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RESUMO

O fungo Neurospora crassa tem sido amplamente usado como um organismo modelo para 0s
aspectos fundamentais da biologia dos eucariotos. Neste trabalho, foi investigado o papel
funcional de uma ciclina de N. crassa (PCL-1), codificada pela ORF NCUQ08772 e ort6loga a
Pcl10 de Saccharomyces cerevisiae. Na levedura, a proteina Pcl10, em conjunto com a
proteina quinase dependente de ciclina Pho85, fosforila a enzima glicogénio sintase, a enzima
regulatéria da sintese de glicogénio. A fosforilagéo resulta na inativacdo da enzima e, portanto,
em diminuicdo do acumulo de glicogénio. A linhagem Apcl-1 de N. crassa apresentou um
atraso na germinacdo dos conidios e um retardo na progressdo do ciclo celular quando
comparado com a linhagem selvagem, sugerindo que esta ciclina pode regular o
desenvolvimento e a divisdo celular. Além disto, a linhagem nocauteada acumulou niveis mais
elevados de glicogénio que a linhagem selvagem indicando o papel na regulacdo do
metabolismo deste carboidrato. A fosforilagdo da enzima glicogénio sintase de N. crassa
(GSN) foi analisada na linhagem nocaute através de andlises de atividade enzimatica, e os
resultados mostraram que a GSN apresentou baixo indice de fosforilacdo, portanto alta
atividade durante o crescimento, um resultado que pode explicar o alto acimulo de glicogénio
observado. Este resultado foi confirmado por analise de 2D-PAGE seguida por western blot,
utilizando anticorpos anti-GSN. GSN apresentou nha linhagem mutante isoformas menos
fosforiladas que a enzima presente na linhagem selvagem. As proteinas recombinantes
PHO85, PCL-1 foram utilizadas em ensaios de fosforilacdo in vitro da enzima GSN e os
resultados mostraram que a enzima GSN foi fosforilada pelo complexo PHO85/PCL-1 no sitio
putativo Ser636. O papel da ciclina na resposta ao calcio foi investigado, e os resultados
mostraram que a linhagem Apcl-1 mostrou uma resisténcia ao estresse provocado por altas
concentracdes de calcio quando comparada com a linhagem selvagem. Andlises de
expressao génica por RT-gPCR foram realizadas e a linhagem Apcl-1 mostrou estar envolvida
na regulacdo de genes do metabolismo do célcio. Os resultados indicam que a proteina PCL1
de N. crassa pode ser uma ciclina multifuncional e pode estar envolvida na regulagéo de varios

processos celulares essenciais dependendo do ambiente.

Palavras-chave: proteina quinase, ciclina, glicogénio, GSN, PHO85, PCL1.



ABSTRACT

The fungus Neurospora crassa has been widely used a model organism for the fundamental
aspects of eukaryotes biology. This work investigated the functional role of a N. crassa cyclin
(PCL-1), encoded by the ORF NCUO08772, and orthologous to the Saccharomyces cerevisiae
Pcl10 cyclin. In yeast, Pcl10 protein, together with the Pho85 cyclin-dependent protein kinase,
phosphorylates the glycogen synthase enzyme, the regulatory enzyme in glycogen synthesis.
Phosphorylation results in enzyme inactivation and therefore in decreased glycogen
accumulation. The N. crassa Apcl-1 strain showed a delay in conidia germination and in the
progression of the cell cycle compared to the wild-type strain, suggesting that the cyclin may
regulate development and cell division. Furthermore, the mutant strain accumulated higher
glycogen levels than wild-type strain indicating its role in the regulation of the carbohydrate
metabolism. The phosphorylation rate of the N. crassa glycogen synthase (GSN) was analyzed
in the mutant strain by enzymatic activity assays, and the results showed that GSN was less
phosphorylated during growth; therefore, high activity, and this result may explain the high
glycogen accumulation observed in the mutant strain. This result was confirmed by 2D-PAGE
gels followed by western blot using anti-GSN antibodies. The GSN isoforms presented in the
mutant strain were less phosphorylated than the enzyme present in the wild-type strain. The
recombinant proteins PHO85 and PCL-1 were used in in vitro phosphorylation assays of GSN
enzyme, and the results showed that the enzyme was phosphorylated by the PHO85/PCL-1
complex at the putative site Ser636. The role of the cyclin in the response to calcium was
investigated, and the results showed that the Apcl-1 strain is more resistant than the wild-type
strain to the stress caused by high calcium concentration. Gene expression analysis by RT-
gPCR was performed to analyze genes involved in calcium metabolism, and the Apcl-1 strain
showed to regulate the expression of some calcium metabolism genes. The results indicate
that the N. crassa PCL1 cyclin may be multifunctional and may be involved in the regulation of

several cellular processes depending on the environment.

Key-words: protein kinase, cyclin, glycogen, GSN, PHOS85, PCL1
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INTRODUGCAO

1. Neurospora crassa como organismo modelo de estudo

Os fungos abrangem uma enorme diversidade de micro-organismos. Estima-
se que exista cerca de 1,5 milhdes de espécies, entre os fungos filamentosos,
leveduras e basidiomicetos, sendo que menos de 5% destas espécies encontram-se
descritas na literatura (HAWKSWORTH, 2001; MUELLER e SCHMIT, 2004). De
grande importancia biotecnolégica nos ramos alimenticio e farmacéutico, sdo capazes
de sintetizar uma grande variedade de compostos, como enzimas e antibioticos. Além
disso, também séo fundamentais na decomposicdo da matéria organica e reciclagem
de nutrientes da natureza (AZEVEDO, 1997). Os fungos também contribuem com uma
enorme soma de conhecimento para o0 entendimento dos processos genéticos,
bioguimicos e moleculares.

Dentre os fungos filamentosos, Neurospora crassa se destaca como um
excelente organismo modelo, ndo s6 pela sua facilidade de manipulagdo e
desenvolvimento, como também pelos seus aspectos genéticos e sistemas
bioquimicos muito bem estabelecidos (DAVIS e PERKINS, 2002). N. crassa é um
fungo pertencente a classe dos Eumicetos, subclasse Ascomiceta, familia
Sordariacea, subfamilia Sphaeriales (ESSER e KUENEN, 1967) e ficou popularmente
conhecido como o “bolor laranja” nas padarias francesas, em meados do século XIX,
como contaminante de pdes e outras substancias ricas em carboidratos. No inicio do
século XX, foi descoberta a tolerdncia dos ascosporos de N. crassa as altas
temperaturas. No Brasil, um fungo laranja foi descrito por crescer em vegetacdo
submetida a queimada (revisado por PERKINS, 1992).

