trap
utilizando um gradiente linear de 0,05 a 1 M de imidazol. As setas indicam o intervalo
correspondente as fragdes coletadas. (B) Analise eletroforética de 17 fracdes eluidas (9 a
25). PM, peso molecular, FT, flow through. Eletroforese realizada em SDS-PAGE, gel de
poliacrilamida 12%, corado com Comassie Brilliant Blue R-250.
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titulagao do anticorpo foi verificada contra a proteina recombinante por Western blot (1:500)
(dados ndo mostrados).

Da mesma maneira, a proteina CRE-1 foi produzida em maior escala na forma
recombinante em E. coli linhagem Rosetta. A figura 19 mostra as etapas de purificagéo da
proteina His-CRE-1, a qual também foi produzida em alta quantidade a partir do extrato
soluvel protéico. O cromatograma (figura 19A) mostra que também nao houve a formagao
de um pico especifico referente as fracbes em que a proteina recombinante foi eluida.
Amostras de 16 fracdes eluidas foram separadas em gel de SDS-PAGE 12% (figura 19B).
Verificou-se que a proteina recombinante His-CRE-1 comecgou a ser eluida a partir da
primeira fragcdo e com altos niveis de contaminacdo. As fracdes 8 a 16 foram separadas e
reaplicadas em coluna His-Trap apo6s diluicdo (5X) com tamp&o sem imidazol, reduzindo a
quantidade de proteinas contaminantes. Algumas fra¢des foram unidas, concentradas em
Amicon (MiliPore) e as fragdes resultantes (figura 19C) foram utilizadas nos experimentos de
EMSA.

A proteina NIT2 truncada foi produzida na forma recombinante em E. coli Rosetta. A
figura 19 mostra as etapas de purificacdo da proteina His-ANIT2, a qual foi produzida em
boa quantidade a partir do extrato soltvel protéico. O cromatograma (figura 20A) mostra que
houve a formacéo de dois picos durante a eluicdo das fracbes. Amostras de 30 fracoes
eluidas foram separadas em gel de SDS-PAGE 12%. A figura 20B mostra as 17 primeiras
fragdes. A proteina His-ANIT2 comecgou a ser eluida a partir da primeira fragcido e com alto
grau de contaminagdo. As fragdes 8 a 14 foram homogeneizadas, diluidas 5X em tampao
sem imidazol, e purificadas novamente em resina de cobalto (His-Select® Cobalt Affinity
Gel, Sigma). As novas frag¢des purificadas (figura 20C) foram utilizadas em experimentos de
EMSA, porém, o alto grau de contaminagido persistente ndo permitiu ainda preparar

amostras para serem enviadas para a producéo de anticorpos.
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Figura 19 — Purificagcdo e analise da proteina His-CRE1 produzida em E. coli Rosetta em
maior escala. (A) Cromatograma das etapas de purificagdo da proteina em coluna His-Trap
utilizando um gradiente linear de 50 a 500 mM de imidazol. As setas indicam o intervalo
correspondente as fragdes coletadas. (B) Analise eletroforética de 16 fragcbes eluidas. PM,
peso molecular, IN, input, FT, flow through. Eletroforese realizada em SDS-PAGE, gel de
poliacrilamida 12%, corado com Comassie Brilliant Blue R-250. (C) Preparacdes da proteina
His-ACRE1 apds segunda cromatografia em coluna His-Trap. PM, peso molecular.
Eletroforese realizada em SDS-PAGE, gel de poliacrilamida 12% corado com Comassie
Brilliant Blue R-250.
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Figura 20 — Purificagéo e analise da proteina His-ANIT2 produzida em E. coli Rosetta em
maior escala. (A) Cromatograma das etapas de purificagdo da proteina em coluna His-Trap
utilizando um gradiente linear de 50 a 500 mM de imidazol. As setas indicam o intervalo
correspondente as fragdes coletadas. (B) Analise eletroforética de 17 fragdes eluidas (C)
Purificacdo da proteina His-ANIT2 em resina de cobalto. E1, E2 e E3, eluicao com 300, 500
mM e 1 M de imidazol, respectivamente. PM, peso molecular, FT, flow through. Eletroforese
realizada em SDS-PAGE, gel de poliacrilamida 12% corado com Comassie Brilliant Blue R-
250.
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Resultados - Parte 2

7. Caracteriza¢ao funcional do fator de transcricao PACC

Como descrito anteriormente, a regulagcdo de genes pelo fator de transcrigdo PacC
tem sido extensivamente investigada em fungos e leveduras. Uma vez encontrado um
elemento cis especifico para a ligagdo da proteina PacC na regidao promotora do gene gsn
de N. crassa (GONCALVES et al., 2011), decidimos investigar a participagdo deste fator de
transcricdo na regulacao do metabolismo do glicogénio. Como a linhagem mutante na ORF
NCUO00090 (FGSC#11397) nao foi corretamente nocauteada (como apresentado no item 4),
uma nova linhagem mutante (pacC*®) foi construida pelo Dr. Renato M. de Paula, de acordo
com os procedimentos descritos por Ninomiya et al. (2004), e utilizada, juntamente com a

linhagem selvagem, nos ensaios mostrados a seguir.

8. Analise morfoldgica das linhagens selvagem e mutante pacCKO em diferentes

condicdes de pH
8.1. Determinacao da taxa de crescimento linear

A determinagdo da taxa de crescimento linear das linhagens selvagem e mutante
pacCK® foi realizada com base na velocidade de extensdo da hifas em race tubes. Os
experimentos foram realizados em triplicata e a figura 21 mostra as taxas de crescimento
das duas linhagens. Os resultados mostram claramente que ambas as linhagens cresceram
preferencialmente em condi¢cdes acidicas, e que em pH alcalino, a extensao das hifas foi
prejudicada. A linhagem mutante pacC*® apresentou um crescimento favoravel em pH 4,2,
enquanto que nos pHs 5,8 e 7,8, a progressdo das hifas foi menor em comparagcédo a
linhagem selvagem. Estes resultados mostram que a proteina PACC possui um papel
importante no desenvolvimento do fungo N. crassa em condi¢des fisiolégicas e em pH

alcalino.

8.2. Analise de crescimento radial

A analise de crescimento radial foi feita em placas contendo meio VM e VM
suplementado com extrato de levedo nos pHs 4,2, 5,8 e 7,8. Células (10" conidios/mL) das
linhagens selvagem e mutante pacC*® foram inoculadas no centro das placas e incubadas

no claro/escuro, a 30 °C por 24 h. A figura 22A mostra o resultado do crescimento radial
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Figura 21 - Andlise do crescimento linear das linhagens selvagem e mutante pacC*® em
race tubes, em diferentes condigbes de pH. As células foram inoculadas em uma das
extremidades e o crescimento foi medido através da marcagao da frente micelial a cada 24
h, no escuro, em temperatura ambiente.
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A pH 4,2 pH 5,8 pH 7,8

WT
(VM)

pacC*®
(VM)

WT
(VM+YE)

pacC*®
(VM+YE)

Linhagens pH 4,2 pH 5,8 pH 7,8

VM VM+YE VM VM+YE VM VM+YE

WT 7,90+ 0,17 5,65+0,07 8,2+0,46 8,07+x0,72 3,73+0,23 3,20+0,00
pacC*® 7,83+0,06 6,00+0,14 4,80+0,40 5,73+0,52 0,70+0,20 0,65+0,07

Figura 22 — Analise de crescimento radial. (A) Crescimento das linhagens selvagem e
mutante pacC*® em diferentes condicdes de pH em placas contendo meio VM e VM
adicionado de extrato de levedo (VM + YE). (B) Tabela contendo os valores dos diametros
medidos das col6nias e o desvio padrao (t), em centimetros.
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das duas linhagens. Os diametros das coldnias foram medidos e os valores apresentados
na tabela (figura 22B). Novamente, podemos observar que, comparada com a linhagem
selvagem, a linhagem mutante cresceu melhor no pH 4,2, enquanto que nos pHs 5,8 e 7,8,

o crescimento radial foi afetado.

8.3. Andlise morfologica

Uma analise morfoldgica foi realizada nas linhagens selvagem e mutante pacC*° apés
9 dias de incubacdo em Erlenmeyers contendo meio VM. Diferengas morfolégicas foram
observadas entre as duas linhagens, sendo que a linhagem mutante cresceu muito
lentamente, com formacao de hifas curtas e baixa conidiacdo. Além disso, foi observada que
na linhagem pacC*® ocorreu a formagdo de manchas marrons, caracterizadas como
“‘melanizacao”. A figura 23A mostra uma comparacao morfolégica entre as duas linhagens.

As extremidades das hifas crescidas em placas contendo meio VM e VM+YE nos pHs
4,2,5,8 e 7,8 (24 h) foram observadas em lupa e fotografadas e estao apresentadas na figura
23B. Foi observado que em pH 4,2, as hifas da linhagem pacC*® apresentaram um aspecto
estrangulado, ao passo que na linhagem selvagem, as hifas estavam mais finas que as
crescidas em pH 5,8. Em pH alcalino, nas duas linhagens as hifas mostraram serem mais
curtas do que as crescidas em pH fisiologico, e a extremidade de algumas hifas da linhagem

mutante se enrolaram e ficaram curvadas para tras (descrito na literatura como curledback).

9. Determinacdo do contetido de glicogénio durante o estresse de pH

As linhagens selvagem e pacC*® foram analisadas durante o crescimento vegetativo
em meio minimo de Vogel liquido (pH 5,8) e apds submissdo ao estresse de pH
(transferéncia de pH 5,8 para 4,2 e 7,8). Na linhagem selvagem, o micélio submetido ao
estresse de pH foi retornado ao pH fisiolégico normal, caracterizando a situacdo de
recuperagao do estresse (RE). Os micélios foram utilizados para a quantificagdo do
conteudo de glicogénio e para a extracdo do RNA total. A dosagem de glicogénio presente
nos extratos celulares foi feita da mesma forma que a descrita no item 1.1.

Na linhagem selvagem, foi verificado que na condigéo de estresse em pH acido (4,2),
o conteudo de glicogénio aumentou gradativamente em relagdo ao tempo em que o micélio
foi exposto, como mostra a figura 24A. Quando o micélio foi transferido novamente para o
meio com pH fisiologico normal (RE), o nivel de glicogénio reduziu, porém nao voltou ao

mesmo valor do tempo inicial do experimento (controle), mesmo apds 120 min de
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Figura 23 — (A) Analise morfolégica das linhagens selvagem e mutante pacC*® crescidas em
meio VM apods 9 dias de incubagdo. (B) Analise da ponta das hifas das duas linhagens
crescidas em placas contendo meio VM e VM + YE em diferentes condi¢cdes de pH. Imagens
fotografadas em um aumento de 80X (Estereomicroscopio trinocular Zeiss).
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Figura 24 — Concentracdo de glicogénio durante o estresse de pH. As amostras foram
crescidas em pH 5,8 durante 24 h e transferidas para meios em pH 4,2 e 7,8. (A) Linhagem
selvagem. RE, recuperacdo de pH. (B) Comparacdo do conteudo de glicogénio nas
linhagens selvagem e pacC*°. O contetido de glicogénio foi quantificado como descrito em
Materiais e Métodos.
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recuperagao de pH. Ja na condigdao de estresse em pH alcalino (7,8), o conteudo de
glicogénio da linhagem selvagem diminuiu gradativamente em relagcdo ao tempo de
exposicao (figura 24A). Quando o micélio foi novamente transferido para meio de pH
fisiolégico normal (5,8), os niveis de glicogénio recuperaram os niveis iniciais logo nos
primeiros 30 min, continuando a aumentar apds esse periodo.

O contetdo de glicogénio também foi avaliado na linhagem mutante pacC*® submetida
ao estresse de pH (figura 24B). Foi observado que mesmo durante o crescimento vegetativo
(controle, 0) um elevado nivel de glicogénio foi encontrado na linhagem mutante quando
comparada a linhagem selvagem. Em pH acido (4,2), ambas as linhagem acumularam
quantidades similares de glicogénio, e em pH alcalino (7,8), o conteudo de glicogénio
diminuiu quando comparado ao pH normal (5,8), porém com menor intensidade na linhagem
mutante. Estes resultados mostraram que na linhagem mutante pacC*® ocorreu uma
desregulacado do acumulo de glicogénio, tanto durante o crescimento vegetativo quanto no
estresse de pH alcalino. Os resultados do estresse acido dao evidéncias de que o fator de
transcricdo PACC possa nao estar envolvido com a regulagdo do metabolismo do glicogénio

neste pH.

10. Anédlise da expressao dos genes gsn, gpn e pacC durante o estresse de pH

O RNA total das linhagens selvagem e pacC*® extraido dos micélios submetidos ao
estresse de pH (descrito no item anterior) foi analisado quanto a expressao dos genes que
codificam a glicogénio sintase (gsn), glicogénio fosforilase (gpn) e o fator de transcricao
PACC (pacC) por Northern blot, utilizando-se o RNA ribossémico 28S como controle de
normalizacdo. O objetivo desse experimento foi verificar se o padrao de acumulo de
glicogénio no ensaio anterior ocorreu devido a expressao diferenciada do gene gsn/gpn,
bem como levantar hipéteses se o fator de transcricdo PACC poderia estar envolvido com a
regulacado da expressao dos mesmos.

A figura 25 mostra a expressao dos genes gsn e pacC na linhagem selvagem, onde
podemos ver a presenca de bandas unicas de hibridizagdo (3,0 kb para ambos os
transcritos), as quais correspondem ao tamanho dos transcritos gsn e pacC,
respectivamente. Foi observada uma reducéo na expressédo do gene gsn apos o estresse de
pH, tanto acido como alcalino, sendo mais acentuada no pH 7,8. Notou-se também que
apos o estresse alcalino, o transcrito gsn retornou aos niveis normais assim que o micélio foi
transferido para o meio de recuperacgéao (pH fisiolégico 5,8). O resultado obtido em relagédo a

expressao do gene gsn durante o estresse alcalino e sua recuperagao foi coincidente ao
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Figura 25 — Expressao dos genes gsn e pacC na linhagem selvagem durante o estresse de
pH por Northern blot. Fragmentos dos genes gsn e pacC marcados radiativamente com
a*P-ATP foram utilizados como sonda. (A) Auto-radiografia das membranas. O micélio
crescido a 30°C/24 h, (tempo 0, pH 5,8) foi dividido em duas amostras iguais e transferidas
para meio VM de pH 4,2 e 7,8. Amostras foram coletadas apés 15, 30, 45 e 60 min de
estresse acido e alcalino, e o micélio resultante foi transferido para meio VM de pH 5,8 (RE,
recuperacao). Amostras foram coletadas apés 30, 60 e 120 min de recuperacao de pH. O
perfil do rRNA 288S foi visualizado com brometo de etidio. (B) Normalizagao da expressao do
gene gsn utilizando o software Imaged. (C) Normalizacdo da expressdo do gene pacC
utilizando o software ImageJ.
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observado no ensaio de acumulo de glicogénio (mostrado na figura 24A), levando-nos a crer
que o baixo acumulo de glicogénio em pH alcalino possa ser devido a reduzida expressao
do gene gsn. O mesmo nao pode ser afirmado em relagdo ao estresse acido, ja que nao foi
observada nenhuma correspondéncia entre o conteudo de glicogénio e a expressao do gene
gsn.

Na figura 25 também pode ser observado que o transcrito pacC manteve os niveis
basais de expressdo em pH 4,2, enquanto que em pH 7,8, niveis altissimos do transcrito
foram encontrados durante toda a condicdo de estresse. Interessantemente, a quantidade
do transcrito pacC retornou ao normal logo apds a transferéncia do micélio para meio de
recuperacao (pH 5,8). Em conjunto, esses resultados sugerem que em meio de pH alcalino
ocorre um aumento na expressao de pacC, levando a uma reducdo na expressao do gene
gsh, o que explica o baixo conteudo de glicogénio observado nesta condi¢gdo de pH.
Portanto, baseado nestes resultados podemos sugerir que o gene gsn é acido-especifico.

A figura 26 mostra a expressao dos genes gsn e gpn na linhagem mutante pacC*° em
comparagdo com a linhagem selvagem. Foi observado que a expressao do gene gsn foi
muito maior na linhagem mutante em todos os pH analisados, inclusive com niveis elevados
do transcrito quando o micélio foi submetido ao pH alcalino. Este resultado indica que a
auséncia do fator de transcrigdo PACC na linhagem mutante esta associada a desregulacao
do gene gsn na condicao de estresse estudada. Ja para a expressao do gene gpn, a figura
mostra que o perfil de expressdo nas duas linhagens foi similar nos diferentes pH
analisados, onde ocorreu uma diminuicdo na expressao do gene gpn durante o estresse de
pH acido e alcalino. Este resultado sugere que o gene gpn nao seja regulado por pH,

condizente com a auséncia de motifs regulatérios para a proteina PACC no promotor gpn.