Neurospora crassa tem nutricdo bastante simples e necessita de apenas uma
Unica fonte de carbono, sais minerais e biotina (METZENBERG, 1979). Por ser de
carater heterotroéfico, utiliza diferentes fontes de carbono, como glicose, manose,
frutose, xilose, sacarose, maltose, celobiose e trealose. O nitrogénio é metabolizado
na forma de amoénia, que pode ser obtida de maneira direta ou indireta, através da
transformacédo de nitritos, nitratos, aminoacidos ou catabolismo de proteinas e acidos
nucléicos. Tem seu crescimento 6timo em pH 5,4, mas é bastante tolerante e
consegue se desenvolver numa faixa de pH variando entre 4,0 e 7,5 (METZENBERG,
1979). Trata-se de um aerébio restrito, ndo patogénico, com um tempo de duplicacédo
de aproximadamente 150 min. Tem um ciclo de vida haploide durante o crescimento
vegetativo, onde aparecem estruturas destinadas a propagacdo do fungo
(macroconidios e microconidios) e dipléide durante a fase sexual de reproducao,
guando ocorre a fusdo de dois nucleos hapléides e a formacdo de nucleos zigéticos
(METZENBERG, 1979) (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo de vida do fungo Neurospora (GYONGYOSI e KALDI, 2014).

Por se tratar de um fungo heterotélico, N. crassa apresenta individuos
sexualmente compativeis de dois tipos, designados A e a. Nenhuma diferenca
morfolégica é observada em linhagens de mating type diferentes e a maioria das
linhagens de tipos sexuais opostos sdo competentes para o cruzamento, sendo que
tanto um tipo quanto o outro pode se comportar como “macho” (doador de nucleo) ou
“fémea” (aceptora de nucleo) (FINCHAN et al., 1979). Resumidamente, a doacgéo de
nucleo ocorre por um macroconideo, microconideo, ou pedaco de hifa que entra em
contato com a estrutura de reproducédo sexual feminina denominada protoperitécio, a
gual somente é formada em resposta a privacdo de nitrogénio (FINCHAN et al., 1979;
METZENBERG, 1979).

Em 2003, sua sequéncia gendmica foi elucidada, alavancando as pesquisas
acerca dos fungos filamentosos (GALAGAN et al., 2003). N. crassa possui um genoma
hapléide de aproximadamente 40 Mb, sendo maior que o0s genomas de
Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe (ambos com cerca de 12
Mb). Este genoma esta organizado em 7 cromossomos, onde estdo distribuidos
10.082 genes. Galagan et al. (2003) encontraram que somente 13% dos genes
identificados 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 na ocasido foi que
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57% do total 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, este organismo compartilha um certo nimero de genes com uma
variedade de grupos taxonémicos e o0 grau de complexidade do seu genoma se
aproxima bastante ao de Drosophila melanogaster (DUNLAP et al., 2007), sugerindo
que N. crassa se relacione melhor com organismos eucariotos superiores do que com
leveduras.

A resolugdo do sequenciamento do genoma de N. crassa permitiu o
aparecimento de uma série de abordagens experimentais na comunidade cientifica,
qgue foram divididas em quatros grande projetos: (1) a criagdo de um banco de
linhagens mutantes (knockout), permitindo a caracterizacdo de genes desconhecidos;
(2) a anotagdo funcional desses genes; (3) a montagem de um perfil transcricional
baseado na criagdo de microarrays de DNA, e (4) a geracdo de um mapa da SNP
(Single Nucleotide Polymorphism) de alta densidade (DUNLAP et al.,, 2007). A
inativagdo de genes considerados alvos pela comunidade cientifica, bem como a
caracterizacdo funcional dos produtos destes genes, somado as andlises fenotipicas
das linhagens mutantes, vem permitindo expandir o conhecimento do genoma
funcional em fungos, por meio da comparagdo de importantes processos biolégicos
entre organismos modelos distintos.

Em N. crassa, dois processos de geracdo de linhagem mutantes estdo bem
descritas: a mutacao por RIP (Repeat Induced Point Mutation) e a técnica de knockout.
A inativacdo por RIP baseia-se na introducao de uma cépia extra do gene alvo no
fungo. Os transformantes, contendo uma cépia adicional do gene, introduzem
mutacfes pontuais na sequéncia gendmica quando submetidos ao cruzamento
seguido de meiose (SELKER, 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
séo suscetiveis ao RIP (SELKER, 1990). O procedimento de knockout € mais rapido e
baseia-se no mecanismo de recombinagdo homoéloga, onde ocorre a troca do gene
alvo por outro a partir das extremidades de sequéncias homologas (NINOMIYA et al.,
2004). A recombinacdo homodloga é um fendbmeno extremamente raro em N. crassa,
porém frequente em S. cerevisiae. Na recombinacdo ndo-homologa, o DNA exdgeno é
integrado em qualquer regido 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
gue se liga nas extremidades do DNA, compondo um complexo de reparacéo das fitas
(WALKER et al.,, 2001). As proteinas Ku70 e Ku80 s&o conservadas tanto em
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leveduras quanto em humanos, e em N. crassa, seus homodlogos foram nomeados
como mus-51 e mus-52, respectivamente. Utilizando destas observagdes, Ninomiya et
al. (2004) desenvolveram um procedimento, baseado na técnica de PCR, para a
inativagéo desses genes e, desta maneira, construir linhagens de N. crassa nas quais
o processo de recombinagdo ndo-homodloga € bloqueado, favorecendo a
recombinagdo homoéloga. Esta técnica de knockout permitiu a construgcédo de cole¢des
de linhagens mutantes de N. crassa, nos genes codificadores de fatores de transcricdo
e proteinas quinases e, assim, alavancar a gen6mica funcional nestes campos.
Atualmente, tais linhagens encontram-se depositadas no Fungal Genetics Stock
Center (FGSC, Kansas City, Missouri, USA), e estao disponiveis para a comunidade

cientifica.

2. Glicogénio. Estrutura e metabolismo

Os micro-organismos possuem a capacidade de utilizar uma grande
variedade de nutrientes com o propoésito de adaptar-se continuamente as mudancas
das condicbes ambientais. Muitos deles, incluindo leveduras e bactérias, acumulam
glicogénio em periodos de abundancia de nutrientes e degradam quando as células
sdo submetidas a certos tipos de estresse, como por exemplo, escassez de nutrientes
(HARRIS, 1997). O glicogénio é uma molécula ramificada, constituida por residuos de
glicose unidos covalentemente por ligacées glicosidicas a-1,4 lineares e a-1,6
ramificadas. Devido a sua estrutura, este carboidrato de reserva € capaz de
armazenar uma grande quantidade de residuos de glicose no interior da célula sem
elevar a osmolaridade intracelular. A ramificacdo da molécula do carboidrato também
€ importante porque permite aumentar a quantidade de extremidades ndo redutoras da
molécula, ocasionando uma rapida mobilizacéo de seus residuos de glicose pela agéo
de enzimas envolvidas em sua degradacdo (MELENDEZ et al., 1997).

De uma forma geral, os processos de sintese e degradacao do glicogénio em
organismos eucariotos evolutivamente distantes sdo muito bem conservados, e
envolvem as mesmas enzimas. A sintese do glicogénio se inicia pela formag&o do
nucleotideo doador de glicose UDP-glicose (UDPG) a partir de glicose-1-fosfato e do
nucleotideo UTP, uma reacdo catalisada pela enzima UDP-glicose pirofosforilase. A
seguir, a sintese continua pela agdo sequencial das enzimas glicogenina, glicogénio
sintase e enzima ramificadora. A enzima glicogenina foi primeiramente caracterizada
na levedura S. cerevisiae e sua acdo catalitica consiste na formacdo de um
oligossacarideo iniciador constituido por 8 a 12 residuos de glicose pela adicao de

residuos glicosil provenientes da UDPG a trés residuos de tirosina da prépria enzima
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em uma reacdo de auto-glicosilacdo (MU et al., 1996; ROACH e SKURAT, 1997). E
importante ressaltar que mesmo tendo a sua estrutura resolvida (GIBBONS et al.,
2002), pouco se sabe sobre como os processos de auto-glicosilacdo e alongamento
do oligossacaridio iniciador do glicogénio sdo catalisados pela enzima glicogenina. O
fungo N. crassa possui uma isoforma de glicogenina (GNN), a qual é constituida por
687 residuos de amino&cidos (PAULA et al., 2005a). Esta proteina apresenta em sua
regido N-terminal seu dominio responsavel por sua autoglicosilacdo, o qual é
constituido por dois sitios de glicosilacao (Tyr 196 e Tyr 198) (PAULA et al., 2005b).
Em sua regido C-terminal, esta proteina apresenta o dominio esponsavel por sua
interagdo com a enzima glcogénio sintase (PAULA et al., 2005b). Os mecanismos
regulatérios da expressdo do gene que codifica a enzima glicogenina ndo sao bem
conhecidos. Entretanto, no fungo N. crassa, sua expressdo € possivelmente
controlada pela disponibilidade de nutrientes e estresse (PAULA et al. 2005a).

Apés a etapa de iniciagdo da sintese, a enzima glicogénio sintase & a
responsavel pela polimerizacdo do oligossacarideo inicial ligado a molécula de
glicogenina. Para isso, residuos glicosil provenientes do UDPG sao adicionados por
meio de ligacbes glicosidicas a-1,4 a extremidade ndo redutora da cadeia
polissacaridica em crescimento. Recentemente, a estrutura tridimensional da enzima
glicogénio sintase de levedura foi resolvida, revelando que esta proteina atua na forma
de um tetramero (BASKARAN et al.,, 2011). Finalmente, a enzima glicosil-(4—6)-
transferase, enzima ramificadora, catalisa a transferéncia de uma cadeia com
aproximadamente 6 ou 7 residuos de glicose a partir de uma extremidade para um
residuo de glicose na mesma cadeia ou em outra distinta, formando as ligacGes
ramificadas a-1,6 da molécula de glicogénio.

O processo de degradacdo do glicogénio envolve as enzimas glicogénio
fosforilase e enzima desramificadora. A enzima glicogénio fosforilase é responsavel
pela clivagem de residuos de glicose unidos por meio de ligagdes a-1,4 nas
extremidades ndo redutoras do glicogénio, liberando glicose-1-fosfato que é convertido
em glicose-6-fosfato pela acdo da enzima fosfoglicomutase. Ja a enzima
desramificadora é responséavel pelas funcdes de transferase e a-(1,6)-glicosidase na
degradacéo do glicogénio. Inicialmente esta enzima transfere 4 a 5 residuos de glicose
a partir de uma ligacdo a-1,6 para uma extremidade néo redutora de outra ramificacao,
assumindo uma funcéo de transferase. Além disso, esta enzima hidroliza o residuo de
glicose no ponto de ramificagdo a-1,6, assumindo uma funcdo de glicosidase. E
importante ressaltar que esta enzima € energicamente menos eficiente em relacdo a
enzima glicogénio fosforilase pelo fato de requerer o consumo de ATP para a liberacao

de residuos livres de glicose. Um modelo esquematico do metabolismo do glicogénio,
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bem como as enzimas envolvidas tanto no processo de sintese quanto na degradacao

do metabolismo do glicogénio pode ser visto na Figura 2.
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Figura 2. Modelo esquemético do metabolismo do glicogénio no fungo N. crassa. Os
nomes das enzimas se referem as definicbes das proteinas em N. crassa (BERTOLINI et al.,
2012). GSN - glicogénio sintase; GPN — glicogénio fosforilase; GNN — glicogenina; PKA —
proteina quinase A; PGM2 — fosfoglicomutase; UDPG-PP — UDPG fosfatase.

3. Controle do metabolismo do glicogénio

A regulagdo do metabolismo de glicogénio tem sido estudada ha décadas
com foco nas atividades das enzimas responsaveis pelas etapas limitantes dos
processos de sintese e degradacdo do glicogénio, ou seja, glicogénio sintase e
glicogénio fosforilase, respectivamente. Sabe-se que 0s processos de sintese e
degradacéo sao regulados de forma simultanea, pois o contetdo do glicogénio celular
esta sujeito a alteracbes em resposta a diversas situagcbes ambientais. Tanto o
processo de sintese quanto o de degradacdo envolvem mecanismos regulatérios
complexos, incluindo os eventos de fosforilacdo reversivel e alosterismo das enzimas,
0s quais operam de maneira antagdnica nestas proteinas (TELLEZ-INON et al., 1969,
FLETTERICK e MADSEN, 1980).

A modulagéo da atividade da enzima glicogénio sintase representa o principal

ponto de controle do metabolismo do carboidrato. Com relagdo a regulagdo por
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fosforilag@o reversivel, esta enzima pode apresentar uma forma desfosforilada, que
caracteriza sua forma ativa e um numero varidvel de formas pouco ativas ou
fosforiladas, as quais diferem em suas dependéncias pela glicose-6-fosfato, seu efetor
alostérico (ROSELL-PEREZ et al., 1962; TELLEZ- INON et al., 1969).