11. Determinacdao do contetido de glicogénio durante o estresse de pH e choque

térmico

O conteudo de glicogénio na linhagem selvagem foi também analisado durante o
estresse de pH associado ao estresse térmico (transferéncia do micélio em pH 5,8, 30°C
para os pHs 4,2, 5,8 e 7,8 a 45°C). Os micélios coletados foram utilizados para a
quantificacdo do conteludo de glicogénio e para a extracado do RNA total. Experimentos
anteriores mostraram que na linhagem selvagem de N. crassa ocorre reducédo do conteudo
de glicogénio quando o fungo é submetido ao choque térmico (DE PAULA et al., 2002;
NOVENTA-JORDAQO et al., 1996).

A figura 27A mostra que, na linhagem selvagem, o conteudo de glicogénio diminuiu

apés o choque térmico em todos os trés pH analisados. Foi observado que durante a
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Figura 26 — Expressdo dos genes gsn e gpn nas linhagens selvagem e pacC*® durante o
estresse de pH por Northern blot. Fragmentos dos genes gsn e gpn marcados
radiativamente com a*P-ATP foram utilizados como sonda. (A) Auto-radiografia das
membranas. O micélio crescido a 30°C/24 h, (tempo 0, pH 5,8) foi dividido em duas
amostras iguais e transferidas para meio VM de pH 4,2 e 7,8. Amostras foram coletadas
apo6s 30 e 60 minutos de estresse acido e alcalino. O perfil do RNAr 28S visualizado com
brometo de etidio. (B) Normalizagdo da expressao do gene gsn utilizando o software
ImageJ. (C) Normalizagéo da expressao do gene gpn utilizando o software Imaged.
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Figura 27 — (A) Concentracado de glicogénio da linhagem selvagem durante o estresse de
pH e choque térmico combinados. Amostras foram crescidas em pH 5,8, 30°C durante 24 h
e transferidas para meio em pH 4,2, 5,8 e 7,8 pré-aquecidos a 45°C por 30 min (choque
térmico). Apds esse periodo, os micélios remanescentes foram retornados para meio a
30°C, mantendo os respectivos valores de pH (RE, recuperagcao de temperatura). (B)
Concentragdo de glicogénio nas linhagens selvagem e pacC® antes e depois do choque
térmico em pH fisiolégico normal. Amostras foram crescidas a 30°C durante 24 h e
transferidas para meio pré-aquecido a 45°C por 30 min (choque térmico). O conteudo de
glicogénio foi quantificado como descrito em Materiais e Métodos.
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recuperacao de temperatura, o nivel de glicogénio em pH 5,8 retornou ao normal apés 120
min de incubacgao, e em pH 4,2, o nivel do carboidrato continuou a aumentar,apresentando o
mesmo perfil observado na figura 24A. Em pH alcalino (7,8), os niveis de glicogénio nédo
foram recuperados apods o retorno a temperatura normal. E importante salientar que o
micélio continuou em pH alcalino, concordando com os resultados apresentados na figura
24A. De uma forma geral, o estresse choque térmico parece influenciar mais fortemente na
regulacao do metabolismo do glicogénio do que o estresse de pH.

O contetdo de glicogénio também foi avaliado na linhagem mutante pacC*® submetida
ao choque térmico, porém em pH fisioldgico normal (figura 27B). Elevados niveis de
glicogénio foram encontrados na linhagem mutante tanto antes como depois do choque
térmico, em comparagao a linhagem selvagem, sugerindo que PACC possa estar envolvido

com o acumulo de glicogénio durante o estresse térmico.

12. Analise da expressao dos genes gsn e pacC durante o estresse de pH e choque

térmico combinados

O RNA total da linhagem selvagem extraido do micélio submetido ao estresse de pH e
térmico foi analisado quanto a expressdao dos genes gsn e pacC, por Northern blot,
utilizando-se o RNA ribossémico 28S como controle de normalizagcdo. Na figura 28A pode
ser visualizada uma reducao acentuada do transcrito gsn na condi¢gdo de choque térmico
(CT) em todos os pHs analisados, assim como ocorreu no acumulo de glicogénio na mesma
situagdo estudada (figura 26). Nos pHs 4,2 e 5,8 os niveis do transcrito gsn retornaram ao
normal apos 120 minutos de recuperacao de temperatura. Em pH 7,8, a expressédo do gene
gsn nao mostrou recuperagao apos o retorno do micélio a temperatura fisiologica, assim
como foi observado para o conteudo de glicogénio mostrado na figura anterior.

A expressao do gene pacC também foi observada durante as duas situagbes de
estresse combinadas (figura 28A). A expressao do gene pacC foi reprimida quando os
micélios foram submetidos ao choque térmico nos trés pHs analisados, similar ao observado
para o gene gsn. Entretanto, diferentemente ao observado para gsn, os niveis do transcrito
pacC foram recuperados nos micélios expostos aos trés pH analisados.

A figura 28B mostra a expressao dos genes gsn e gpn nas linhagens selvagem e
mutante pacC*® durante o estresse térmico em pH fisiolégico (5,8). Foi observado que tanto
a expressao dos genes gsn e gpn diminuiu apds o choque térmico nas duas linhagens,
sendo que essa redugcao mostrou ser mais intensa na linhagem selvagem. A expressao do
gene gsn na linhagem pacC*® foi condizente com os resultados de acumulo de glicogénio

antes do choque térmico, apresentado na figura 27B.

99



Resultados (parte 2)

Intensidade Relativa
RNA/28S rRNA

A

pH 5.8 pH 4,2 pH78
LT __RE CT__RE CT__ RE
Tempo (min)_ 0 30 30 60 120 30 30 60120 30 30 60 120
gsn |
pacC—)l |
288 -

1 23 45 67 8 910 111213

N

1234567 8910111213

12 34567 8910111213

gsn gpn

»
Iy

n
n

N_H0

Intensidade Relativa
mRNA/28S rRNA

o i
1 2 3 4 1 2 3 4
gsn gpn

Figura 28 — Expresséo génica durante o estresse de pH e térmico combinados por Northern blot. Fragmentos dos genes gsn, gpn e pacC
marcados radiativamente com a®P-ATP foram utilizados como sondas. A figura mostra as auto-radiografias das membranas e o perfil do RNAr
28S visualizado com brometo de etidio. (A) Expressdo dos genes gsn e pacC na linhagem selvagem. O micélio crescido a 30°C/24 h, (tempo
0, pH 5,8) foi dividido em trés amostras iguais e transferidas para meio VM de pH 4,2, 5,8 e 7,8 pré-aquecido a 45°C (CT). Amostras foram
coletadas apés 30 min de choque térmico, e o micélio resultante foi transferido para meios nos pHs correspondentes a 30°C (RE, recuperagéo
de temperatura). (B) Expressao dos genes gsn e gpn nas linhagens selvagem e pacC*® durante o choque térmico em pH fisioldgico normal. O
micélio crescido a 30°C/24 h, foi transferido para meio pré-aquecido a 45°C. Os graficos mostram a normalizagdo da expressdo dos genes,
utilizando o software ImageJ.
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13. Analise de ligacaio DNA-proteina por EMSA

Os resultados obtidos com as dosagens de glicogénio e com a expressao do gene gsn
reforcam a idéia de que o metabolismo do glicogénio seja regulado por pH, visto que o nivel
do transcrito gsn sofreu reducao apds estresse de pH alcalino, e retomou ao normal assim
que as células estressadas foram re-incubadas em meio de pH fisiolégico de crescimento
(5,8). Para investigar se o fator de transcricao PACC, produzido em sua forma recombinante
ou presente no extrato celular bruto, seria capaz de reconhecer e se ligar ao elemento cis
PacC presente na regiao 5°-flanqueadora do gene gsn, realizamos ensaios de retardamento
em gel (EMSA). Fragmentos de DNA marcados contendo o motif PacC (311 e 146 bp) foram
utilizados como sondas, e os mesmos fragmentos de DNA nao-marcados (CE, competidor
especifico) e o oligonucleotideo de fita dupla (OligoPacC), contendo o motif PacC, foram

utilizados como competidores especificos.

13.1. Ensaio de ligacao com a proteina His-APACC recombinante

A interacdo DNA-proteina foi primeiramente analisada na presenca de quantidades
crescentes da proteina His-APACC (0,5 a 3,0 yg) com uma sonda de DNA de 311 pb
contendo o motif PacC, mostrado no esquema da figura 29A. Observou-se a formacao de
complexos DNA-proteina de alto peso molecular, indicados por uma seta na figura 29B. A
especificidade destes complexos pbde ser verificada quando a proteina foi incubada
previamente (20 min) na presenca do competidor especifico (311 pb) nao-marcado
radioativamente, quando ocorreu uma diminuigdo da intensidade da banda, indicando que a
proteina PACC recombinante pode estar se ligando especificamente ao fragmento de DNA.
Em altas concentragbes da proteina (3,0 ug, canaletas 8 e 9), o competidor especifico (7X
de excesso molar a sonda) foi todo consumido, ndo podendo ser visualizada a diminuicao
da banda devido a competicao (canaleta 9).

Um ensaio de competi¢do foi realizado com a incubagao de diferentes concentragdes
do CE (311 pb) e do OligoPacC dupla-fita (27 pb), previamente adicionados a sonda de DNA
menor (146 pb) e utilizando 2,0 ug de proteina recombinante. A figura 29C mostra a
formacdo dos complexos DNA-proteina de alto peso molecular e a diminuicao da
intensidade das bandas com a adicdo dos competidores especificos. Enquanto que o
competidor especifico (CE) nao foi capaz de remover todo o sinal do complexo, o OligoPacC
apresentou esta capacidade, utilizando-se apenas a concentragdo de 1X de excesso molar
a sonda. Esses resultados mostram que especificidade de ligagao da proteina PACC ao seu

elemento regulatério de DNA depende do tamanho do fragmento de DNA utilizado.
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Figura 29 — Auto-radiografia dos ensaios de EMSA, mostrando da ligagdo da proteina His-APACC ao fragmento do promotor gsn. (A)
Desenho esquematico das sondas pacC (maior e menor), competidor especifico e OligoPacC, e a respectiva posi¢gdo do motif PacC (losango
preto). (B) Quantidades crescentes da proteina foram adicionadas a sonda (311 pb). O competidor especifico (CE) foi adicionado a reagéo na
concentragao de 7X de excesso molar a sonda (canaletas 3, 5, 7 e 9). Canaleta 1, sonda sem adicédo de proteina. (C) Quantidades crescentes
do competidor especifico (CE, canaletas 3 a 6) e do OligoPacC (canaletas 7 a 11) foram testadas com 2,0 ug da proteina recombinante a
sonda (146 pb). Canaleta 1, sonda sem adigdo de proteina; canaleta 2, adicdo de proteina recombinante a sonda, sem competidores
especificos. O, origem do gel, SL, sonda livre. O complexo DNA—proteina ¢ indicado pela seta. Eletroforese em gel de poliacrilamida 5% n&o-
desnaturante, em tampé&o TBE 0,5X.
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Para verificar se a diminuicdo do tamanho do competidor especifico influencia na
competigao, outro ensaio foi realizado com a ligagéo de 1,0 e 2,0 ug da proteina His-APACC
com um competidor especifico de tamanho menor (146 pb) e o com OligoPacC, adicionados
10 min previamente a sonda. Na figura 30B, foi mostrado que com apenas 10X de excesso
molar, foi possivel ver uma redugdo mais intensa do complexo com a utilizagdo do CE de
tamanho menor do que com a observada com o CE de tamanho maior (figura 29C). Esses
resultados reforcam a hipdtese de que as seqiiéncias adjacentes ao motif PacC “mais
expostas” sdo também importantes para a ligagdo da proteina ao seu sitio especifico no
DNA, assim como ocorreu com a competicao utilizando o OligoPacC de dupla-fita.

Através da mutagénese sitio-dirigida, foi construida uma sonda contendo o motif PacC
mutado (mpacC), onde os seis nucleotideos da sequéncia consenso foram alterados, como
mostrado no desenho esquematico da figura 30A. A figura 30C mostra que ocorreu a perda
da especificidade da ligacdo da proteina His-APACC a sonda mpacC, onde o complexo
DNA-proteina s6 pode ser visualizado com a utilizagdo de 2,0 a 3,0 pyg da proteina
recombinante, enquanto que para a sonda ndo mutada (pacC) foi possivel a visualizagao do
complexo com apenas 0,5 ug da proteina (mostrado na figura 29B). A mutacdo do motif
PacC confirma a especificidade da ligagao da proteina ao fragmento de DNA.

Um ensaio de superhift foi também realizado para mostrar a interagcdo DNA-proteina-
anticorpo. Uma quantidade crescente de anticorpo a-PACC foi adicionado a proteina
recombinante PACC 10 min antes da adi¢do da sonda pacC. Na figura 30D foi observado
que com o aumento da quantidade de anticorpo (10 e 20 pL, titulo 1:500), o complexo
DNA-PACC-a-PACC foi deslocado no gel (canaletas 4 e 5) formando um complexo de peso
molecular maior do que o somente formado pelo complexo DNA-proteina (canaleta 2).
Todos estes dados, em conjunto, permitem concluir que a sequéncia consenso 5°'-
GCCAAG-3’ localizada na regido 5'-flanqueadora do gene gsn é especifica para a ligacao

da proteina recombinante PACC de N. crassa.

13.2. Ensaio EMSA com extrato celular bruto

O elemento regulatério PacC do promotor gsn foi analisado quanto a capacidade de
ligacado com proteinas presentes no extrato celular bruto preparado a partir de micélio
crescido durante 24 h em pH fisiolégico (5,8) e submetido ao estresse de pH alcalino (7,8).
O extrato celular bruto das duas condigdes de crescimento foi fracionado por cromatografia
de afinidade em coluna de Heparina-Sepharose, seguido de ensaios de retardamento em

gel (EMSA), com o objetivo de identificar fracdes protéicas apresentando atividade de
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5" - ggccagCTTGGECcgt gag- 3°
3" - ccggt cGAACCGgcact ¢- 5° Sonda pacC/CE (146 pb)
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3" -ccggt cTTTAATgcact c- 5 Sonda mpacC (146 pb)
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Figura 30 — Auto-radiografia dos ensaios de EMSA, mostrando a ligagéo da proteina His-APACC ao fragmento do promotor gsn. (A) Desenho
esquematico das sondas pacC e mpacC, mostrando a seqliéncia core mutada, e a respectiva posicdo do motif PacC (losango preto). (B)
Ensaio de competicdo com o competidor especifico (CE) de 146 pb (10X) e com o OligoPacC (5X). Canaleta 1, sonda sem adi¢cdo de proteina.
(C) Ensaio de ligagcdo com quantidades crescentes da proteina PACC a sonda mutada (mpacC). Canaleta 1, sonda sem adigdo de proteina.
(D) Ensaio de ligagdo da proteina PACC a quantidades crescentes do anticorpo a-PACC adicionado 10 min antes da adigdo da sonda pacC.
Canaleta 1, sonda sem adi¢éo de proteina ou anticorpo. O, origem do gel; SL, sonda livre. Os complexos DNA—proteina s&o indicados pelas
setas e o supershift é indicado pela seta pontilhada. Eletroforese em gel de poliacrilamida 5% nao-desnaturante, em tampéao TBE 0,5X.
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ligagdo DNA-proteina a sonda pacC.

Durante o fracionamento do extrato celular bruto do micélio crescido em pH 5,8, um
pico contendo proteinas do extrato foi observado entre as fracbes 7 e 21 coletadas
(cromatograma, figura 31A), as quais foram testadas em ensaios de EMSA, utilizando a
sonda pacC (146 pb). A figura 31B mostra um ensaio de retardamento em gel (5%
poliacrilamida) com as fragdes 12 a 19, em que pode ser visualizada a formagéo de
complexos DNA-proteina de alto peso molecular a partir da fragdo 15, sendo mais intensa
nas fracbes 17 a 19. As fracbes 16 a 19 foram entao testadas novamente por EMSA, em
maior quantidade (35 pg) e em gel de poliacrilamida 4%, na presenca do competidor
especifico (CE) e do OligoPacC (10X, para ambos), adicionados 10 min previamente a
sonda. A figura 32 mostra a auto-radiografia de um gel de EMSA, em que os complexos
DNA-proteina especificos formados pelas fragdes 17 a 19 foram deslocados na presencga do
CE e do OligoPacC, sugerindo que a ligacdo de proteinas ao motif PacC ocorreu com
extrato preparado de micélio crescido nas condigdes fisioldgicas do fungo (pH 5,8).