As enzimas glicogénio sintase geralmente sdo conservadas nas suas regioes
centrais enquanto que suas regides N- e C-terminais, onde estdo localizados seus
sitios de fosforilacdo, sdo caracterizadas por variagbes nas sequéncais (ROACH,
1990; BAI et al., 1990; HARDY e ROACH, 1993). Uma vez fosforilada, esta enzima
fica em sua forma inativa, a qual pode ser restaurada por alosterismo efetuado pela
glicose-6-fosfato. Em N. crassa, a via de sinalizacdo dependente de AMPc exerce um
importante mecanismo de controle sobre a atividade desta enzima. Foi observado que
linhagens mutantes do fungo apresentando atividade da enzima proteina quinase
dependente de AMPc (PKA) exacerbada, mostraram alteracdes tanto no acumulo de
glicogénio, como na expressao do gene gsh codificador da enzima glicogénio sintase
(gsn). Além disso, os estudos in vitro também apontaram que esta via de sinalizacao
influencia a fosforilagdo da enzima glicogénio sintase do fungo (GSN) (FREITAS et al.,
2010).

Do ponto de vista regulatério, as enzimas glicogénio sintase melhor
estudadas sdo as de mamiferos e uma das isoformas da levedura S. cerevisiae. Em
mamiferos varios cDNAs foram isolados incluindo de musculo e figado humanos,
musculos de coelho e rato. Nos micro-organismos, também foram isolados os cDNAs
de Dictiostelium discoideum (WILLIAMSON et al., 1996), de Neurospora crassa
(PAULA et al., 2002) e dos genes GSY1 e GSY2 de S. cerevisiae (FARKAS et al.,
1990, 1991). Como consequéncia da era gendmica, também existem varios genes que
codificam as enzimas de bactérias e eucariotos inferiores depositados em bancos de
dados. O alinhamento dessas proteinas permite, de um modo geral, observar a
existéncia uma regido central conservada, e as variagbes nas regibes N- e C-
terminais, como mencionado anteriormente (PEDERSON et al.,, 2000). N. crassa
contém apenas um gene (gsn) codificando a enzima GSN, a qual possui 66% e 67%
de identidade com as proteinas Gsyl e Gsy2 de S. cerevisiae, respectivamente, e
56% e 58% de identidade com a sintases de musculo de coelho e de musculo

humano, respectivamente.

4. Proteinas quinases e regulacdo da enzima glicogénio sintase por

fosforilac&o reversivel
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4.1. Proteinas quinases

Dentre as maneiras pelas quais as vias de sinalizacdo sdo capazes de
controlar as respostas biolégicas em um organismo, a fosforilagdo reversivel de
proteinas, catalisada por diferentes proteinas quinases e fosfatases, pode ser
considerada a principal. As proteinas quinases sdo enzimas que catalisam a
fosforilagcdo de proteinas através da transferéncia de um grupo fosfato da molécula de
ATP e, em casos excepcionais de GTP, para residuos de treonina, serina (quinase
especifica para serina/treonina) ou tirosina (quinase especifica para tirosina). Essas
enzimas sdo a chave central da comunicacdo no controle intracelular, regulacéo e
transducao de sinais. Nos humanos, a fosforilagdo destes residuos de aminoacidos
corresponde, respectivamente, a 86,4% em serinas, 11,8% em treoninas e 1,8% em
tirosinas (OLSEN et al., 2006). As quinases podem existir nas formas ativa e inativa,
as quais sdo reguladas por uma variedade de mecanismos incluindo fosforilagao,
modulagéo alostérica e interagfes proteina-proteina (JOHNSON, 2009).

A primeira demonstracdo de que a fosforilagdo atua como um mecanismo
regulatério foi descrita com a ativacédo da glicogénio fosforilase da sua forma menos
ativa (forma b) para sua forma ativa (forma a) na presenca de ATP (FISCHER e
KREBS, 1955). A glicogénio sintase foi a segunda enzima cujo controle por
fosforilagéo foi descoberto e durante anos este foi considerado o principal mecanismo
de regulagéo do metabolismo de glicogénio.

A conclusdao do Projeto Genoma Humano permitiu reunir as proteinas
guinases em duas categorias principais, segundo seus dominios cataliticos: as
guinases tipicas e as quinases atipicas. As quinases atipicas sao aquelas que
apresentam atividade quinase, mas ndo possuem similaridade com o dominio proteico
quinase tipico. Ja as quinases tipicas sdo aquelas que compartilham de um dominio
quinase caracteristico e estao classificadas em sete familias: a) a familia AGC, que
inclui as quinases PKA, PKG e PKC; b) a familia CAMK, que inclui as quinases
reguladas por Ca?*/calmodulina; c) a familia CK1, que inclui a caseina quinase 1; d) a
familia CMGC, que inclui as quinases dependentes de ciclinas (CdKs), as quinases
ativadas por mitdgenos (MAPKS) e a glicogénio sintase quinase 3 (GSK3); e) a familia
de quinases STE de leveduras; f) a familia das tirosina quinases; g) e a familia das
qguinases tipo tirosina quinases (MANNING et al., 2002). Dentre estas, as principais
quinases que participam da regulacdo de inUmeras vias metabdlicas na maioria dos
organismos sdo as: PKAs, PKCs, MAPKs, CAMKs e CdKs.

As representantes desta vasta familia de proteinas quinases tipicas atuam de

diferentes maneiras sobre os residuos de aminoacidos. A quinase PKA altera as
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atividades de proteinas-alvo fosforilando grupos especificos de serina e treonina. E
ativada por concentracdes de AMP ciclico (AMPc) e, por isso, é também conhecida
como proteina quinase dependente do AMP ciclico (PKA). A PKA existe em todas as
células animais e acredita-se que seja responséavel pelos efeitos do AMP ciclico na
maioria delas. Os substratos da PKA diferem nos diferentes tipos celulares, o que
explica por que os efeitos do AMP ciclico variam tanto dependendo do tipo celular
(ALBERTS et al., 2004).

O célcio (Ca?) é um importante sinalizador celular e, por isso, sua
concentracdo intracelular livre € estritamente regulada. Nos mamiferos, as células
contém um grande numero de proteinas que se complexam ao calcio com diferentes
afinidades e especificidades. Um exemplo que proteina quinase que interage com o
ion calcio é a calmodulina (CaM), uma proteina ativada por cdlcio, que atua em
conjunto com diversas proteinas, incluindo a familia de serina/treonina quinases CaMK
(ALBERTS et al.,, 2004). Outra quinase que interage com o calcio é a PKC. Esta
proteina € uma das trés principais Ser/Thr quinases e participa de eventos de
transducao de sinal, respondendo a estimulos especificos hormonais, neuronais e de
fatores de crescimento. A familia PKC inclui 12 isoformas, as quais sao produtos de
diferentes genes e sdo distribuidas em vérios tecidos, demonstrando diferencas de
acordo com sua localizacdo (ALBERTS et al., 2004). Por analise de homologia de
sequéncias foram identificadas 25 proteinas possivelmente envolvidas com as vias de
sinalizacdo que utilizam o Ca?" como mediador em N. crassa, isto indica que este
fungo apresenta uma complexa magquinaria intracelular regulada por este mediador
(BORKOVICH et al., 2004).