Da mesma maneira, o extrato bruto protéico preparado a partir de micélio submetido
ao estresse alcalino (7,8, 1h) foi fracionado em coluna de Heparina-Sepharose. A figura 33A
mostra o cromatograma do fracionamento, em que dois picos foram formados entre as
fragcbes 9 e 23, as quais foram testadas em ensaio de EMSA, utilizando a sonda pacC
(figura 33B). Foi observada a formacao de complexos entre as fragbes 14 e 17, sendo a
mais intensa a da fragdo 17. As fragdes 15 a 17 foram entao testadas novamente por EMSA,
na presenga do competidor especifico (CE) e do OligoPacC (10X para ambos), adicionados
10 min previamente a sonda. A figura 34 mostra que o complexo DNA-proteina formado pela
fragdo 16 foi intensificado com a adigdo do OligoPacC (27 pb), indicando que as proteinas
presentes nesta fragdo nao se ligaram especificamente ao motif 5'-GCCAAG-3", contido no
oligo dupla-fita, mas sim em outra regiao da sonda pacC. Ja na fracdo 17, o complexo de
alto peso molecular formado nao desapareceu e nem foi deslocado na presenca do CE ou
do OligoPacC, sugerindo que possivelmente a quantidade de proteina que se ligou
especificamente a sonda pacC esteja muito elevada nesta fracdo, ndo permitindo a
diminuicao visual da banda na presenca dos competidores especificos.

Para testar a hipotese de que haveria maior quantidade de proteinas especificas na
fracdo 17 do extrato de pH 7,8 se ligando ao motif PacC, foi realizado um ensaio de
competicdo, com concentragdes crescentes do OligoPacC, o qual ja havia sido demonstrado
ser mais eficiente para “roubar” proteina quando adicionado previamente a sonda pacC
(mostrado nas figuras 29C e 30B). Para isto, as fragdes 18 (extrato pH 5,8) e 17 (extrato pH

7,8) foram testadas em um ensaio de competicdo por EMSA, utilizando o OligoPacC na
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Figura 31 — Fracionamento do extrato celular bruto de micélio crescido em pH 5,8, seguido
do ensaio de EMSA para analise das fragbes cromatograficas. (A) Cromatograma das
etapas de fracionamento do extrato protéico em coluna de Heparina-Sepharose, utilizando
um gradiente linear de 0,1 a 1,5 M de KCI. As setas indicam o intervalo correspondente as
fragbes coletadas. (B) Auto-radiografia do EMSA das fragdes 12 a 19 (20 ug), as quais
foram testadas na presencga da sonda pacC de 146 pb. O, origem do gel; SL, sonda livre. Os
complexos DNA—proteina estao indicados pelas setas. Eletroforese em gel de poliacrilamida
5% nao-desnaturante, em tampao TBE 0,5X.
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[ % 1Sonda pacC/CE (146 pb)

/m\

5" -ctttggggccagCTTGE Ccgt gagat c- 37 OligoPacC (27 pb)
3" - gaaaccccggt cGAACCGgcact ct ag- 5°

Fragdes - 16 16 16 17 17 1718 18 18 19 19 19
CE = =+ = = == = = o=
OligoPacC = = 4+ = = 4

o_.
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Figura 32 — (A) Desenho esquematico da sonda pacC, competidor especifico (CE) e do
OligoPacC, a qual é mostrada a sequéncia de 27 pb e a respectiva posigdo do motif PacC
(losango preto, sequéncia em caixa alta). (B) Auto-radiografia do ensaio de EMSA
mostrando a ligagao de proteinas das fragdes 16 a 19 (35 ug) do extrato celular bruto
preparado de micélio crescido em pH 5,8 a sonda pacC. O competidor especifico (CE) foi
adicionado as reagbes das canaletas 3, 6, 9 e 12, e o OligoPac as reacgbes das canaletas 4,
7, 10 e 13, ambos na concentracdo de 10X de excesso molar a sonda. Canaleta 1, sonda
sem adicdo de proteina. O, origem do gel, SL, sonda livre. Os complexos DNA—proteina
estdo indicados pelas setas Eletroforese em gel de poliacrilamida 4% n&o-desnaturante, em
tampao TBE 0,5X.
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Figura 33 — Fracionamento do extrato celular bruto de micélio submetido a estresse de pH
alcalino (7,8, 1 h), seguido do ensaio de EMSA (A) Cromatograma das etapas de
fracionamento do extrato protéico em coluna de Heparina-Sepharose, utilizando um
gradiente linear de 0,1 a 1,5 M de KCI. As setas indicam o intervalo correspondente as
fragcOes coletadas. (B) Auto-radiografia do EMSA das fragdes 10 a 23 coletadas (35 ug), as
quais foram testadas na presenca da sonda pacC. O, origem do gel, SL, sonda livre. Os
complexos DNA—proteina estéo indicados pelas setas. Eletroforese em gel de poliacrilamida
4% nao-desnaturante, em tampao TBE 0,5X.
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[ # 1] Sonda pacC/CE (146 pb)

/m\

5" -ctttggggccagCTTGE Ccgt gagat c- 37 OligoPacC (27 pb)
3" - gaaaccccggt cGAACCGgcact ct ag- 5°

Fragoes 15 15 15 16 16 16 17 17 17
CE - = = = 4 = =}
OligoPacC -
0_
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Figura 34 — (A) Desenho esquematico da sonda pacC, competidor especifico (CE) e do
OligoPacC, no qual é mostrada a seqliéncia de 27 pb e a respectiva posicdo do motif PacC
(losango preto, seqiiéncia em caixa alta). (B) Auto-radiografia do ensaio de EMSA,
mostrando a ligagao de proteinas das fragbes cromatograficas 15 a 17 (35 pg) do extrato
celular bruto preparado de micélio submetido a estresse de pH alcalino a sonda pacC. O
competidor especifico (CE) foi adicionado as reag¢des das canaletas 3, 6 € 9 e o OligoPacC
as reagOes das canaletas 4, 7 e 10, ambos na concentragcdo de 10X de excesso molar a
sonda. Canaleta 1, sonda sem adicao de proteina. O, origem do gel, SL, sonda livre. Os
complexos DNA-proteina séo indicados pelas setas. Eletroforese em gel de poliacrilamida
4% nao-desnaturante, em tampao TBE 0,5X.

109



Resultados (parte 2)

concentragao de 10, 20 e 30X de excesso molar a sonda. A figura 35 mostra a auto-
radiografia do gel, em que pode ser observado que no extrato de pH 5,8 o complexo DNA-
proteina foi deslocado com todas as quantidades de OligoPacC testadas (canaletas 4 a 6),
enquanto que na fracdo do extrato de pH 7,8 o complexo apenas foi deslocado a partir de
20X de excesso molar a sonda (canaletas 10 e 11). Estes resultados mostraram que
proteinas de extrato celular bruto de micélio crescido em ambas as condicbes de pH foram
capazes de se ligar ao elemento PacC presente na regidao 5'-flanqueadora do gene gsn, e
que, muito provavelmente deve existir uma maior quantidade de proteinas especificas na

fracao 17 do extrato protéico de micélio crescido a pH alcalino.

14. Analise da expressao da proteina PACC por Western blot

Como a ligagao de proteinas do extrato celular bruto a sonda pacC foi verificada no
micélio crescido em condigbes fisiolégicas (pH 5,8), decidimos analisar a expressao da
proteina PACC neste extrato e no extrato de pH alcalino por Western blot. Para isso, o
micélio de N. crassa (linhagem selvagem) foi crescido durante 24 h em pH 5,8 e transferido
para meio em pH alcalino (7,8) durante 1, 2, 3 e 4 h. A expressado da proteina PACC foi
analisada a partir de 100 ug de extrato protéico total/canaleta. A figura 36 mostra a presenca
da proteina PACC de N. crassa, de aproximadamente 58 kDa, em células crescidas tanto
em pH 5,8 quanto durante as 4 h de estresse alcalino. O tamanho da proteina PACC
corresponde a massa molecular da forma intermediaria da proteina PacC de A. nidulans
ativada em pH alcalino (53 kDa). Em nossos experimentos nao foi encontrada nenhuma
outra forma da proteina PACC de peso molecular maior (~68 kDa, tedrico esperado para a
forma nao processada da proteina de N. crassa) ou menor (~27 kDa, como descrito para A.
nidulans). Os dados obtidos pelos ensaios de EMSA em conjunto com a andlise de
expressao da PACC sugerem que a via de sinalizagdao de pH em N. crassa possa ter
algumas etapas diferentes da via descrita para A. nidulans. A proteina PACC de N. crassa
deve sofrer um processamento independentemente do pH externo, e outros experimentos

serdo necessarios para confirmar tal hipotese.

110



Resultados (parte 2)

pH 5,8 pH 7,8
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Figura 35 — Auto-radiografia do ensaio de EMSA com diferentes fragcbes cromatograficas. A
reacao foi realizada com proteinas da fragdo 18 (extrato de pH 5,8) e da fragdo 17 (extrato
de pH 7,8) a sonda pacC. O competidor especifico (CE) foi adicionado na concentragao de
10X de excesso molar a sonda (canaletas 3 e 8) e o OligoPacC, nas concentragbes de 10,
20 e 30X de excesso molar (canaletas 4 a 6 e 9 a 11). Canaleta 1, sonda sem adigéo de
proteina; Canaletas 2 e 7, adigao das fragdes sem competidores especificos. O, origem do
gel, SL, sonda livre. Os complexos DNA—proteina estao indicados pelas setas. Eletroforese
em gel de poliacrilamida 4% n&o-desnaturante, em tampao TBE 0,5X.

111



Resultados (parte 2)

pH 58 7,8

Tempo (h) 24 1 2 3 4
60 kDa —{ |, . —ae
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<— a-PACC

Figura 36 — Anadlise da expressao da proteina PACC de N. crassa por Western blot. As
células foram crescidas durante 24 h em pH 5,8 e transferidas para meio de pH 7,8 e
incubadas durante 1, 2, 3 e 4 h. O extrato protéico total (100 ug de proteinas totais/canaleta)
foi fracionado em eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12%. As condi¢des para
o Western foram descritas em Materiais e Métodos. As bandas correspondentes as
proteinas PACC e a-tubulina (controle endégeno) estao indicadas por setas.
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Resultados - Parte 3

15. Caracterizagao funcional preliminar do fator de transcricao NIT2

A caracterizagdo funcional preliminar deste fator de transcricdo foi realizada por
ensaios de retardamento em gel (EMSA). Como descrito anteriormente, a regulagdo de
genes estruturais do metabolismo de nitrogénio é exercida pelo fator de transcricao NIT2
quando ha limitagdo de fonte primaria de compostos nitrogenados e/ou indugao por nitrato
(MARZLUF, 2001). O resultado de acimulo de glicogénio na linhagem FGSC#11392 (nit2"°)
(figura 5) mostrou um comportamento diferente ao que é descrito para a linhagem selvagem:
ocorreu um hiper-acumulo de glicogénio tanto antes como depois do estresse térmico. A
analise das regides 5-flanqueadoras dos genes gsn e gpn (figura 14) revelaram a presencga
de elementos de DNA cis do tipo “GATA” para o fator de transcricao NIT2, um motif
identificado na 5'-gsn e cinco deles identificados na 5'-gpn.

Dessa forma, decidimos iniciar a investigagdo sobre o papel do fator de transcri¢cao
NIT2 na regulacdo do metabolismo de glicogénio, visando uma compreensao preliminar dos
mecanismos moleculares envolvidos na regulagdo do metabolismo de carboidratos versus

metabolismo de nitrogénio.

16. Analise da ligacao DNA-proteina

Para investigar se o fator de transcricdo NIT2, produzido em sua forma recombinante
ou presente em extrato celular bruto, &€ capaz de reconhecer e se ligar ao elemento cis NIT2
presente na regiao 5°-flanqueadora do gene gsn, realizamos os ensaios de retardamento em
gel (EMSA). Um fragmento de DNA marcado contendo o motif NIT2 foi utilizado como sonda
(134 pb) e o mesmo fragmento de DNA ndo-marcado (CE, competidor especifico) e
oligonucleotideo de fita dupla, contendo o motif NIT2, foram usados como competidores

especificos.

16.1. Analise da ligacao com extrato celular bruto

O elemento regulatério NIT2 do promotor gsn foi analisado quanto a capacidade de
ligacdo com proteinas presentes em extrato celular bruto extraido de micélio crescido
durante 24 h em condigdes fisiologicas (crescimento vegetativo). O extrato celular bruto foi

fracionado por cromatografia de afinidade em coluna de Heparina-Sepharose, seguido de
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ensaios de retardamento em gel (EMSA), com o objetivo de identificar fragbes protéicas
apresentando atividade de ligagdo DNA-proteina a sonda nit2.

Durante o fracionamento do extrato celular bruto, um pico contendo proteinas foi
observado entre as fragdes 7 e 21 coletadas (cromatograma, figura 37A), as quais foram
seguidamente testadas em ensaios de EMSA, utilizando a sonda nit2. A figura 37B mostra
um ensaio de retardamento em gel (5% poliacrilamida) com as fragdes 7 a 20, em que
podemos observar que a sonda foi totalmente consumida entre as fragdes 15 e 18. Um
complexo DNA-proteina de alto peso molecular, préximo a origem do gel, foi formado na
fracao 18, e um outro, mais abaixo, foi formado na fragao 19.

As fracdes 14 a 19 foram entdo testadas novamente por EMSA em gel de
poliacrilamida 4%, na presenca do competidor especifico (CE, concentracdo de 10X a
sonda). A figura 38B mostra a auto-radiografia de um gel de EMSA, em que os complexos
DNA-proteina especificos formados pelas fragdes 17 e 18 (canaletas 8 e 10) desapareceram
na presencga do CE (canaletas 9 e 11), mostrando que a ligacédo de proteinas ao motif NIT2
do promotor gsn (esquema figura 38A) ocorre em extrato crescido em condigdes fisiologicas

do fungo N. crassa.

16.2. Analise da ligacao com a proteina His-ANIT2 recombinante

A interacdo DNA-proteina foi também testada na presenca da proteina His-ANIT2 com
a sonda de 134 pb contendo o motif NIT2. A figura 39A mostra o desenho esquematico da
sonda nit2 e do OligoNIT2 com a respectiva posicao do motif NIT2, o qual foi utilizado como
competidor especifico. A figura 39B mostra a formacgédo dos complexos DNA-proteina de alto
peso molecular e a diminui¢cdo da intensidade das bandas com a adigdo dos competidores
especificos CE (canaletas 3 e 4) e OligoNIT2 (canaletas 5 a 8). Pode ser observado que a
adicao de 5X de excesso molar de CE foi suficiente para consumir toda a proteina
adicionada, enquanto que com 1X de excesso molar, o OligoNIT2 foi capaz de se ligar
especificamente a proteina. Os resultados mostraram que o motif NIT2 presente na regidao
5°-flanqueadora do gene gsn é um sitio especifico capaz de ser reconhecido e ligado pela

proteina NIT2.

17. Caracterizagao funcional preliminar do fator de transcricio CRE-1

Assim como a colecdo de linhagens mutantes em fatores de transcrigéo foi analisada
quanto ao conteudo de glicogénio, a linhagem FGSC#10372 mutante na ORF NCU08807

(cre-1%°) foi estudada durante o estresse térmico e o papel do fator de transcricdo CRE-1 no
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Figura 37 — Fracionamento do extrato celular bruto de micélio crescido em condicbes
fisioldgicas (30°C, 24 h), seguido do ensaio de EMSA (A) Cromatograma das etapas de
fracionamento do extrato protéico em coluna de Heparina-Sepharose, utilizando um
gradiente linear de 0,1 a 1,5 M de KCI. As setas indicam o intervalo correspondente as
fragbes coletadas. (B) Auto-radiografia das fragcdes 7 a 20 coletadas (70 pg), as quais foram
testadas na presenga da sonda nit2. O, origem do gel; SL, sonda livre. Os complexos DNA—
proteina estdo indicados pelas setas Eletroforese em gel de poliacrilamida 5% néao-
desnaturante, em tampé&o TBE 0,5X.
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Fragoes
CE

Sonda nit2 ICE (134 bp)
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- 14 14 15 15 16 16 17 17 18 18 19 19

- - + - + - + - 4 - 4 - +

O_

SL—

=

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 38 — (A) Desenho esquematico da sonda nit2 e do competidor especifico (CE), a
qual é mostrada a posicdo do motif NIT2 (losango preto, sequéncia em caixa alta). (B)
Autoradiografia do ensaio de EMSA, mostrando a ligagdo de proteinas das fragdes 14 a 19
(35 pg) do extrato celular bruto de micélio crescido em condigdes fisioldgicas a sonda nit2. O
competidor especifico (CE) foi adicionado as reagdes das canaletas 3, 5, 7, 9, 11 e 13 na
concentracao de 10X de excesso molar a sonda. Canaleta 1, sonda sem adi¢cao de proteina.
O, origem do gel; SL, sonda livre. Os complexos DNA—-proteina sao indicados pelas setas
Eletroforese em gel de poliacrilamida 4% n&o-desnaturante, em tampao TBE 0,5X.
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[C————® 1 Sondanit2/CE (134 pb)

/m\

5" - gaggaccct ccgt aGATAat at actt ac- 3°

3" - ctcct gggaggcat CTATt at at gaat g- 5 OligoNIT2 (28 pb)

His-ANIT2 - oo+ ¢+ o+ o+ 4
CE - - 5 10 -~ - - -
OligoNIT2 - - = =1 3 5 10

Figura 39 — (A) Desenho esquematico da sonda nit2, competidor especifico (CE) e do
OligoNIT2, no qual é mostrada a sequéncia de 28 pb e a respectiva posigcdo do motif NIT2
(losango preto, sequéncia em caixa alta). (B) Autoradiografia do ensaio de EMSA.
Quantidades crescentes de competidor especifico (CE, canaletas 3 e 4) e do OligoNIT2
(canaletas 5 a 8) foram testadas com 20 ug da proteina recombinante His-ANIT2. Canaleta
1, sonda sem adicdo de proteina. Linha 2, adicdo de proteina recombinante a sonda, sem
competidores especificos. O, origem do gel; SL, sonda livre. O complexo DNA—proteina esta
indicado pela seta. Eletroforese em gel de poliacrilamida 5% n&o-desnaturante, em tampé&o

TBE 0,5X.
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metabolismo deste carboidrato foi investigado. O fator de transcrigdo CRE-1 de N. crassa é
ortdlogo a Mig1p (levedura) e CreA (A. nidulans), os quais sdo descritos como repressores
transcricionais que controlam o uso preferencial de fontes de carbono (por exemplo, glicose)
(RUJTER; VISSER, 1997). Varios elementos cis Mig1p foram encontrados na regido
promotora dos genes gsn e gpn (figura 14), dando indicios de que a proteina CRE-1 possa

estar envolvida na regulagcdo do metabolismo de glicogénio.