As MAPK sdo proteinas que respondem a estimulos extracelulares regulando
varias atividades, tais como expressao génica, mitose, diferenciacdo celular e
apoptose. A partir da ativagdo advinda de um estimulo, a “cascata das MAPK” é
ativada. Cada cascata é composta por trés MAPKs, a MAP quinase quinase quinase
(MKKK, MEKK ou MAP3K), a MAP quinase quinase (MKK, MEK, ou MAP2K) e a MAP
quinase (MAPK), que sdo ativados em série. Uma MAP3K que é ativada a partir de
estimulos extracelulares, fosforila a MAP2K no seu residuo de serina e treonina, e esta
MAP2K activa uma MAPK através da fosforilacdo em seus residuos de treonina e
tirosina (ALBERTS et al., 2004). A cascata MAPK transmite informacdes aos efetores,
coordena as informacdes recebidas de outras vias de sinalizacdo, amplifica os sinais,
e permitem uma variedade de padrbes de resposta. Elas respondem a diferentes
estimulos por fosforilar componentes do citoplasma e fatores de transcricdo nucleares,
dependendo do contexto celular (COOB, 1999). O exemplo bem caracterizado em

eucariotos de uma cascata MAPK esta na via de Hogl de S. cerevisiae. Ssk2/22
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(MAPKKK) ativa, fosforila Pbs2 (MAPKK) assim se tornando ativa e fosforilando Hog1l
(MAPK) levando ao fenétipo de aumento da osmolaridade celular (BORKOVICH et al.,
2004).

Dentre as proteinas quinases, as Cdks merecem destaque especial, pois
constituem componentes centrais do controle do ciclo celular e sédo responsaveis por
controlar outros mecanismos celulares. As Cdks séo especificamente serina/treonina
quinases e sado ativadas e desativadas dentro das células sucessivamente, na medida
em que o ciclo celular progride. Para que seus dominios quinase sejam ativados, &
necessario que durante o ciclo celular elas se associem as suas ciclinas parceiras, as
quais aparecem e desaparecem ao longo do ciclo celular (HUANG et al., 1998).
Porém, a ativacdo das Cdks ndo depende apenas da ligagdo com suas ciclinas
parceiras; é necessario também a fosforilagdo subsequente de um residuo de treonina
e a desfosforilacdo de um residuo de tirosina na sua sequéncia polipeptidica
(JOHNSON, 2009). Além da interagdo com suas parceiras e dos eventos de
fosforilagé@o reversivel, a atividade das Cdks é regulada negativamente pela interagédo
com subunidades inibitérias conhecidas como inibidores das Cdks ou Ckls (GOLIAS,
et al.,, 2004). Porém as Cdks ndo estdo envolvidas apenas com o ciclo celular,
algumas delas sdo multifuncionais, onde dependendo da sua ciclina parceria ela
exerce uma funcdo especifica, sendo que uma mesma Cdk pode estar envolvida em
varios processos celulares, em S. cerevisiae uma das Cdks mais estudadas é a Pho85
(CARROLL e O'SHEA, 2002)

4.2. Regulagao da enzima glicogénio sintase por fosforilagdo reversivel

As enzimas glicogénio sintases, além de serem reguladas alostericamente
pela G6P, possuem diversos sitios de fosforilagdo os quais funcionam como alvos
para diferentes enzimas quinases. As enzimas melhor caracterizadas em relacéo aos
sitios de fosforilagdo sdo as sintases de musculo de coelho e de S. cerevisiae (Figura
3). A enzima de musculo de coelho possui nove sitios de fosforilagdo, sendo dois N-
terminais e sete C-terminais, designados de 1a, 1b, 2, 2a, 3a, 3b, 3c, 4 e 5 (ROACH,
1990). Enquanto os sitios 2 e 2a (Ser’ e Ser'®) encontram-se na extremidade N-
terminal da molécula, a regido C-terminal abriga um importante dominio regulatério
contendo os sitios de fosforilagdo restantes 3a, 3b, 3c, 4, 5, 1 e 1a (Ser640, Ser644,
Ser648, Ser652, Ser656, Ser697 e Ser710). A fosforilagdo de alguns sitios ocorre de
maneira hierarquica em ambas as extremidades da molécula. O sitio 2a somente é

fosforilado pela caseina quinase | (CKI) apds a formacgéo do sitio de reconhecimento -
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Figura 3. Caracteristicas dos sitios de regulacdo da Glicogénio sintase. Acima estao
representados a arquitetura geral da GS de mamiferos (Muscle e Liver) e de levedura (Gsyl e
Gsy2), onde est4d demonstrado dois pontos de regulagdo, em verde estdo os polos ricos em
arginina (sitio de ligacdo de G6P) e em azul claro estdo as serinas e treoninas fosforiladas
conservadas entre as diferentes enzimas. (ROACH et al., 2012, com modificagdes).

S(P)-XX-S- (FLOTOW et al., 1990), o qual é dado pela fosforilacdo prévia do sitio 2
por diferentes proteinas quinases. Na regido C-terminal, a enzima glicogénio sintase
qguinase 3 (GSK3) fosforila sequencialmente os sitios 4, 3c, 3b e 3a (PICTON et al.,
1980), sendo sua acdo enzimatica dependente da formacdo prévia do sitio de
reconhecimento -S-X-X-X-S(P)- através da fosforilagéo do sitio 5 pela caseina quinase
[l (CKII) (FIOL et al, 1987). Os sitios 2, 2a, 3a e 3b sdo 0s que mais contribuem para
inativagdo da enzima por mecanismos de fosforilacdo enquanto que os sitios 3a e 3b
podem ser fosforilados por mecanismos independentes da fosforilagdo prévia do sitio
5, sem a participagéo da dupla GSK3/CKII (SKURAT et al., 1994).

Comparado a enzima de musculo de coelho, a isoforma predominante de S.
cerevisiae (Gsy2) apresenta apenas os sitios C-terminais 3a, 3b e 4 (Ser®°, Ser%* e
Thr®67), sendo conservados somente os sitios 3a e 3b (HARDY e ROACH, 1993). A
proteina Pho85 foi identificada como sendo uma das quinases que controlam
diretamente a atividade Gsy2 em S. cerevisiae, tal que mutantes no gene PHO85
apresentam uma alta atividade glicogénio sintase, acompanhada de um hiperacimulo
do carboidrato. (TIMBLIN et al.,1996). A Pho85 é uma quinase pertencente a familia
das proteinas quinases dependentes de ciclina (CDK — Cyclin Dependent Kinase). As

proteinas CDKs apresentam mudltiplas funcfes celulares e necessitam estar ligadas a
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uma ciclina parceira, que as direcionam aos alvos a serem fosforilados. Em S.
cerevisiae, as ciclinas Pcl8 e Pcll0 foram mostradas como sendo as proteinas
parceiras da Pho85, tornando-a especifica para atuar sobre o metabolismo do
glicogénio. HUANG et al. (1998) demonstraram que o complexo quinase Pcl10-Pho85
interage e fosforila a proteinas Gsy2. A delecao dos genes PCL8 e PCL10, bem como
do gene PHOS85, levaram a uma hiperativagéo da enzima Gsy2 na linhagem mutante,
a qual foi acompanhada de um hiperacimulo de glicogénio (HUANG et al., 1998).