18. Analise morfolégica da linhagem mutante cre-1X0
18.1. Determinacao da taxa de crescimento linear

A determinagdo da taxa de crescimento linear da linhagem mutante cre-1%° foi
realizada, em comparagao a linhagem selvagem, com base na extensido das hifas em race
tubes. Células (10’ conidios/mL) foram inoculadas em uma extremidade do tubo e mantidas
a 30°C, no escuro. A frente de crescimento foi marcada a cada 24 h, até a mesma atingir a
outra extremidade do tubo. A distancia de crescimento foi medida e expressa em fungao das
horas de crescimento. Os experimentos foram realizados em ftriplicata e a figura 40A mostra
as taxas de crescimento das linhagens. Os resultados mostraram que a linhagem cre-1<°
apresentou diferengas na extensao apical das hifas, e que muito provavelmente o gene cre-

1 regula o crescimento e/ou desenvolvimento do fungo.

18.2. Analise de crescimento radial

A analise de crescimento radial foi feita em placas contendo meio VM e VM
suplementado com extrato de levedo. Células (10’ conidios/mL) das linhagens selvagem e
mutante cre-1%° foram inoculadas no centro das placas e incubadas no claro/escuro, a 30 °C
durante 24 h. A figura 40B mostra o resultado do crescimento radial das duas linhagens, nas
quais o didmetro foi medido e os valores descritos na tabela (figura 40C). Novamente,
podemos observar que, comparada a linhagem selvagem, a linhagem mutante cre-1<°

mostrou um crescimento afetado.

118



Resultados (parte 3)

12
A —&— WT
. 10_+cre7Ko
S
L
5 81
]
£
o 64
c
()
£ 4
o
0
<
O 24
0 T T T T
0 24 48 72 96
Tempo (horas)
B
VM VM+YE
WT
cre-1%°
C
Linhagens VM VM+YE

WT 790+0,17 5,65+0,07
cre-1°  330+0,36 4,07+0,12

Figura 40 — Analise de crescimento das linhagens selvagem e mutante cre-1%°. (A) Analise
do crescimento linear em race tubes. As células foram inoculadas em uma das extremidades
do tubo e o crescimento foi medido (em cm) através da marcagao da frente micelial a cada
24 h, no escuro, em temperatura ambiente. (B) Analise de crescimento radial em placas
contendo meio VM e VM adicionado de extrato de levedo (VM + YE). O crescimento foi
medido (em cm) apds 24 h, no claro/escuro. (C) Tabela contendo os valores dos didmetros
medidos das colbnias e o desvio padrao (+), em centimetros.
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19. Ensaio de choque térmico

19.1. Contetido de glicogénio e analise de expressdo génica

A linhagem cre-14©

, juntamente com a linhagem selvagem foi analisada durante o
crescimento vegetativo na temperatura normal (30°C) e apds submissao ao choque térmico
(transferéncia de 30°C para 45°C). Os micélios obtidos foram utilizados para a quantificagéo
do conteudo de glicogénio e para a extragédo do RNA total. A dosagem de glicogénio foi feita
da mesma forma que nos experimentos anteriores

A figura 41A mostra que, nas duas linhagens (selvagem e cre-1%°

) ocorreu a
diminuicdo do conteudo de glicogénio ap6s o choque térmico. Entretanto, o conteudo de
glicogénio na linhagem mutante foi elevado antes mesmo do estresse térmico, durante
crescimento vegetativo do fungo.

A expressao dos genes gsn e gpn foi analisada por Northern blot, visando investigar

1X% ocorreu devido a

se 0 padrao de acumulo de glicogénio apresentado pela linhagem cre-
expressao diferenciada dos genes gsn e/ou gpn. A figura 41B mostra, para a linhagem
selvagem, uma reduc¢ao acentuada na transcricdo dos genes gsn e gpn apds o choque
térmico. Na linhagem cre-1%° o perfil de expressdo do gene gsn foi praticamente o0 mesmo
que na linhagem selvagem, entretanto, a expressdo do gene gpn mostrou-se levemente
reduzida, durante o crescimento vegetativo, em comparagdo a linhagem selvagem. Estes
dados podem sugerir que a proteina CRE-1 pode estar envolvida na regulagdo do processo
degradacdo do glicogénio, pois a sua auséncia na linhagem provocou uma diminuigdo na
transcricdo do gene gpn, com consequente acumulo do carboidrato (figura 41A) durante o

crescimento vegetativo do fungo.

20. Analise de crescimento em diferentes fontes de carbono

O fator de transcricdo CreA/Mig1p € uma proteina que medeia a repressao por
carbono (glicose, por exemplo) de genes que codificam enzimas envolvidas no catabolismo
de fontes de carbono alternativas, ou seja, que nao sao preferenciais a célula. A maioria das
enzimas envolvidas na degradacdo de polissacarideos, como celulose e pectina, parecem
ser reprimidas por glicose (RUIJTER; VISSER, 1997). Sendo assim, decidimos realizar um

10 em diferentes fontes de

ensaio de crescimento com as linhagens selvagem e cre-
carbono, como glicose (repressora), xilose e glicerol (n&o repressores) com o objetivo de
investigar se a proteina CRE-1 poderia estar envolvida com o metabolismo do glicogénio. As

linhagens foram primeiramente crescidas em meio VM liquido contendo frutose (fonte nao
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Figura 41 — Contetdo de glicogénio e andlise da expressdo génica nas linhagens selvagem e mutante cre-1%°. (A) O contetido de glicogénio

foi quantificado antes e apds choque térmico, como descrito em Materiais e Métodos. (B) Expresséo dos genes gsn e gpn antes e depois do
choque térmico. Amostras de RNA foram separadas por eletroforese em gel de agarose contendo formaldeido e transferidas a uma membrana
de nylon neutra. Fragmentos dos genes gsn e gpn, marcados radiativamente com o*P-ATP foram utilizados como sonda. Os graficos mostram
a normalizagéo da expressao dos genes gsn e gpn em relagdo ao RNA 288S, utilizando-se o software ImageJ.
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repressora) durante 24 h e transferidas para as fontes de carbono acima mencionadas. Os
micélios foram utilizados para a quantificagdo do conteudo de glicogénio e para a extragao
do RNA total.

20.1. Determinacao do contetado de glicogénio

Na linhagem selvagem, foi verificado que quando o micélio foi transferido para meio
repressor (glicose), o conteudo de glicogénio aumentou levemente nas primeiras duas horas

e diminuiu com o tempo (figura 42). Na linhagem cre-1%°

o conteudo de glicogénio foi
superior a linhagem selvagem mesmo durante o crescimento vegetativo em frutose e
aumentou ainda mais quando o micélio foi transferido para meio contendo glicose. Este
resultado mostra uma possivel desregulagdo no processo de acumulo ou degradagdo do
glicogénio intracelular na linhagem mutante.

Na condigdo em que o micélio foi transferido para uma fonte de carbono nao
repressora (xilose), os niveis de glicogénio nas duas linhagens (selvagem e mutante)
diminuiram em relagao aos controles (frutose), e assim permaneceram durante todo o tempo
de incubagado, mostrando que o glicogénio ndo foi acumulado, mas apenas degradado na
presenca deste agucar (figura 42). Novamente, os niveis de glicogénio na linhagem mutante
foram superiores aos existentes na linhagem selvagem, em todos os tempos analisados.

O conteudo de glicogénio também foi avaliado apds a transferéncia dos micélios das
duas linhagens para outro meio nao repressor (glicerol). Foi observado um perfil semelhante
ao mostrado no crescimento em xilose (figura 42), ou seja, diminuicdo nos niveis de
glicogénio. Quantidades elevadas de glicogénio na linhagem cre-1*° também foram

observadas durante o periodo de incubacao, em relagao a linhagem selvagem.

20.2. Analise da expressao dos genes gsn e gpn por Northern blot

A expressdo dos genes que codificam a glicogénio sintase (gsn) e a glicogénio
fosforilase (gpn) foi analisada nas duas linhagens por meio da técnica de Northern blot,
utiizando-se o RNA ribossémico 28S como controle endégeno. O objetivo desse
experimento foi verificar se a desregulagdo do acumulo de glicogénio apresentado pela

linhagem mutante cre-1%°

ocorreu devido a expressao alterada dos genes gsn e/ou gpn,
bem como levantar hipéteses se o fator de transcricdo CRE-1 poderia estar envolvido com a

regulacédo da expressao dos mesmos.
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Figura 42 - Concentracdo de glicogénio durante o crescimento em diferentes fontes de
carbono. Células das linhagens selvagem e cre-1“° foram crescidas em VM (frutose)
durante 24 h e transferidas para meio VM contendo glicose, xilose ou glicerol como unica
fonte de carbono.
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A figura 43 mostra o padréo na expressédo dos genes gsn e gpn nas duas linhagens.
Na linhagem selvagem, um leve aumento do transcrito gsn foi observado quando o micélio
foi transferido para meio contendo glicose (gsn, canaletas 3 e 4). Concomitantemente, uma
repressao na expressao do gene gpn foi observada nas primeiras 2 h (canaleta 2),
passando a aumentar apos 8 h de incubagcao (gpn, canaletas 3 e 4). Por outro lado na
linhagem mutante cre-1*°, uma repressdo acentuada na expressdo dos dois genes foi
observada nas primeiras duas horas apés transferéncia para meio contendo glicose
(canaleta 12) e o efeito repressor foi suprimido apdés as 8 h de incubagdo para os dois
genes. O aumento na expressdo do gene gpn no tempo de 8 h apds transferéncia para
glicose poderia explicar a degradacao do glicogénio observada na linhagem selvagem.
Entretanto, a mesma conclusédo nao pode ser realizada para a linhagem mutante.

Quanto ao crescimento em meio contendo xilose como unica fonte de carbono, foi
observado, na linhagem selvagem, um aumento dos transcritos gsn e gpn nas primeiras 4 h
(figura 43, canaletas 5 e 6), os quais diminuiram apds 8 h de incubagéo (canaletas 7). Ao
contrario, na linhagem cre-14°, baixos niveis dos transcritos gsn e gpn foram encontrados
nas primeiras duas horas (canaleta 15), os quais passaram a aumentar a partir de 4 h de
incubagao.

No crescimento em meio contendo glicerol como unica fonte de carbono, a quantidade
dos transcritos gsn e gpn foi elevada na linhagem selvagem nas duas primeiras horas de
incubacao (figura 43, canaleta 8), passando a declinar apés 4 h (canaletas 9 e 10).

Entretanto, na linhagem cre-1%°

, 0S niveis transcricionais da gpn permaneceram elevados
durante todo o periodo de incubacgao, enquanto que a expressao da gsn pareceu ser mais
basal.

Estes resultados séo preliminares e estdo sendo ainda objeto de estudo.

21. Analise de ligacio DN A-proteina

Para investigar se o fator de transcrigdo CRE-1, produzido em sua forma recombinante
foi capaz de reconhecer e se ligar ao elemento cis Mig1/CreA presente na regido 5°-
flanqueadora do gene gsn, ensaios de retardamento em gel (EMSA) foram realizados. Um
fragmento de DNA marcado contendo o motif Mig1 foi utilizado como sonda. Entretanto, o
resultado obtido foi negativo, ou seja ndo foi observado a formagdao de complexo DNA-
proteina. Como a proteina CreA (de A. nidulans) é uma proteina descrita ser auto-regulavel,
ou seja, apresenta sitios de ligacdo para ela mesma na regido promotora do seu gene
codificador (creA) (STRAUSS et al., 1999), uma busca por sitios contendo a sequéncia 5'-

SYGGRG-3" na regidao 5°-flanqueadora do gene cre-1 de N. crassa foi realizada. Foram
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Figura 43 - Expressdo dos genes gsn e gpn nas linhagens selvagem e cre-1° crescidas em frutose e transferidas para diferentes fontes de
carbono. Amostras de RNA foram separadas por eletroforese em gel de agarose contendo formaldeido e transferidas para uma membrana de
nylon neutra. Fragmentos dos genes gsn e gpn, marcados radiativamente com a®2P-ATP foram utilizados como sonda. (A) Autoradiografia das
membranas. O perfil do rRNA 28S foi visualizado com brometo de etidio. (B) Normalizagédo da expresséo dos genes gsn e gpn em relagéo ao
RNA 28S, utilizando o software ImageJ.
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encontrados 10 possiveis sitios para a proteina CreA. Um fragmento de DNA de 173 pb
contendo trés motifs CreA foi marcado e utilizado como sonda (pcre-1) e trés preparagdes
da proteina recombinante His-CRE-1 (figura 19C) foram testadas e, novamente, o resultado
foi negativo.

Os resultados negativos podem ser compreendidos considerando que: a preparagao
da proteina CRE-1 ndo tenha resultado em uma proteina ativa; ou que a ligagéo da proteina
ao DNA seja dependente de alguma outra proteina parceira. E conhecido em S. cerevisiae
que este fator de transcricdao (Mig1p) atua regulando diferentes processos celulares, os
quais sao reprimidos dependendo da presencga de outras proteinas repressoras, formando
complexos proteicos bem conservados (SMITH; JOHNSON, 2000).
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O presente trabalho teve como objetivo a caracterizagdo de fatores de transcrigao
possivelmente envolvidos na regulagdo do metabolismo do glicogénio em N. crassa. Um
estudo sistematico de screening foi realizado com 69 linhagens mutantes (de um total de
147 linhagens) em genes codificadores para fatores de transcri¢gao, das quais sete linhagens
mostraram perfis diferentes da linhagem selvagem quanto ao conteudo de glicogénio
avaliado durante o crescimento vegetativo e no estresse térmico. Embora nio tenha sido
observada uma correlagao direta entre o conteudo de glicogénio e o padrado na expressao
dos genes gsn e gpn em algumas linhagens mutantes, a maioria delas revelou variagdes na
expressao génica, e por isso, os fatores de transcricdo ausentes nestas linhagens foram
identificados. Uma discussdo mais aprofundada sobre todos os fatores de transcricdo
selecionados encontra-se no artigo recentemente publicado por Gongalves et al. (2011)
(Anexo 1).

O papel das proteinas identificadas no presente trabalho foi investigado quanto a uma
possivel participacdo, direta ou indireta, na regulagdo do metabolismo do carboidrato.
Concomitantemente, analises de crescimento foram realizadas com as linhagens mutantes
selecionadas, mostrando que as linhagens rco-1%°, pacC® e fkh1*° apresentaram
deficiéncias durante o desenvolvimento do fungo. A proteina Fkh1 pertence a familia de
fatores de transcricdo do tipo forkhead, encontrada em uma variedade de organismos
eucariotos superiores e exerce um papel importante em diversos processos celulares, tais
como o desenvolvimento, diferenciacao celular e progressao do ciclo celular (KAUFMANN;
KNOCHEL, 1996). Em S. cerevisiae, as proteinas Fkh1p e Fkh2p vém sendo estudadas e
foram caracterizadas como ativadores especificos da fase G2/M (VORTH et al., 2007). Em
fungos filamentosos, o primeiro fator de transcricao do tipo forkhead a ser caracterizado foi a
proteina AcFKH1 de A. chrysogenum, a qual esta associada com a ativagao da biossintese
de cefalosporina C (SCHMITT; HOFF; KUCK, 2004). Em N. crassa, a proteina FKH1 parece
estar diretamente envolvida no desenvolvimento do fungo, bem como os resultados
preliminares apontam uma sutil desregulagcdo no acumulo do glicogénio durante o
crescimento vegetativo.

Yamashiro et al. (1996) foram os primeiros pesquisadores a caracterizar o gene rco-1
de N. crassa, e mostraram que este esta envolvido com o controle do crescimento
vegetativo, reprodugdo sexual e desenvolvimento assexual no fungo. Mais tarde,
investigacgdes preliminares reportaram a possivel participacao de RCO-1 no mecanismo de
repressao do catabolismo de carbono, conhecido como CCR (LE; EBBOLE, 1998), assim
como é descrito para a proteina ortdloga Tup1p de S. cerevisiae (SMITH; JOHNSON, 2000).
A proteina Tup1p vem sendo alvo de inumeros estudos, os quais revelaram seu efeito
pleiotropico no desenvolvimento celular. Tup1p € uma proteina corepressora que compode o

complexo Tup1-Ssn6, o qual contribui para a repressao de uma série de genes em resposta
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a um numero de vias de sinalizagdo, por meio da interagao fisica com outras proteinas
parceiras (MALAVE; DENT, 2006; SMITH; JOHNSON, 2000; TREITEL; CARLSON, 1995).
Recentemente, as proteinas RCO-1 e RCM-1 de N. crassa, ortdlogas a Tup1 e Ssn6 de
levedura, respectivamente, foram mostradas estarem envolvidas com a fotoadaptacao pela
regulacéo da expressao de genes por luz (OLMEDO et al., 2010). A proteina Tup1p, assim
como RCO-1, possui dois dominios de interagéo protéica: um na regiao N-terminal (dominio
Tup1-N) e outro na porgdo C-terminal (sete WD-repeats). Em S. cerevisiae, o dominio Tup1-
N interage com o co-repressor transcricional Ssn6, e os dominios WD40 interagem com
fatores de transcricao repressores, os quais formam um complexo bem estavel que inibe a
expressao génica por meio do impedimento da ligagcdo de ativadores transcricionais ao
DNA, assim como também interage com as histonas, modificando a estrutura da cromatina e
impedindo o acesso da RNA polimerase (MALAVE; DENT, 2006; SMITH; JOHNSON, 2000).
A interacéo fisica entre RCO-1 e RCM-1 (Tup1-Ssn6) em N. crassa ainda néo foi reportada.

Uma das proteinas parceiras do complexo Tup1-Ssn6 é a proteina Mig1p, a qual
participa na resposta ao catabolismo de carbono. Neste mecanismo, determinadas fontes de
carbono sao assimiladas preferencialmente em favor de outras, como economia de tempo e
gasto energético (RONNE, 1995). Na maioria dos fungos, a glicose é a fonte de carbono
preferencial e, portanto, leva a repressao de genes responsaveis pelo catabolismo de fontes
de carbono alternativas, tais como galactose e sacarose (NEHLIN; RONNE, 1990; NEHLIN;
CARLBERG; RONNE, 1991). Como mencionado anteriormente, a proteina Mig1p de S.
cerevisiae € ortdloga ao fator transcricional CreA (A. nidulans) ou CRE-1 (N. crassa). No
presente trabalho foi mostrado que CRE-1 esta envolvido tanto com o desenvolvimento do
fungo (corroborando os dados de Ziv, Gorovits e Yarden (2008)), como com o acumulo de
glicogénio. Os experimentos de crescimento em diferentes fontes carbono sugerem que a
proteina CRE-1 influencia muito mais a regulacdo da expressao do gene gpn do que gsn,
levando-nos a concluir, de um modo geral, que a célula mantém um mecanismo de
degradacao de glicogénio altamente regulado por CRE-1 para a utilizagdo preferencial de
moléculas de glicose como fonte de carbono. Estudos mais aprofundados serdao necessarios
para a caracterizacao completa dos fatores de transcricdo RCO-1 e CRE-1 de N. crassa e o
seu papel na regulacdo do metabolismo de glicogénio.

A linhagem FSGC#11397 mutante para o fator de transcricdo PACC também
apresentou deficiéncias durante o desenvolvimento do fungo e mostrou alteragdes no
acumulo de glicogénio, tanto antes como depois do choque térmico. Entretanto, o knockout
da ORF NCUO00090 nesta linhagem néao foi confirmado, o que nos levou a desenvolver
novos experimentos com uma nova linhagem mutante pacC*®, construida pelo Dr. Renato
M. de Paula. Esta linhagem apresentou varios defeitos morfoldégicos, bem como a

incapacidade de crescer em pH alcalino. Os experimentos de crescimento em diferentes
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condicbes de pH revelaram claramente que o gene gsn é regulado negativamente por pH
alcalino, levando ao baixo acumulo de glicogénio nesta situacdo. A linhagem pacC*°
apresentou niveis de conteudo de glicogénio e de expressao do gene gsn alterados em pH
alcalino. Esses resultados séo suficientes para caracterizar o gene gsn como &acido-
especifico e também regulado por PACC. Alguns genes acido-especificos regulados
negativamente por pH sao descritos na literatura (ESPESO; ARST, 2000; MACCABE et al.,
1998). A expressao do gene pacC em N. crassa mostrou ser regulada positivamente em pH
alcalino corroborando com os resultados descritos para outros fungos filamentosos
(FLAHERTY et al., 2003; MERHEJ; RICHARD-FORGET; BARREAU, 2011; MEYER et al.,
2005).

Entretanto, o alto nivel de expressao do gene pacC em pH 7,8 ndo explica o nivel de
expressao da proteina PACC nesta mesma situagdo. O resultado de Western blot revelou a
presenca de uma forma unica da proteina PACC em N. crassa, tanto durante o crescimento
vegetativo em pH 5,8, quanto em pH 7,8. O modelo da regulagdo génica por pH é bem
caracterizado em A. nidulans (PENALVA; ARST, 2004), o qual mostra que a proteina PacC
(PacC'®) passa por dois processamentos proteoliticos (PacC>® e PacC?') para se tornar
ativa. Por outro lado, a proteina homéloga RIM101p, de S. cerevisiae, sofre um unico
processamento proteolitico e a forma menor, de 27 kDa nao é encontrada (LI; MITCHELL,
1997). No presente trabalho, os resultados obtidos indicam de que a proteina PACC de N.
crassa seja sujeita a um unico processamento, pois apresentou um tamanho menor (~55
kDa) do que a massa molecular tedrica da proteina inteira (~67 kDa), e que o
processamento ocorra independente do pH do meio, visto que a forma processada da
proteina foi encontrada antes mesmo do estresse de pH alcalino, no pH 5,8.

Os experimentos de estresse de pH e choque térmico combinados também mostraram
que, assim como o gene gsn, a expressdo do gene pacC foi inibida durante o estresse
térmico, mesmo nas células submetidas ao pH alcalino. O promotor do gene pacC foi
analisado quanto a presenca de sitios de ligacao para fatores de transcrigcdo, onde foram
encontrados seis e quatro motifs de DNA STRE e HSE, respectivamente, sendo sugestivo
que o gene pacC seja regulado por estresse térmico, similarmente ao gene gsn (FREITAS;
BERTOLINI, 2004).

A interacao da proteina PACC ao seu elemento regulatério de DNA presente na regido
promotora do gene gsn foi comprovada pelos ensaios de retardamento em gel (EMSA),
tanto na presenca da proteina PACC recombinante, quanto a presente em extrato celular
bruto. A especificidade da ligagdo ao sitio 5-GCCAAG-3’ foi comprovada por meio de
ensaios de competicdo, utilizando-se um competidor especifico (146 pb) e um
oligonucleotideo dupla fita de 27 pb (OligoPacC). Além disso, quando todos os nucleotideos

da sequiéncia consenso de ligagdo foram mutados a capacidade de ligacdo da proteina
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PACC recombinante ao motif de DNA foi praticamente abolida. A analise de ligagédo do
extrato bruto protéico de células crescidas tanto em pH fisiolégico normal (5,8) como alcalino
mostrou que a proteina PACC estava presente em fragdes ativas de ambos os extratos,
capazes de se ligarem ao elemento de DNA PacC presente na regido promotora do gene
gsn. Estes resultados corroboram com a presenca da proteina PACC nas duas condicbes
de pH analisadas no ensaio de Western blot e pelos resultados obtidos através do ensaio de
imunoprecipitagdo da cromatina (ChiP), discutidos com mais detalhes no manuscrito
recentemente submetido a publicagéo (Mol. Microbiol.) (Anexo 2).

Finalmente, o presente trabalho revelou um possivel envolvimento da proteina NIT2 na
regulacdo do metabolismo do glicogénio. Os resultados de conteudo de glicogénio

mostraram que a linhagem nit2<°

de N. crassa mostrou um hiper-acumulo deste carboidrato
durante o crescimento vegetativo e no estresse térmico. Entretanto, a analise da expressao
dos genes gsn e gpn nao revelou diferengas significantes entre as linhagens selvagem e
nit2“°, embora tenham sido encontrados motifs de ligagao para a proteina NIT2 no promotor
de ambos os genes. O fator de transcricao NIT2 foi descrito como um regulador positivo
global do metabolismo de nitrogénio em N. crassa (MARZLUF, 2001). Alguns compostos
nitrogenados como aménia, glutamina e glutamato sao utilizados como fontes de nitrogénio
preferenciais pelos fungos, e a asparagina, pelas leveduras. Entretanto, quando essas
fontes ndo estdo disponiveis no meio, outras fontes de nitrogénio alternativas podem ser
utilizadas, tais como nitrato, nitrito, purinas, amidas, dentre outras. Os genes que codificam
as enzimas que catabolizam as fontes secundarias de nitrogénio e as permeases sao
altamente regulados, os quais estdo sujeitos a repressdo catabdlica do nitrogénio. A
derepressdo desses genes € mediada pelo fator de transcricdo NIT2 que se liga
especificamente a regido promotora, ativando a transcricdo de genes “estruturais” de
nitrogénio na auséncia de fontes de nitrogénio preferenciais a célula (MARZLUF, 1997). Em
N. crassa, foi demonstrado que as proteinas NIT2 e NIT4 precisam interagir para ativar com
eficiéncia o gene nit-3 (codificador para nitrato redutase). NIT4 € um membro da familia de
fatores de transcrigdo de fungos GAL4 e contém um dominio de ligagdo ao DNA do tipo
Zn,Cyse. A proteina NIT4 também é um regulador positivo, porém especifico que ativa a
expressao de genes na presenca do substrato e/ou indutor, como por exemplo, o nitrato
(FENG; MARZLUF, 1998; MARZLUF, 2001).

A especificidade da ligagao da proteina NIT2 ao promotor do gene gsn foi comprovada
por meio de EMSA, entretanto, outros ensaios serdo necessarios para mostrar a regulagéo
deste fator de transcricdo sobre o gene gpn também. Uma relagao entre a regulacéo de
fontes de carbono e nitrogénio ja foi reportada por Lockington et al. (2002), os quais
descreveram os efeitos de diferentes fontes de carbono e nitrogénio na secrecéo de

celulases em A. nidulans. Alguns genes vém sendo descritos por serem modulados tanto
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Discussdo

pela repressao catabdlica de nitrogénio como de carbono, tais como o cluster de genes prn
responsaveis pelo metabolismo da prolina, e o0 gene amdS que codifica a acetamidase,
todos em A. nidulans. (MARZLUF, 2001). A expressao desses genes € controlada pelas
proteinas AreA (ortdloga a NIT2) e CreA (MARZLUF, 2001; SOPHIANOPOULOU et al.,
1993). Em adicdo, uma possivel relagdo entre as proteinas AreA e CreA é relatado na
literatura devido a presenga de elementos GATA (para AreA) no promotor do gene creA, em
A. nidulans (VAUTARD-MEY; FEVRE, 2003). Dessa forma, fica cada vez mais evidente a
ligacao entre as vias de utilizacao de carbono e nitrogénio em fungos filamentosos.

Os resultados obtidos neste trabalho constituem um conjunto de informacgdes valioso
em relagao a participacao de proteinas regulatérias, como fatores de transcrigdo, no controle
do metabolismo de um carboidrato. O papel de um fator de transcricdo foi detalhadamente
investigado e alguns resultados forneceram evidéncias de que o mecanismo molecular
envolvido na agdo da proteina possa ser distinto do modelo descrito na literatura para a
mesma proteina em outros microorganismos. Este dado é bem interessante, pois sugere a
existéncia de um mecanismo diferente em diferentes organismos modelos de estudo. Outras
abordagens experimentais serdo necessarias para entender a via de sinalizagdo envolvendo
este fator de transcricdo. Dois outros fatores de transcricdo foram caracterizados
preliminarmente, e os resultados sao também interessantes, pois revelaram mecanismos de
regulacao cruzada entre metabolismo de carbono e nitrogénio, ainda nao muito explorado

na literatura cientifica.
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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 —2173to —2156
XLNR-R2 5'-TATTCTGCAACGGAACTCC-3' gsn promoter xInR probe —2034 to —2053

@ 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
rem 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—Mycelia 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
mM 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 Kkit,
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 png) 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 (10° to 108 cpm), radiola-
beled with [a-2P]-dATP (3,000 uCi/mmol) by random priming (NEBlot
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 (pYADES5-Nc) with the
oligonucleotides 90-F and 90-R2 (Table I). The underlined sequences
correspond to the Ndel and BamH] 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 mw 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 mwm) and dialyzed
against dialysis buffer (10 mm Tris-HCI pH 7.9, 100 mm KCI, 20% v/v
glycerol, 1 mm EDTA, 0.5 mwm dithiotreitol). Purified protein was ana-
lyzed by SDS-PAGE with Coomassie Brilliant 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 mm dithiotreitol, 0.5 mm PMSF, 10 ng/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 KClI, 10% v/v glycerol, 1 mm dithiotreitol, 0.2 mm EDTA, 0.5
mm PMSF, 12.5 mMm benzamidine, 5 ug/ml of each antipain and
pepstatin A) containing 2-4 ug 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 x/nR 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-®2P]-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
prg/ml propidium iodide). The cell suspension was kept in the dark for
1.5 h at room temperature. A FACSCalibur™ flow cytometer
equipped with Cell QUEST™ 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.nlm.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 e-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 NCU00090) 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 NCUO1154
ORFs. The strains with deleted NCU04851, NCUO00808,
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 NCUQ9739), 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
NCUQ09068), 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-1a 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 NCU08000 Zn,Cysg zinc finger 105.43/6.78  33-PTPKRKK (M) Cutinase transcription factor 1a  ctf-1a 23
600-KRHRR (M)

11039 NCU01097 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 NCUO04851 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  NCU04390 Zn,Cysg zinc finger  93.67/6.6 89-PQPPRRRKKK (M) Hypothetical protein col-22 -
94-RRKKKPHERDLIDRLKKY (B)

11139  NCU04731 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 NCU03043 C,H, zinc finger 41.73/ 8.57 312-KKHK (M) Protein FIbC NI -
361-RRHKK (M)

11397  NCU00090 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 NCU01994 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 NCU03043 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 NCUO01097,
NCU09739, NCU04851, NCU01629, NCU00808, NCUO1154,
and NCU04390 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 pg) 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 (ImagedJ 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, NCUO01629, 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
NCU04390 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 NCU0199. 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 CTF«, 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 (H), Sre1p (O), and CTF1« ((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 (Pl) 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 NCUO03043 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 Pl treatment. All mutants
with defective morphology presented some alteration in PI
incorporation, as revealed by overlapping the mutants and
wild-type strain profiles (right panels). The areas M1 and M2

Molecular & Cellular Proteomics 10.11

10.1074/mcp.M111.007963-7



Transcription Factors and Glycogen Metabolism Regulation

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 pg 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
NCUO03043 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 Pl 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
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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
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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 Pl 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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Summary

The existence of a DNA motif for the Aspergillus nidulans pH responsive transcription factor
PacC in the promoter of the gene encoding glycogen synthase (gsn) in Neurospora crassa
prompted us to investigate whether this protein regulates glycogen accumulation. PacC in A.
nidulans plays a role in the pH signaling pathway by inducing the expression of alkaline
genes and repressing acidic genes. We show that pacC is over-expressed and gsn is down-
regulated in wild-type N. crassa at pH 7.8 coincident with low glycogen accumulation. In the
N. crassa pacCX° strain the glycogen levels and gsn expression at alkaline pH were,
respectively, similar to and higher than the wild-type strain at normal pH (5.8). The
recombinant protein, containing the DNA-binding domain specifically bound to the PacC
motif of the gsn promoter. In addition, DNA-protein complexes were observed with extracts
from cells grown at normal and alkaline pH and confirmed by ChIP analysis. The PACC
present in these extracts showed equal molecular mass, indicating that the protein is already
processed at normal pH. The results show that the pH signaling pathway controls glycogen
accumulation by regulating gsn expression and suggest the existence of a different
mechanism for PACC activation in N. crassa.