Além das ciclinas Pcl8 e Pcl10, também foi mostrado que as ciclinas Pcl6 e
Pcl7 estdo envolvidas no metabolismo de glicogénio (WILSON et al., 2005). A proteina
quinase Psk1 também mostrou exercer uma regulacdo direta na atividade Gsy2. Em S.
cerevisiae, a proteina Pskl é responsavel pela regulacdo da sintese de proteinas
durante o processo de traducdo e também atua regulando o metabolismo de
glicogénio e trealose (RUTTER et al.,, 2002). O duplo mutante pskl/psk2 de S.
cerevisiae acumula 3 a 4 vezes mais glicogénio e trealose comparado a linhagem
selvagem. Além disso, esta linhagem mutante ainda apresenta a atividade Gsy2
aumentada e a proteina Psk2 mostrou fosforilar diretamente a enzima Gsy2 in vitro
(RUTTER et al., 2002)

Além das quinases mencionadas até o0 momento, existem outras que também
demonstraram estar envolvidas no processo fosforilacdo reversivel da glicogénio
sintase (GS) em S. cerevisiae, mas de uma maneira indireta. Um exemplo é a proteina
PKA (HARDY e ROACH, 1993). Quando a via PKA esta constitutivamente ativa na
levedura, a expressdo da enzima Gsy2 se apresenta muito baixa e o acumulo de
glicogénio ndo ocorre por que a enzima se apresenta altamente fosforilada. Porém, o
mecanismo pela qual a PKA regula a fosforilacdo de Gsy2 nao esta totalmente
elucidado (WILSON et al., 2010). Outra proteinas quinase que atua de maneira
indireta na fosforilagdo da Gsy2 é a Snfl, uma proteina ortéloga a quinase dependente
de AMP (AMPK) de mamiferos (CARLING et al., 1994), e que é requerida para a
expressao de genes que codificam enzimas necessarias para o metabolismo de fonte
de carbono alternativas, tais como glicerol e galactose. Esta quinase mostrou regular
de maneira indireta e positiva 0 metabolismo do glicogénio, provavelmente devido a
regulagéo do estado de fosforilagdo da isoforma Gsy2 (THOMPSON-JAEGER, 1991),
uma vez que ceélulas mutantes snfl, as quais se caracterizam por ndo acumular
glicogénio, quando complementadas com a forma truncada na extremidade C-terminal
da enzima Gsy2 sdo capazes de restaurar o fendtipo para acumulo de glicogénio
(HARDY et al.,, 1994). Ainda, linhagens duplo-mutante snfl pho85 mostraram-se
capazes de suprimir o0 acumulo de glicogénio defectivo dos mutantes snfl, indicando

que Snfl e Pho85 atuam de maneira antagbnica com relacdo ao acumulo do
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carboidrato na levedura. (WANG et al., 2001). Estudos de epistasia mostraram que
estas quinases podem fazer parte de uma mesma via de sinalizacdo, onde a proteina
Snfl estaria regulando negativamente a atividade quinase da proteina Pho85 dentro
desta mesma via ou entdo, em outra via distinta. No entanto, células de levedura
triplos mutantes snfl pcl8 pcl10 mostraram-se capazes de recuperar a atividade Gsy2
sem, contudo, restaurar o acumulo de glicogénio, sugerindo outras maneiras de
controle da atividade exercida pela quinase Snfl, independentes da Pho85 (HUANG et
al., 1998).

O fungo N. crassa, possui apenas os sitios C-terminais 3a, 3b, 4 e 5 da
enzima de musculo de coelho conservados na GSN, que correspondem aos residuos
Ser®32 (3a), Ser®%® (3b), Tyr®* (4) e Tyr®*® (5) (PAULA et al., 2002). MutacgGes sitio-
dirigidas nestes residuos de forma Unica, dupla, tripla ou nos quatro sitios, mostraram
gque a proteina ainda é capaz de ser fosforilada in vitro (BARBOSA, 2007), o que
sugeriu que sitios de fosforilagdo adicionais podem existir. Ensaios de fosforilagdo
utilizando extratos celulares de linhagens de N. crassa apresentando atividade
adenilato ciclase deficiente (mutantes cr-1 ou mcb) demonstraram que a fosforilacao
da GSN é dependente em grande parte da presenca de AMPc, embora outros
mecanismos de fosforilagdo independentes de AMPc também devam ocorrer (PAULA
et al., 2002; FREITAS et al., 2010).

Com a finalizacdo do sequenciamento do genoma de N. crassa (GALAGAN et
al., 2003), uma colecdo de linhagens mutantes contendo genes que codificam
proteinas quinases individualmente nocauteados foram construidas e disponibilizadas
para a comunidade cientifica através do Fungal Genetics Stock Center (FGSC, Kansas
City, Missouri, USA). Esta colecao de linhagens compreende mutantes em proteinas
de diferentes familias de proteinas quinases e foi adquirida pelo nosso laboratério. Um
estudo sistematico de screening foi realizado em nosso laboratério com o objetivo de
identificar proteinas quinases possivelmente envolvidas na regulacdo do metabolismo
do glicogénio. Vérias linhagens mutantes apresentaram alteracdes nos perfis de
acumulo de glicogénio quando analisadas na condigcdo normal de temperatura de
crescimento e em uma condicdo de estresse, tal como choque térmico. A atividade
glicogénio sintase foi quantificada nas linhagens mutantes e através da relagéo -/+G6P
algumas proteinas quinases foram identificadas como provaveis proteinas regulatorias
qguando comparadas a linhagem selvagem (CANDIDO et al., 2014). Dentre as
proteinas quinases identificadas algumas sdo ortélogos funcionais de proteinas
funcionalmente caracterizadas em outros organismos, tais como a proteina PHO-1
(codificada pela ORF NCU07580) e a proteina ATG-1 (ORF NCU000188). As demais

ainda ndo foram funcionalmente caracterizadas em outros organismos. Estas
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linhagens mutantes se tornaram um material interessante para o inicio dos estudos
acerca dos mecanismos regulatérios de controle pés-traducional em N. crassa, ao qual

permitiu o desenvolvimento deste trabalho.

5. A quinase Pho85 e suas ciclinas parceiras

Como dito anteriormente, a Pho85 é uma importante proteina quinase devido
a sua alta versatilidade, a qual é determinada segundo a sua ciclina parceira, as quais
sdo denominadas Pcls (Pho85 cyclins). A enzima da levedura S. cerevisiae é a melhor
estudada até o momento. Esta proteina foi inicialmente caracterizada por possuir
homologia a Cdk Cdc28 (TOH-E et al., 1988), a qual é uma Cdk de uma familia
altamente conservada cujos membros estdo envolvidos na progressao do ciclo celular
em todos os eucariotos (NASMYTH, 1993). A homologia entre as Cdks Cdc28 e
Pho85 deve-se principalmente ao fato de ambas possuirem o motif PSTAIRE
(aminoacidos EGTPSTAIREISLMKE), o qual é altamente conservado entre as Cdks
(MORGAN, 1997) e fica localizado proximo a regido N-terminal da proteina
(ESPINOZA et al., 1994). O motif PSTAIRE é importante para a funcao da proteina,
especialmente o residuo de aminoacido Glu, o qual se encontra envolvido na
interacdo desta quinase com as suas ciclinas parceiras.

Outros dois dominios importantes estdo presentes na Pho85 de S. cerevisiae,
o dominio rico em glicina (aminoacidos 14-GNGTYATVY-22) e o dominio T-loop
(aminoacidos 163-NTFSSE-168). Outra observagao importante é que a fosforilacdo da
Tyr'® na proteina da levedura contribui para a atividade da mesma, funcionando como
um sinal na discriminacao entre as ciclinas parceiras. Em contrapartida, os residuos de
aminoacidos do dominio T-loop, importantes na funcdo de outras Cdks, ndo séo
importantes na Pho85 (NISHIZAWA et al., 1999).

As ciclinas parceiras da Pho85 foram inicialmente identificadas por homologia
de sequéncia e ensaios de duplo-hibrido e estdo agrupadas em duas subfamilias, com
cinco membros em cada: a subfamilia Pcl1,2, composta pelas ciclinas Pcll, Pcl2, Pcl5,
Pcl9, Clgl e a subfamilia Pho80, composta pelas ciclinas Pho80, Pcl6, Pcl7, Pcl8,
Pcl1l0 (MEASDAY et al.,, 1997). As respostas celulares mediadas pela Pho85 da
levedura incluem a manutencdo da progressdo do ciclo celular e a regulagdo do
metabolismo de nutrientes como fosfato, fonte de carbono e nitrogénio. Na Figura 4
estdo representadas as divisbes das Pcls, segundo suas subfamilias e funcdes
associadas (CARROLL; O'SHEA, 2002).

Devido as interagbes com suas diversas ciclinas parceiras, a Pho85

apresenta papel pleiotrépico (Figura 4), podendo estar envolvida em diversos eventos
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celular, sendo a sua especificidade pelo substrato determinada pela associacdo com
sua ciclina parceira (CARROL e O'SHEA, 2002). Um exemplo desta especificidade
dependente da associagdo da quinase com suas proteinas parceiras é o envolvimento
da Pho85 da levedura S. cerevisiae no metabolismo de glicogénio, quando associada
as ciclinas Pcl8 e Pcl10 (TIMBLIN et al., 1996; HUANG et al., 1998).

Além das ciclinas que direcionam a quinase Pho85 para o controle do
metabolismo do glicogénio, existem outras ciclinas que direcionam esta quinase para
exercer a regulacdo de diferentes processos celulares. A ciclina Pho80 direciona para
o metabolismo do fosfato e sobrevivéncia ao estresse com Ca?', enquanto que as
ciclinas Pcll, Pcl2, Pcl5, Pcl9 e Clgl direcionam para regulacdo do processo de
morfogénese, e as ciclinas Pho80, Pcll e Pcl2 para a regulacdo do ciclo celular
(CARROLL e O'SHEA, 2002; HUANG et al., 2007).
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Figura 4. Diagrama de multifuncionalidade da quinase Pho85. A figura apresenta as
ciclinas divididas em duas sub familias, Pho80 e Pcll,2. Cada pequeno gréafico indica a
participagdo das ciclinas em sua fungéo correlacionada (CARROLL e O'SHEA, 2002).
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OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo principal caracterizar funcionalmente a quinase
dependente de ciclina PHO-1 junto com sua ciclina parceira PCL-1 como proteinas
reguladoras do metabolismo de glicogénio no fungo N. crassa. Além disso, teve como
objetivo atribuir um papel multifuncional a ciclina PCL-1, considerando que h& poucas
ciclinas no genoma de N. crassa, outras funcdes foram investigadas. De forma mais

especifica, os objetivos do trabalho foram:

e Tentar demonstrar o envolvimento da ciclina PCL-1 com o metabolismo de glicogénio
através da quantificacdo de acumulo de glicogénio, atividade glicogénio sintase
(GSN), andlises de expressdo génica, 2D-PAGE seguido de Western blot e

fosforilagéo in vitro da GSN pela quinase PHO-1 e a ciclina parceira PCL-1.

e Tentar atribuir outras fungbes a ciclina PCL-1 demonstrado sua multifuncionalidade
no fungo N. crassa através de analises em ensaios de germinacao, ciclo celular e o
envolvimento desta ciclina na resposta ao estresse provocado por altas
concentracdes de célcio.
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1. Linhagens de Neurospora crassa

Linhagem selvagem:

- FGSC#9718 (a, Amus-51::hyg".

Linhagens mutantes:

- FGSC#18393 (a, NCU08772::hyg") e FGSC#18394 (A, NCU08772::hyg". A ORF
nocauteada codifica para a proteina PCL-1, a proteina de N. crassa homdloga a proteina
Pcl10p de Saccharomyces cerevisiae.

- FGSC#10178 (A, his-3+::Pccg-1-hH1+-sgfp+) nomeada hH1-sgfp. A ORF
inserida no locus his-3 codifica a histona H1 fusionada a proteina fluorescente GFP sob
controle do promotor constitutivo Pccg-1.

- FGSC#18393 (A, NCU06687::hyg"). A linhagem foi denominada Agsn, a ORF
nocauteada codifica a enzima glicogénio sintase (GSN) do fungo N. crassa.

- FGSC#4347 (a, fluffy). Linhagem utilizada para confirmacgéo de Mating type.

Todas as linhagens foram obtidas junto ao FGSC (Fungal Genetics Stock Center),
Manhattan, KS, USA, e tiveram seus nocautes genicos confirmados por PCR.

hH1-sgfp/Apcl-1. Linhagem produzida neste trabalho através do cruzamento das
linhagens FGSC#18393 (a, NCU08772::hyg") e FGSC#10178 (A, his-3+::Pccg-1-hH1+-
sgfp+).