Introduction

Neurospora crassa is a filamentous fungus that has been widely used as a model
organism for studies on fundamental aspects of eukaryotic biology. The completion of its
genome sequence (Galagan et al., 2003) and, more recently, the availability of a set of
mutant strains individually knocked-out in specific genes have enormously accelerated the
investigation of many aspects of the biology of this organism. We have been using N. crassa
to study how the metabolism of glycogen, a storage carbohydrate that functions as carbon
and energy reserve, is regulated. Glycogen biosynthesis starts with the self-glucosylating
initiator enzyme glycogenin (EC 2.4.1.186), termed GNN in N. crassa (de Paula et al., 2005).
After an oligosaccharide is synthesized, the elongation step is catalyzed by glycogen
synthase (EC 2.4.1.11) and a branching enzyme (EC 2.4.1.18) that mediate the formation of
a-1,4- and o-1,6-glycosidic bonds, respectively, characteristic of the glycogen molecule.
Glycogen synthase is the rate-limiting enzyme in this process and is down-regulated by
phosphorylation; however, the phosphorylated form can be activated by the allosteric effector
glucose-6-phosphate (Rothman-Denes and Cabib, 1971).

In N. crassa, glycogen synthase (GSN) has been characterized at gene and protein
levels. Under normal growth conditions, gsn expression is maximal at the end of the
exponential growth phase, which coincides with the highest glycogen content. However,
under stress conditions, such as heat shock, gsn expression is down-regulated and the
enzyme is less active. This may explain the decrease in glycogen levels observed in cells
exposed to heat shock (Noventa-Jordao et al., 1996; de Paula et al., 2002; Freitas and
Bertolini, 2004). gsn expression and GSN phosphorylation are also regulated by the cAMP-
protein kinase A (PKA) signaling pathway (Freitas et al., 2010). Thus, the regulation of
glycogen metabolism in N. crassa involves different proteins whose activation may be
influenced by different signaling pathways. Analysis in silico of the gsn 5'-flanking region led
to the identification of cis DNA-binding motifs specific for transcription factors acting via
different signaling pathways. These motifs include a recognition site for the A. nidulans zinc-
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finger transcription factor PacC (Gongalves et al., 2011), suggesting a possible role for pH in
regulating glycogen synthesis.

PacC has been extensively studied in A. nidulans 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). In A. nidulans,
PacC is activated by two successive proteolytic cleavage steps at the C-terminus, the first
being pH-dependent and activated by the products of six pal genes while the second is
proteasome-mediated and pH-independent (Diez et al., 2002; Pefias et al., 2007). The
proteolysis lead to the active protein PacC? that contains a DNA-binding domain formed by
three C,H; zinc fingers capable of binding to the core consensus sequence 5-GCCARG-3'
present in the promoters of pH-regulated genes (reviewed in Arst and Penalva, 2003a;
Penalva et al., 2008).

The Rim101p, a PacC orthologue in S. cerevisiae, was initially identified as a positive
regulator of meiosis and rim101 mutants are sensitive to Na* or Li* ions and grow poorly at
low temperatures (Su and Mitchell, 1993). The yeast protein therefore appears to have a
broader role than simply that of promoting alkaline pH-inducible responses (Lamb and
Mitchell, 2003). While Rim101p is associated with the pH response, there are important
differences between PacC and Rim101p. For example, the yeast protein requires only a
single cleavage step to be activated (Li and Mitchell, 1997) and, whereas PacC acts as a
transcriptional activator under alkaline pH, Rim101p exerts its role as a repressor (Lamb and
Mitchell, 2003). In addition, at least three pathways participate in the response to high pH
stress in S. cerevisiae (reviewed in Arifio, 2010). Thus, the molecular mechanisms involved
in the pH response differ among organisms.

PacC orthologues have been identified in numerous filamentous fungi and the role of
PacC as a mediator of pH regulation in fungal pathogenicity was first described in Candida
albicans, in which Rim101p governs pH responses, dimorphism, and pathogenesis (Davis,
2003). In N. crassa, the PACC pathway is involved in the glycosylation of Pi-repressible acid
phosphatase (Nozawa et al., 2003) and in the transcription of the hsp70 gene (Squina et al.,
2010).

In this report, we demonstrated that the pH signaling pathway regulates glycogen
metabolism in N. crassa by a process in which PACC may play a central role. As a PacC
motif was identified in the gsn promoter, and since N. crassa has the six A. nidulans pal gene
orthologues, we investigated the influence of pH on glycogen accumulation and the
regulation of gsn expression. Gel mobility assays showed that recombinant PACC
recognized and bound specifically to the gsn promoter; this binding was confirmed in vivo by
ChIP analysis. We also found that PACC proteolysis may involve a different way from that
described for the A. nidulans protein.

Results

Knockout of the N. crassa pacC gene and growth phenotype analysis

To investigate the role of PACC in the regulation of glycogen metabolism we generated a null
deleted strain by replacing the entire pacC ORF (NCU00090, 1,866 bp) with the bar gene in
a mus-52“° background strain (Figure 1A). The gene replacement and correct integration
were confirmed by PCR analysis of the transformants (Figure 1B). However, we were unable
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to eliminate the mus-52 mutation after crossing the transformants with a wild-type strain due
to the close linkage between the mus-52 and pacC genes. The morphological characteristics
of the pacC*® strain were analyzed by growth on VM agar plates and in race tubes. Since
there were no apparent differences in the phenotypes of the mus-51%° (used as the wild type
in this work) and mus-52“° strains (Ninomiya et al., 2004) we concluded that the growth
defects observed in the pacC*® strain were caused specifically by the absence of the
transcription factor. Linear growth analysis in race tubes showed that both strains grew better
at acid (4.2) and normal (5.8) pH than at alkaline pH and that the pacC*® strain was unable
to grow at alkaline pH (7.8) (Figure 1C). We have also observed an accumulation of brown
pigments after five days under normal growth conditions in flask (Figure 1D), characterized
as melanin and described in other transcription factor mutant strains (Colot et al., 2006).

Radial growth was analyzed in plates after 24 h of growth in VM medium and VM
medium supplemented with yeast extract (Figures 1E and 2). The knockout strain displayed
similar growth to the wild-type strain in both media at acid pH and slightly reduced growth at
normal pH; the mutant strain did not grow at alkaline pH. The wild type and knockout strains
showed enhanced hyphal branching and shorter aerial hyphae in both media at alkaline pH
(Figure 2). However, the knockout strain displayed severe growth defects at alkaline pH,
including a reduction in the extent and production of aerial hyphae. Together, these results
show that PACC is required for growth under alkaline conditions.

Glycogen levels and gene expression under pH stress

The gsn gene is regulated at transcriptional and post-translational levels. We have previously
reported that gene expression and glycogen levels were altered under stress conditions such
as heat shock and carbon starvation (de Paula et al., 2002; Freitas and Bertolini, 2004), both
of which affect glycogen metabolism in N. crassa. The identification of a DNA motif for the pH
signaling regulator PacC in the gsn promoter (Gongalves et al., 2011) prompted us to
investigate whether this gene could be regulated by pH stress. Cells from both strains were
germinated at pH 5.8 and then subjected to acid and alkaline pH stress after which samples
were collected for glycogen quantification and RNA extraction. The glycogen levels in the
pacCK© strain were higher than in the wild-type strain at normal growth pH (pH 5.8) (Figure
3B), indicating that PACC is important for maintaining normal glycogen levels during
vegetative growth. However, under acid stress (pH 4.2), both strains accumulated similar
amounts of glycogen (Figure 3A and 3B), suggesting that PACC does not affect glycogen
accumulation under this condition in agreement with the growth results shown in Figure 1C.
At alkaline pH, there was a decrease in the glycogen levels of both strains compared to the
levels at pH 5.8. The fact that the glycogen level in the pacC*® strain after 30 min of alkaline
stress was similar to that of the non-stressed wild-type strain (Figure 3B, time 0) emphasizes
the role of PACC as a major regulator of glycogen accumulation under alkaline pH stress.

The glycogen levels were also quantified in wild-type cells that were returned to
normal pH after being subjected to acid and alkaline pH stress (RE, recuperation). In both
conditions, the cells were able to adapt to the normal pH although they did not regain the
glycogen levels seen before stress (Figure 3A).

To investigate whether the effect of extracellular pH on glycogen accumulation
resulted from changes in gsn expression we analyzed the levels of gsn mRNA during pH
stress and recuperation at pH 5.8. During acidic stress, the wild-type gsn transcript levels
decreased approximately two-fold after 60 min of incubation (Figure 4A) and did not recover
after returning the cells to normal growth pH (Figure 4A, RE). When cells were transferred to
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alkaline medium, gsn levels decreased markedly during 60 min of stress and recovered to
normal levels after a 60 min incubation at pH 5.8 (Figure 4A). These results indicate that
changes in extracellular pH control gsn expression. We also analyzed the pacC mRNA levels
under pH stress and recuperation at pH 5.8 in the wild-type strain (Figure 4A). The pacC
transcript size was ~3 kb. Whereas pacC expression was low at acid pH, at alkaline pH there
was a marked increase in expression compared to that at physiological pH (5.8), mainly
during the first 15 min of stress. Basal expression was achieved when the mycelia were
transferred back to pH 5.8. The gsn mRNA levels were higher in the pacC® strain than in the
wild type strain at all pH values (Figure 4B), suggesting a repressive role for PACC in gsn
expression. This result explains, at least partially, the glycogen levels shown in Figure 3B.
Expression of the gene encoding glycogen phosphorylase (named here as gpn) was
also analyzed in both strains under acid and alkaline pH stress. There were no differences in
gpn expression between wild type and mutant strains (results not shown) indicating that only
gsn expression is influenced by pH. Together, the results in Figures 3B and 4 suggest that
alkaline pH induces pacC expression and a concomitant decrease in glycogen levels by
down-regulating the gsn gene. These findings characterize gsn as an acid-specific gene.

Glycogen levels and gene expression under combined pH and heat stress

As previously described, heat shock (45 °C) down-regulates gsn expression, resulting in
decreased glycogen accumulation compared to that observed at 30 °C (the normal
temperature of growth) (de Paula et al., 2002; Freitas and Bertolini, 2004). We therefore
examined the effect of a combination of heat and pH stress on glycogen accumulation and
the expression of gsn and pacC in the wild-type strain. For this, cells were germinated at pH
5.8 and transferred to media of different pH preheated to 45 °C. Glycogen levels were
strongly reduced during heat shock, regardless of the pH (Figure 5A, black bars, HS). When
heat stress was removed while maintaining the pH stress, normal glycogen levels were
regained only in media with normal and acid pH (Figure 5A, compare with the results shown
in Figure 3A for pH 4.2). The cells were unable to recover normal glycogen levels at alkaline
pH (Figure 5A, pH 7.8) and they were the same as under heat stress.

The influence of pH and temperature stress on gsn expression was also analyzed, as
an attempt to correlate with glycogen accumulation. The gsn transcript levels were reduced
in cells subjected to heat shock, regardless the media pH (Figure 5B). However, when cells
were transferred back to normal temperature (30 °C) and pH stress was maintained the gsn
expression levels were recovered only at pH 4.2 and 5.8, but not at pH 7.8, in agreement
with the results shown in Figure 5A. As with gsn, pacC expression was strongly repressed by
heat stress at both pH values. In addition, gene expression was recovered after returning the
cells to normal temperature (30 °C) at all pH values (Figure 5B). This interesting result
suggests that the heat signaling pathway apparently elicits stronger cellular responses than
the pH signaling pathway, at least for pacC expression. It is noteworthy the existence of six
STRE (STress Response Elements) and four HSE (Heat Shock Elements) motifs in the pacC
promoter, all of which are DNA elements known to be responsive to heat stress.

Recombinant PACC binds to the gsn promoter

To investigate whether the PacC DNA motif identified in the gsn promoter was, indeed,
recognized by PACC, a gel mobility shift assay was performed using a truncated
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recombinant PACC and a 146 bp DNA fragment containing the PacC core sequence (5'-
CTTGGC-3') as probe. Recombinant PACC bound efficiently to the fragment corresponding
to the PacC recognition motif in the gsn promoter (Figure 6A, lanes 2 and 6, respectively).
DNA-protein binding was reduced in the presence of unlabelled specific competitor (Figure
6A, lanes 3 and 7). The specificity of the DNA-protein complexes was further confirmed by
adding a 27 bp DNA oligonucleotide (oligo pacC) as a specific competitor (Figure 6A, lanes 4
and 8) and by supershift experiments. The addition of anti-PACC antibody to the reaction
increased the molecular mass of the DNA-protein complex, which shifted close to the gel
origin (Figure 6A, lanes 12 and 13).

The specificity of the DNA-protein complex was also confirmed by using a mutated
pacC probe (mpacC) in which the 5'-CTTGGC-3' core sequence was changed to 5'-AAATTA-
3' (Figure 6B). There was a marked reduction in the formation of DNA-protein complex and a
weak complex was only visible after adding 2.0 ug of protein (Figure 6B, lanes 4 and 5), i.e.,
an amount of protein sufficient to produce a strong complex (compare Figure 6A, lane 6 with
6B, lane 4).

Binding of proteins from crude cellular extract to the PacC binding site of the gsn promoter

To investigate whether PACC binding to the gsn promoter was pH-dependent, gel shift
assays were performed with crude cellular extracts from wild-type cells grown under normal
(5.8) and alkaline (7.8) pH. The cellular extracts were fractionated by affinity
chromatography, bound proteins were eluted with a KCI gradient and the fractions were
analyzed for their ability to bind to the pacC probe previously used. Fractions with DNA-
binding activities were identified in extracts from cells grown at both pH conditions (results
not shown). One active chromatographic fraction from each pH was assayed for its binding to
the PacC consensus site of the gsn promoter. DNA-protein complexes were observed when
proteins were incubated with the DNA fragment (Figure 7A, lanes 2 and 7). When the same
fragment was used as a specific competitor in 10-fold molar excess the complexes were
shifted only when crude cellular extract prepared from mycelia grown at pH 5.8 was used as
the protein source (Figure 7A, lane 3). However, the specific competitor oligo pacC was able
to shift the DNA-protein complexes when proteins from both extracts were analyzed (Figure
7A, lanes 4-6, 10 and 11). The binding reaction was apparently stronger when cellular extract
prepared from cells grown at alkaline pH was used as a protein source since the DNA-
protein complex was shifted only at higher oligo pacC concentrations (20- and 30-fold molar
excess). This result indicated the existence of an active PACC protein that specifically bound
to the PacC motif even under normal growth pH (5.8). It is also interesting since low levels of
pacC transcript could be detected in the wild-type cells grown at pH 5.8 (Figure 4A).

We also investigated whether the PACC present in the two cellular extracts had equal
molecular mass since the same protein from A. nidulans grown at alkaline pH has a lower
molecular mass than that observed at normal growth pH (Diez et al., 2002). The presence of
PACC in the cellular extracts was analyzed using polyclonal anti-PACC antibody. The protein
was detected in both cellular extracts and, surprisingly, had the same molecular mass (< 60
kD), which was similar to that of the intermediate PacC form from A. nidulans grown at
alkaline pH (53 kD) (Figure 7B). A single PACC form was identified in the cellular extract
prepared up to 4 h after the cells were shifted to alkaline pH. There was little protein
induction in extracts from 1 h after shifting. The processed PacC* protein described in A.
nidulans grown at alkaline pH was not detected in N. crassa.
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Chromatin immunoprecipitation (ChlP) experiments in the wild type strain were used
to show that N. crassa PACC binds to the gsn promoter in vivo and to assess whether
protein binding was pH-dependent. Figure 7C shows that endogenous PACC associated with
the gsn promoter region containing the PacC motif. In addition, protein association was
observed with genomic DNA extracted from cells grown at normal pH (5.8) and from cells 2 h
after shifting to alkaline pH. Together, these results indicate that N. crassa PACC specifically
associates with the gsn promoter even at pH 5.8, the pH for normal growth, thus confirming
that the protein is active at this pH.

Discussion

Extracellular pH has an important role in cell biology as it regulates gene expression and
consequently influences a variety of cellular processes, such as growth, differentiation and
development. The regulation of gene expression by pH has been widely investigated in
microorganisms because of the great variations in ambient pH that they face in their natural
environments. The ambient pH signaling pathway has been exhaustively studied in the
filamentous fungus A. nidulans and in several yeasts, including S. cerevisiae. In A. nidulans,
pH regulation is mediated by the action of a cascade of proteins (pal gene products) that
leads to activation of the transcription factor PacC. This protein, which has a central role in
the pH signaling pathway, is activated at alkaline pH after two proteolytic cleavage steps and
acts as a transcriptional activator of alkaline-expressed genes (reviewed in Pefialva and Arst,
2004).

In S. cerevisiae, the pathway leading to activation of the Rim101p orthologue shares
similarities with that of PacC. However the mechanism of alkaline pH adaptation is not
exactly the same since Rim101p requires only a single cleavage step to be activated and,
whereas PacC acts either as an activator or repressor, Rim101p is a repressor of the genes
encoding the transcriptional repressors Nrg1p and Smp1p at alkaline pH. Nrg1p is required
for the repression of alkaline pH-inducible genes, including the gene encoding Ena1 Na'-
ATPase, a protein essential for growth at alkaline pH (Lamb and Mitchell, 2003). Thus,
Rim101p is indirectly required for S. cerevisiae adaptation to alkaline stress. In addition to
Rim101p-mediated alkaline pH regulation, there are also Rim101p-independent mechanisms
involved in pH regulation in S. cerevisiae. One is the calcineurin pathway, the activation of
which affects the expression of a number of genes through dephosphorylation of the
transcription factor Crz1 (Serrano et al., 2002). High pH stress triggers a transient rise in
cytoplasmic calcium resulting in calcineurin activation and ENA17 induction through Crz1
(Viladevall et al., 2004). More recently, Platara et al. (2006) described another signaling
pathway involving the protein kinase Snf1p that acts through the Mig2p repressor, i.e., a third
regulatory pathway involved in the response to high pH stress.

The results described here indicate a role for N. crassa PACC as a regulator of
glycogen metabolism through its ability to target GSN via a PacC binding site in the gsn
promoter. The pacC*® strain showed impaired growth at alkaline pH, in agreement with the
better growth of N. crassa at acidic (5.8) compared to alkaline (7.8) pH. Our findings suggest
the existence of a different mechanism of PACC activation under alkaline pH stress when
compared to A. nidulans and S. cerevisiae.
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PACC regulates glycogen levels under pH alkaline stress through regulation of gsn
expression

We investigated the glycogen levels and gsn expression in response to extracellular pH
changes. Our results provide evidence that both processes are under pH control in N.
crassa. Cells of the wild-type strain grown at alkaline pH showed low intracellular glycogen
accumulation and a reduction in gsn transcript levels. In contrast, the pacC*® strain
accumulated similar amounts of glycogen when compared to the non-stressed wild-type
strain and showed high gsn transcript levels at alkaline pH. These results are sufficient to
characterize gsn as a pH-regulated gene, and that it is an acid-specific gene. Many genes
have been reported to be regulated by ambient pH (Espeso and Arst, 2000). In the case of
gsn, the finding that wild type and mutant strains had similar amounts of glycogen at normal
and alkaline pH, respectively, reinforced the criteria for a gene to be regulated by ambient pH
(Arst and Penalva, 2003b). The analysis of pacC gene expression in N. crassa showed that it
was under pH control, as also described for A. nidulans (Tilburn et al., 1995) and other
filamentous fungi (Flaherty et al., 2003; Meyer et al., 2005; Merhej et al., 2011). This
observation supports the fact that, at alkaline pH, the over-expression of pacC controls
glycogen levels by regulating gsn, but not gpn, expression.

The patterns of glycogen accumulation and gene expression under combined pH and
heat stress were very interesting. Whereas glycogen and gsn transcript levels returned to
normal in the wild type strain, this strain was unable to recover normal levels when exposed
concomitantly to heat and alkaline stress. In addition, pacC was not induced under these
conditions. The presence of STRE and HSE maoitifs in the pacC promoter suggests that this
gene is regulated by heat shock. As with gsn down-regulation under heat stress (de Paula et
al., 2002; Freitas and Bertolini, 2004), pacC is another example of a gene in N. crassa
having STRE and HSE binding sites in its 5'-flanking region being down-regulated at the
transcriptional level by heat stress. The gsn promoter has one STRE motif, which was
demonstrated to be involved in the gene transcription modulation when cells were exposed
to heat shock (transferred from 30 °C to 45 °C) (Freitas and Bertolini, 2004).

In S. cerevisiae the STREs are described as cis regulatory motif that mediates the
transcriptional activation of genes through the action of the stress response regulator
proteins Msn2p/4p (Martinez-Pastor et al., 1996). Orthologous proteins have not been
identified in the N. crassa genome database, suggesting that in this organism STRE may
modulate gene expression by an alternative mechanism (Freitas et al., 2008). The activation
of protein kinase A (PKA) leads to Msn2/4p phosphorylation and its cytoplasmic
accumulation, thereby preventing the transcription of STRE-regulated genes (Gorner et al.,
1998). Recently, Casado et al. (2011) demonstrated that the exposure of S. cerevisiae to
alkaline medium resulted in a decrease in cAMP that led to inhibition of the PKA pathway
and the accumulation of Msn2/4p in the nucleus. These data indicate that the adaptative
response to alkaline pH involves PKA-regulated Msn2/4p-mediated gene remodeling. Since
N. crassa lacks Msn2/4p orthologues we hypothesize that the down-regulation of pacC under
heat shock and alkaline pH results from the activation of proteins that mediate gene
transcription regulation under heat stress through STRE. Whether the PKA signaling
pathway is involved in this process remains to be demonstrated. We have previously
reported that a N. crassa mutant strain with an inactive PKA pathway showed hyper-
accumulation of glycogen during growth when compared to the wild-type strain (Freitas et al.,
2010). However, the gsn transcript level was not increased in this strain; rather, GSN was
less phosphorylated in vitro and therefore more active, suggesting that GSN post-
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translational modification is likely to be the main mechanism controlling glycogen
accumulation during vegetative growth when the PKA pathway is inactive.

PACC binds to the gsn promoter in vitro and in vivo and is active at normal and alkaline pH

DNA shift experiments showed that truncated PACC having the DNA-binding domain was
able to bind to a DNA fragment from the gsn promoter containing the PacC binding site. The
DNA-binding reaction was specific, based on three criteria: (1) binding was strongly reduced
when a DNA fragment mutated in the PacC core sequence was used, (2) a DNA
oligonucleotide containing the PacC binding site competed in the binding reactions by
reducing the DNA-protein complexes, and (3) anti-PACC antibody led to a DNA-protein
supershift. Together, these findings revealed that the PacC binding site in the gsn promoter
was the target for the binding of recombinant PACC. DNA-protein complexes were also
observed when crude cellular extracts were used as protein sources. Interestingly, proteins
from extracts prepared from cells grown at normal and alkaline pH were able to bind to the
DNA fragment in vitro and in vivo, and the PACC present in these extracts had the same
molecular mass (< 60 kD).

According to the model for pH-mediated regulation of gene expression in A. nidulans
(Pefialva and Arst, 2004) full-length PacC (PacC’?) is synthesized as an inactive form and an
alkaline signal is transduced by the pal signaling pathway, thereby activating PacC’ to
PacC® and PacC? by two successive proteolytic steps. The S. cerevisiae Rim101p is similar
in size to the A. nidulans protein but they differ in that the yeast protein is proteolytically
processed at the C-terminus by a single cleavage step and the smaller size form (similar to
PacC?) has not been detected (Li and Mitchell, 1997). The results described here suggest
that PACC is subject to only one proteolytic processing step since the molecular mass of the
protein present in cells grown at alkaline pH was lower than the theoretical value of 67 kD.
According to Penas et al. (2007), N. crassa PACC has a conserved protease box that may
lead to a processed form of PACC with a molecular mass of ~55 kD, the size found in our
experiments. The most intriguing result concerning PACC was that the forms detected before
and after pH stress had the same molecular mass, which indicates that alkaline pH is not the
signal for proteolytic processing. Rather, the protein is already processed during growth at
pH 5.8.

The finding that N. crassa has orthologues to all six Pal proteins, including PalH which,
together with Pall, function as membrane pH sensors in A. nidulans (Pefalva and Arst,
2004), is particularly interesting. According to the model proposed for A. nidulans, the pH
signal is transduced to downstream components by PalF phosphorylation and ubiquitination,
leading to endocytosis of the PalF/PalH complex (Herranz et al., 2005). By overexpressing
PalF covalently attached to ubiquitin in a null palH background Hervas-Aguilar et al. (2010)
have shown that PalF ubiquitination activates the signaling pathway under acidic conditions.
The authors concluded that ubiquitination of PalF commands the cascade of intracellular
events that mediate fungal adaptation to environmental pH.

Our results clearly demonstrated that in N. crassa ambient pH controls glycogen
accumulation by regulating gsn expression, i.e., by regulating glycogen synthesis and not
degradation. Although the data point to a central role for PACC many questions remain
unanswered. One major concern is the fact that PACC shows the same molecular mass
before and after alkaline pH stress, indicating that if there is any processing it must occur
independently of ambient pH. Another question relates to the in vivo results showing that
endogenous PACC binds to the gsn promoter even at pH 5.8. If there is protein association
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at both pH values, how are the differences in gsn expression and glycogen content to be
explained? Since N. crassa has all six Pal protein orthologues we might speculate that PalH
may function as a pH sensor, as in A. nidulans, and that all six Pal homologues are active
components of the pH signaling pathway. Finally, is PACC the only regulator of glycogen
accumulation and gsn expression at alkaline pH? Other molecular mechanisms are known to
be involved in adaptation to environmental pH in S. cerevisiae and C. albicans (Kullas et al.,
2007). The results described here reveal interesting differences between N. crassa and A.
nidulans with regard to the pH signaling pathway that deserve to be investigated.

Experimental Procedures

Neurospora crassa strains and growth conditions

Neurospora crassa FGSC#9718 (mat a, mus-51::bar), the wild-type background strain used
in these experiments, was purchased from the Fungal Genetics Stock Center (FGSC,
University of Missouri, Kansas City, MO, USA, http://www.fgsc.net) (McCluskey, 2003). A
pacC knockout mutant strain (pacC*°) was generated following the knockout procedures
described elsewhere (Ninomiya et al., 2004) based on the strains FGSC#9568 (mat a, mus-
52::hyg) and FGSC#2490 (mat A). All strains were maintained on solid Vogel's minimal (VM)
medium, pH 5.8 (Vogel, 1995) containing 2% sucrose at 30 °C.

Conidia from 10 day cultures of wild-type and pacC*® strains were suspended in
sterile water and counted. For radial growth analysis, 107 conidia mlI”" were inoculated onto
plates containing solid VM medium and VM medium supplemented with yeast extract at pH
4.2, 5.8 and 7.8 for 24 h. Images of colony morphology were captured after 24 h using an
AxioCam ICc3 coupled to the stereoscope trinocular Discovery V8 (Zeiss) at 80 X
magnification. For linear growth, conidia were inoculated in race tubes containing VM
medium at pH 4.2, 5.8 and 7.8 and incubated at room temperature. Measurements were
made every 24 h.

For pH stress experiments, 10° conidia mI”" were first germinated in 4 L of VM
medium (pH 5.8) at 30 °C, 250 rpm, for 24 h. After this period, the culture was filtered and the
mycelia divided into three samples. One was frozen in liquid nitrogen and stored at -80 °C for
further processing (control sample, not submitted to stress) while the remaining two samples
were transferred into 1 L of fresh VM medium containing 0.5 % sucrose at pH 4.2 (for acid
stress) and 7.8 (for alkaline stress). Samples (125 ml) from mycelia submitted to both pH
conditions were harvested after different periods of incubation. For the experiments
combining pH and heat stress, mycelia obtained from the wild-type strain after 24 h were
filtered and divided into three samples that were transferred into 1 L of fresh VM medium
containing 0.5 % sucrose at pH 4.2, 5.8 and 7.8 preheated to 45 °C. Samples (125 ml) were
harvested after 30 min incubation and processed as before.

In both stress experiment samples from the wild-type strain were subjected to the
recuperation conditions. The remaining mycelia from the pH stress experiments were filtered
and transferred back into 400 ml of fresh VM medium at pH 5.8 and 30 °C. Samples were
collected after 30, 60 and 120 min of recuperation. For experiments combining pH and heat
stress the remaining mycelia were transferred back into 400 ml of fresh VM medium pre-
heated at 30 °C at the three different pH. Cells from 120 ml samples were harvested after 30,
60 and 120 min of recuperation and processed. The micelial samples were used for glycogen
quantification and RNA extraction.
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Generation of a pacC*° mutant by gene replacement

A strain bearing a deletion in the pacC gene was generated as described by Ninomiya et al.
(2004). Briefly, three PCR fragments were produced using the following pairs of primers:
fragment 1, primers 0090-F1 and 0090-R2, fragment 2, 0090-F2 and 0090-R3, and fragment
3, primers 0090-F3 and 0090-R1 (Table S1). Fragments 1 and 3 contained a 1.5 kb
upstream and downstream of the ORF NCUO00090 (pacC, 1,866 bp), respectively, with an
additional 20 bp overlapping sequence from the bar gene. Both fragments were amplified
from wild-type strain genomic DNA. Fragment 2 contained the bar ORF (1 kb) plus
overlapping sequences from the pacC gene at both ends and was amplified from the p1V9A-
1 plasmid (Freitas and Bertolini, 2004). All three fragments were purified using a Qiagen gel
purification kit, and 100 ng of each fragment was mixed and used to amplify a single
fragment (4 kb) with the primers 0090-F1 and 0090-R1. All PCRs were done using Phusion
High Fidelity Tag polymerase (NEB). The final PCR fragment was purified and used to
transform 10 day conidia from the strain FGSC#9568. Transformants were selected by
plating in medium containing Basta (200 ug ml™"). Correct integration of the fragment into the
genome was detected by PCR using primers 0090-F1 and 0090-R4 that annealed
downstream from the amplified fragment. One transformant containing the right integration
was backcrossed with FGSC#2490 to generate a homokaryotic strain.

pacC cDNA cloning and production and purification of the recombinant protein

The pacC gene encodes a 621 amino acid protein with a theoretical molecular mass of 67
kD. A pacC cDNA fragment (639 bp) encoding the N-terminal region containing the zinc
finger C,H, DNA-binding domain was amplified from the cDNA plasmid library pYADES
(Brunelli and Pall, 1993) with the oligonucleotides 90-F and 90-R2 (Table S1), as previously
described (Goncgalves et al., 2011). For expression of the His-APACC recombinant protein
the E. coli BL21(DE3) pLysS strain harboring the pET-APACC plasmid was used. A
truncated protein encompassing amino acids 1 to 213 fused to an N-terminal Hiss-tag was
produced. Cells were grown at 37 °C in 1 L of LB medium to an ODgq of 0.7 and induced
with IPTG (final concentration 0.4 mM) for 4 h at 37 °C. The cells were harvested by
centrifugation, suspended in buffer A (50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 300 mM NacCl, 20 mM
imidazole, 10 % v/v glycerol, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF, 25 mM benzamidine and 5 ug ml”
each of antipain, leupeptin and pepstatin A) containing 0.5 % Triton X-100 and 5 % Tween
20 and lysed by sonication (5 cycles of 30 s sonication and 30 s on ice). After centrifugation,
the supernatant was subjected to affinity chromatography on a HisTrap HP column (GE
Healthcare) using an AKTA Prime purification system. The recombinant protein was eluted
with a linear gradient of imidazole (20-500 mM) in buffer A and dialyzed two times against 1
L of dialysis buffer (10 mM Tris-HCI, pH 7.9, 100 mM KCI, 10 % v/v glycerol, 1 mM EDTA
and 0.5 mM DTT). The purified protein was analyzed by SDS-PAGE followed by Coomassie
brilliant blue staining (Laemmli, 1970) and was quantified by the Hartree (Hartree, 1972)
method using BSA as standard. The purified His-APacC protein was used to raise antibodies
in rabbits.

Glycogen quantification and gene expression assays

Micelial pads were ground to a fine powder in a pre-chilled mortar in liquid nitrogen and
extracted with lysis buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.6, 100 mM NaF, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF,
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0.1 mM TCLK, 1 mM benzamidine and 1 ug ml™ each of pepstatin and aprotinin). Cell
extracts were clarified by centrifugation (3,000 x g, 10 min, 4 °C) and the supernatants were
used for glycogen and protein quantification. Glycogen was extracted by digestion with
amyloglucosidase (30 mg ml™") and a-amylase (10 mg ml™") after ethanol precipitation, as
previously described (Freitas et al., 2010). Free glucose was measured with a glucose
oxidase kit and the glycogen content was normalized to the total protein concentration. Total
protein was quantified by the Hartree method (Hartree, 1972).

For gene expression analysis by Northern blotting, total RNA was extracted with LiCl
(Sokolovsky et al., 1990) from micelial samples subjected to pH and combined pH and
temperature stress. Total RNA (15 ug) was electrophoresed on a 1.2 % agarose-
formaldehyde denaturing gel (Sambrook and Russel, 2001) at 65 V for 5 h and then
transferred to neutral nylon membranes (Hybond N, GE HealthCare) in 2 x SSC. The blots
were probed either with a 678 bp gsn cDNA or 639 bp pacC cDNA fragments (10°-10° cpm)
radiolabelled with [o-*2P]-dATP (3,000 uCi/mM) by random priming (NEBIot kit, Biolabs) in 10
ml of ULTRAhyb hybridization solution (Ambion) at 42 °C overnight. After hybridization, the
blot was washed twice in 2 x SSC containing 0.1 % SDS for 20 min, and twice in 0.1 x SSC
containing 0.1 % SDS for 20 min followed by exposure to an X-ray film.

The pacC gene was also analyzed at protein level by Western blot. Total proteins
from cells of the wild-type strain cultured at pH 5.8 for 24 h (control) and that subjected to
alkaline pH stress (pH 7.8) for 1, 2, 3 and 4 h were prepared as described for glycogen
extraction using glass beads. Proteins (100 ug) were separated by 12 % SDS-PAGE gels
[42] and electrophoretically transferred to a nitrocellulose membrane. Immunoblotting was
performed with polyclonal anti-PACC antibody and band intensities were normalized to
parallel blots probed with anti-a-tubulin antibody (Sigma). Blots were subsequently probed
with HRP-conjugated secondary antibodies (Sigma) and developed with luminol reagent.

Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

DNA-protein binding reactions were carried out in 30-80 pL of 1 x binding buffer (25 mM
HEPES-KOH, pH 7.9, 20 mM KCI, 10 % v/v glycerol, 1 mM DTT, 0.2 mM EDTA, 0.5 mM
PMSF, 12.5 mM benzamidine and 5 ug ml™" each of antipain and pepstatin A) containing 2
Hg of poly(dl-dC).(dI-dC) as a non-specific competitor and 0.5-5 pg of His-APACC
recombinant protein. In some experiments, 35 ug of protein from chromatographic fractions
(obtained as described below) was used. A radiolabeled DNA probe (~10* cpm) was added
and the reactions were incubated at room temperature for 20 min. Free probe was separated
from DNA-protein complexes by electrophoresis on a native 5 % polyacrylamide gel in 0.5
x-TBE buffer at 300 V, 10 mA and 10 °C. After electrophoresis, the gel was dried and
autoradiographed. For competition assays, an excess of specific DNA competitor was added
to the binding reactions 10 min prior to incubation with the radiolabeled probe.

For the supershift experiments, 5 ug of recombinant His-APACC protein was
incubated with an excess of polyclonal anti-PACC antibody (title 1:500) for 10 min on ice
prior to the addition of radiolabeled pacC probe and further 20 min incubation at room
temperature.

Preparation and fractionation of crude cellular extract for EMSA

Cells from the wild-type strain exposed to alkaline stress (pH 7.8, 60 min) or not (pH 5.8,
control) were used to prepare crude cellular extracts. About 10 mg of frozen mycelia were
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ground to a fine powder in liquid nitrogen in a pre-chilled mortar, homogenized in 20 ml of
lysis buffer (15 mM HEPES-KOH, pH 7.9, 10 % v/v glycerol, 500 mM KCI, 5 mM MgCl,, 0.5
mM EDTA, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF, 25 mM benzamidine, 50 mM NaF and 10 ug ml”’
each of antipain and pepstatin A) and stirred with glass beads in eight cycles that consisted
of 30 s of stirring and 30 s on ice. Crude cellular extract was recovered after centrifugation
(3,200 x g, 2 min, 4 °C), dialyzed against buffer D (15 mM HEPES-KOH, pH 7.9, 15 % v/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 Heparin-Sepharose FF column (GE Healthcare). The
proteins were eluted with a 0.1-1.5 mM KCI linear gradient and the protein fractions were
dialyzed against buffer D containing 0.5 mM PMSF, 25 mM benzamidine and 50 mM NaF
and then frozen in liquid nitrogen and storage at -80 °C. Total protein was quantified by the
Hartree method (Hartree, 1972). Proteins from the chromatographic fractions (35 g of total
protein) were analyzed for their ability to bind to the DNA fragment of the gsn promoter
containing the pacC binding site.

DNA probe and competitors for EMSA

A putative cis PacC motif (6'-GCCAAG-3") was identified in the gsn 5'-flanking region
(starting at nucleotide -1807) by analysis in silico using the Matlinspector tool
(www.genomatix.de). To produce the pacC probe, a 146 bp DNA fragment containing the
PacC motif was amplified from the plV9A-1 plasmid (GenBank#AF417205) using
oligonucleotides PacC-F and GSN-RP3 (Table S1) in the presence of [a-*?P]-dATP (3,000
Ci/mM) and purified on 2 % low-melting point agarose gel. A mutant probe (mpacC) was
prepared by changing the element core sequence from 5-CTTGGC-3' to 5'-AAATTA-3' by
site-directed mutagenesis in a two-step PCR (Ausubel et al., 1996). The oligonucleotide pairs
mPacC-F/GSN-RP2 and pGSN-F/mPacC-R (Table S1) were used in the first reaction to
amplify two fragments, and the oligonucleotide pair pGSN-F/GNS-RP2 was used in a second
reaction to amplify the whole DNA fragment containing the mutation. The 311 bp fragment
was subcloned into the vector pMOS-Blue (GE Healthcare) and the desired mutation was
confirmed by DNA sequencing. For EMSA, the mutant probe (mpacC) was amplified by PCR
in the presence of [a-*?P]-dATP using the oligonucleotides PacC-F and GSN-RP3 and then
purified.

The unlabeled 146 bp pacC probe was used as a specific DNA competitor. A 27 bp
DNA oligonucleotide was also used as a competitor after annealing the complementary
oligonucleotides OligoPacC-F and OligoPacC-R (Table S1). The specific competitors were
quantified by measuring the absorbance at 260 nm and then added to the binding reaction in
a 15- to 40-fold molar excess for the specific competitor and a 1- to 15-fold molar excess for
the DNA oligonucleotide.

ChIP analysis

ChIP assays were performed according to Tamaru et al. (2003), with modifications. Briefly,
the wild-type strain was grown in liquid VM medium at 30 °C, 250 rpm, for 24 h, and
subjected to pH stress as previously described. Micelial samples (125 ml aliquots) were
subsequently transferred into 500 ml flasks and the chromatin was fixed by adding
formaldehyde to 1 % final concentration followed by incubation for 30 min at 30 °C and 250
rom. Formaldehyde was quenched by adding 125 mM glycine to each sample and then
incubating at 30 °C, 250 rpm, for 10 min. Chromatin prepared from each sample was pre-
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cleared with normal rabbit IgG (Upstate) and then immunoprecipitated with polyclonal anti-
PACC antibody and protein A-agarose (Sigma) pre-blocked with sonicated salmon-sperm
DNA. As a negative control, a reaction without anti-PACC antibody was done. The 146 bp
DNA fragment associated with the PACC protein was amplified by PCR using the
oligonucleotides PacC-F and GSN-RP3 and the reaction products were analyzed on a 2 %
agarose gel. A plasmid containing the entire sequence of the gsn gene, including its 5'- and
3'-flanking regions, was used as a positive control for PCR.
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Figure legends

Fig. 1. pacC gene knockout and phenotypic analysis of the mutant strain. (A) Schematic
illustration of the pacC gene knockout strategy. (B) Diagnostic PCR for validation of the pacC
knockout. (C) Linear growth analysis. Apical extension of basal hyphae was determined in
race tubes, as described in Material and Methods. The results shown are the average of
three independent experiments. (D) Melanization. Strains were cultured in 250 ml™ flasks
containing VM medium for 10 days (3 days at 30 °C in the dark and 7 days at room
temperature in ambient light/dark). Melanization can be visualized as brown pigment
formation in the pacCX® strain. (E) Radial growth analysis. Basal hyphae growth was
examined after cultivating the strains on plates containing solid VM medium, as described in
Material and Methods. Growth was expressed as colony diameter.

Fig. 2. Phenotypes of the wild type and pacCX® strains in different pH and nutritional growth
conditions. The strains (10" conidia/ mI"") were cultured on plates containing agar VM
medium and VM medium supplemented with yeast extract (VM + YE) at pH 4.2, 5.8 and 7.8,
in ambient light/dark for 24 h. Hyphae at the colony edge were observed using a
stereoscope.

Fig. 3. Glycogen accumulation during acid and alkaline pH stress. (A) Glycogen content in
the wild type strain. Glycogen was extracted from mycelia grown under physiological
conditions (pH 5.8, control) and under acid (pH 4.2) and alkaline (pH 7.8) stress. After 120
min, the remaining cultures were transferred back to physiological conditions (pH 5.8). The
results shown are the average of at least three independent experiments. (B) Glycogen
content in the pacC*® strain compared to the wild-type strain. 0, cell samples before the pH
shift (control).

Fig. 4. gsn and pacC gene expression during acid and alkaline pH stress. Cells from the wild
type and pacCK® strains were cultivated at pH 5.8 for 24 h and shifted to pH 4.2 and pH 7.8.
Samples were collected and used to extract total RNA. Total RNA (15 pg) was separated by
electrophoresis in a denaturing formaldehyde gel, transferred to nylon membrane and probed
with [a-*?P] radiolabeled 678 bp gsn cDNA or 639 bp pacC cDNA fragments (gel
autoradiographies). The 28 S rRNA was used as a loading control after ethidium bromide
staining. The results shown are the average of at least three independent experiments. (A)
Analysis of the gsn and pacC genes in the wild-type strain at different times after pH shifting.
After pH stress the remaining cultures were transferred back to physiological conditions (RE,
recuperation, pH 5.8) and samples were collected. (B) Analysis of the gsn gene in the
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pacCK® strain compared to the wild-type strain at different times after pH shifting. 0, cell
samples before pH shifting (control).

Fig. 5. Glycogen accumulation and gene expression during combined pH and heat shock
stress. Glycogen and total RNA were extracted from wild-type mycelia cultivated at pH 5.8
and 30 °C for 24 h and then shifted to pH 5.8, 4.2 and 7.8 at 45 °C for 30 min. After 30 min,
the remaining samples were transferred back to the physiological temperature (30 °C) at the
three pH conditions and incubated for different times (RE, recuperation). (A) Accumulation of
glycogen. (B) gsn and pacC gene expression. Total RNA (15 ug) was separated by
electrophoresis in a denaturing formaldehyde gel, transferred to nylon membrane and probed
with the [a-*?P] radiolabeled 678 bp gsn cDNA and 639 bp pacC cDNA fragments (gel
autoradiographies). The 28S rRNA was used as a loading control after ethidium bromide
staining. The results shown are the average of at least three independent experiments. 0,
cell samples before pH shifting (control).

Fig. 6. Binding of recombinant PACC to the gsn promoter. (A) Upper panel, schematic
representation of the pacC probe and the specific competitor oligo pacC. Lower panels, gel
shift analysis using increasing amounts of recombinant PACC in the presence of specific
competitors and polyclonal anti-PACC antibody. Lanes 1, 5 and 9, pacC probe, no protein
added. Lanes 2, 6 and 10, gel shift analysis using 1.0, 2.0 and 5.0 ug of recombinant PACC.
Lanes 3 and 7, gel shift analysis in the presence of the 146 bp specific competitor. Lanes 4
and 8, gel shift analysis using the specific competitor oligo pacC. Lanes 11 to 13, supershift
assay using 5.0, 10.0 and 20.0 pl”" of anti-PACC antibody (1:500). (B) Upper panel,
schematic representation of the mutated mpacC probe. Lower panel, gel shift analysis using
0.5 ug (lane 2), 1.0 ug (lane 3), 2.0 ug (lane 4) and 3.0 ug (lane 5) of recombinant PACC.
Lane 1, mpacC probe, no protein added. O, gel origin; SC, specific competitor; FP, free
probe.

Fig. 7. PACC binds specifically to the gsn promoter region in an alkaline pH-independent
manner. (A) Gel shift analysis using crude cellular extracts fractionated on a Heparin-
Sepharose column. Crude cellular extracts (CCE) from mycelia submitted or not to alkaline
pH stress (pH 7.8) were fractionated by affinity chromatography. A protein fraction (35 ug)
exhibiting DNA-binding activity was assayed in the presence of specific competitors. Lane 1,
pacC probe, no protein added. Lanes 2 and 7, proteins from pH 5.8 and pH 7.8 samples,
respectively, in the absence of competitors. Lanes 3 and 8, DNA band shift in the presence
of the 146 bp pacC specific competitor. Lanes 4 to 6 and 9 to 11, DNA band shifts in the
presence of increasing amounts of the 27 bp DNA oligo pacC as a specific competitor. O, gel
origin; SC, specific competitor; FP, free probe. (B) PACC shows the same molecular mass at
pH 5.8 and pH 7.8. Crude cellular extracts prepared from wild type N. crassa submitted or
not to alkaline pH stress were analyzed by Western blotting using a polyclonal anti-PACC
antibody. The protein a-tubulin (theoretical molecular mass 50 kD) was used as a loading
control. (C) Chromatin immunoprecipitation assay using the polyclonal anti-PACC antibody.
Genomic DNA samples from wild-type N. crassa submitted or not to pH stress were
immunoprecipitated with the anti-PACC antibody and subjected to PCR to amplify a 146 bp
DNA fragment of the gsn promoter containing the pacC motif. A plasmid construction
containing the entire sequence of the gsn gene, including its 5- and 3’-flanking regions, was
used as a positive control. As a negative control, the immunoprecipitation reactions were
performed without the anti-PACC antibody. L, 1 kb DNA ladder
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Anexo 2

Table 1- Oligonucleotides used in this study.

Primer Sequence > " °© Source Name Position ¢
0090-F1 5-CATGCTCATCCGCCGTCAACC-3’ pacC 5’-flanking region - -1505 to -1485
0090-R2 5- CAATATCATCTTCTGTCGACGGTTGCTGCTGTGTGACCG-3 pacC 5°-flanking region - -1to-19
0090-F2 5- CGGTCACACAGCAGCAACCGTCGACAGAAGATGATATTG-3’ pBARGEM7-2 bar ORF -

0090-R3 5- GCCTTCCTTACATGGGGAGCGTCGACCTAAATCTCGGT-3 pBARGEM7-2 bar ORF -

0090-F3 5- ACCGAGATTTAGGTCGACGCTCCCCATGTAAGGAAGGC-3’ pacC 3’-flanking region - 2042 to 2061
0090-R1 5- TAGTATGCTGCGCGGCGATAC-3’ pacC 3’-flanking region - 3455 to 3476
0090-R4 5- GATTGGACAGAAGCAGGGAAG-3 pacC 3’-flanking region - 3565 to 3585
90-F 5-CATATGTCGTCCACACCAGCCCAG-3’ NCU00090 ORF - 1to 21

90-R2 5-GGATCCTTACTTGTGAACTGGAGCCTG-3’ NCU00090 ORF - 639 to 622
PacC-F 5"-GACCCAACAGCCCAACTT-3" gsn promoter pacC probe 1918 to -1901
GSN-RP3 5'-GCAACGAATACTCCCATG-3' gsn promoter pacC probe 1773 to -1790
mPacC-F 5"-GCCGTCTTTGGGCCAGAAATTACGTGAGATCGGGCCCGC-3° gsn promoter mpacC probe -1828 to -1790
mPacC-R 5"-GCGGGCCCGATCTCACGTAATTTCTGGCCCAAAGACGGC-3” gsn promoter mpacC probe -1790 to -1826
pGSN-F 5-TTGGAAAGACGGGACC-3 gsn promoter mpacC probe -2386 to -2370
GSN-RP2 5-CTGTTGACCCTGCGTTACG-3’ gsn promoter mpacC probe -1269 to -1286
HSE-F 5'-GGGGAATTTGTGGCTGA-3" gsn promoter - -2087 to -2071
OligoPacC-F 5-CTTTGGGCCAGCTTGGCCGTGAGATCG-3" gsn promoter oligo pacC -1823 to -1797
OligoPacC-R 5-CGATCTCACGGCCAAGCTGGCCCAAAG-3’ gsn promoter oligo pacC -1797 to -1823

2The Ndel and BamHI restriction sites are underlined in the 90-F and 90-R2 sequences, respectively. "The TAA stop codon inserted in the ORF NCU00090
sequence is represented in bold and italic. “The nucleotides mutated in the pacC motif are represented in bold. “Primers are positioned according to the ATG

start codon.
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o-—» 0o—»

Fig. 6
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Anexo 2

pH 5.8 pH 7.8

CCE = + + + + + + + + + +
SC - o 0y = = = o= iy = = =

oligo pacC = = = 10x20x 30x = = 10x 20x30x o PHTE
0—» T £ £ £ =
kD &8 = N o o«

0

;:]-_--f- u-tubulin

Fig. 7
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