Todas as linhagens foram cultivadas em meio minimo de Vogel (VM, VOGEL,
1956). Este meio é quimicamente definido e foi acrescido de 2% de sacarose. Para a
obtencdo da linhagem hH1-sgfp/Apcl-1 foi utilizado o meio de Synthetic Cross (SC)
(WESTERGAARD e MITCHELL, 1947) no cruzamento. Este meio também é
guimicamente definido e possui uma baixa quantidade de carboidratos propiciando a
formacgédo das estruturas de reproducdo do fungo para a realizagdo do cruzamento. Para
a obtencao de conidios, as diferentes linhagens foram cultivadas em garrafas de vidro
contendo 50 mL de meio VM sdlido, acrescido de sacarose 2%, a 30 °C durante 3 dias.
Em seguida, as culturas foram incubadas sob condi¢cdes de luz e temperatura ambiente
por mais 7 dias. ApGs esse periodo, os conidios das diferentes culturas foram coletados
com agua destilada estéril gelada, filtrados através de gaze estéril e 0 niumero de

células/mL das suspensdes conidiais foram determinados em camara de Neubauer.

2. Meio de cultivo
2.1. Meio de cultivo para N. crassa

2.1.1. Meio minimo de Vogel (VM)
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O meio de cultivo utilizado para o crescimento, manutengcdo das linhagens do
fungo N. crassa e para os experimentos, foi 0 meio minimo de Vogel (VM) (VOGEL,
1956), acrescido de sacarose 2% e biotina (0,1 mg/mL). Para as culturas realizadas em
meio sdlido, o meio VM foi acrescido de agar 2%.

O meio VM é um meio quimicamente definido, preparado a partir da diluicdo de
uma solucdo estoque 50x concentrada. Esta solugcdo estoque é feita a partir da
dissolucao dos seguintes sais, na ordem indicada, em 700 mL de agua destilada:

510 g de citrato de sodio.H>O

250 g de KH2PO4

100 g de NHsNO3

10 g de MgS0O4.7H,0

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

5 mL de solucéo de elementos tracos

Apos a dissolugdo completa dos sais, o volume foi ajustado para 1 L com agua
destilada, s@o adicionados 300 pL de cloroférmio como agente conservante e a solugéo
foi armazenada a 4 °C.

A solucéo de elementos tracos utilizada para o preparo do meio VM € obtida pela
dissolug&o completa dos compostos citados a seguir, em 90 mL de agua:

5,0 g de MgS0..7H.0

5,0 g de acido citrico.H.O

5,0 g de ZnS04.7H,0

1,0 g de F(NH.)2.(S0O4)2.6H.0 0,25 g de CuS0O4.5H,0

0,05 g de MnS0O4.H,0

0,05 g de H3BO3

0,05 g de NaMo004.2H,0

As linhagens foram mantidas em meio VM contendo o antibiético higromicina, na

concentracdo de 0,2 mg/mL e estocadas a -20 °C.

2.1.2 Meio Synthetic Cross (SC)

O meio de cultivo utilizado para o cruzamento das linhagens do fungo N. crassa
foi o meio Synthetic Cross (SC) (WESTERGAARD e MITCHELL, 1947), acrescido de
sacarose 0,5%, biotina (0,1 mg/mL) e agar 2%. O meio SC é um meio quimicamente
definido, preparado a partir da diluicAo de uma solugdo estoque 2x concentrada. Esta
solucéo estoque ¢ feita a partir da dissolucao dos seguintes sais, na ordem indicada, em
3 L de agua destilada:

6,0 g de KNO3
4,2 g de K:HPO4
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3,0 g de KH2PO,
3,0 g de MgS0..7H,0
0,6 g de NaCl
0,6 mL de solucéo de elementos tracos (a mesma solugédo do meio de
cultura VM).
Apoés a dissolucdo completa dos sais, o volume foi ajustado para 3 L com agua
destilada, sdo adicionados 2 mL de cloroférmio como agente conservante e a solu¢ao foi

armazenada a 4 °C.

2.2. E. coli
2.2.1. 2YT + 0,2% Glicose

1,6% triptona

1,0% extrato de levedura

0,5% NaCl

0,2% glicose

Para culturas solidas foi adicionado ao meio 2% de agar.

2.2.2. Luria-Bertani (LB)

1,0% Triptona
0,5% Extrato de Levedura
1,0% NaCl

3. Obtencao de amostras miceliais durante o crescimento do fungo

Para os experimentos de crescimento do fungo, uma suspensdo de conidios
contendo aproximadamente 107 células/mL foi inoculada em 500 mL de meio VM liquido
e incubada a 30°C/250 rpm. Amostras de 50 mL foram coletadas a cada 12 h totalizando
72 h de crescimento, os micélios foram coletados por filtracdo e as amostras foram
rapidamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C para a realizagéo
das analises. Estas amostras foram utilizadas para a quantificacdo de glicogénio,
guantificacdo da atividade glicogénio sintase e analise da expressao génica.

Alguns experimentos foram realizados para analisar o crescimento celular do
fungo através da quantificacdo da massa seca. Para isto, uma suspensao de conidios
(aproximadamente 107 células/mL) foi inoculada em 100 mL de meio VM liquido a 30°C,
sob agitacdo constante de 250 rpm. Volumes de 20 mL foram removidos nos tempos de

12, 24, 36 e 48 h, as amostras foram filtradas e secas a 98°C por 16 h. Apés este
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periodo, as amostras foram pesadas.

4. Preparo do extrato celular bruto e determinagcdo do conteudo de

glicogénio

Para o preparo do extrato celular bruto, uma pequena quantidade de cada uma
das amostras congeladas foi totalmente pulverizada em nitrogénio liquido, em gral de
porcelana. Em seguida, aproximadamente 200 mg de cada uma das amostras
pulverizadas foi transferida para um tubo eppendorf de 1,5 mL contendo 1 mL de tampéao
de lise gelado (Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaF 50 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM,
benzamidina 1 mM, TLCK 2 mM, aprotinina e pepstatina, 1 pg/mL de cada) e
homogeneizada em vortex. Os sobrenadantes foram isolados apds centrifugagéo (10.000
X g/10 min/4°C), transferidos em tubos eppendorf limpos e usados para a determinacao
do conteddo de glicogénio e de proteinas totais (HARTREE, 1972), utilizando BSA como
padréo.

O contetdo de glicogénio foi determinado nas linhagens selvagem e mutante do
fungo, através da digestdo do glicogénio com a-amilase e amiloglicosidase, apos
precipitacdo com etanol, de acordo com protocolo descrito por Hardy e Roach (1993).
Para isto, as proteinas contidas em 100 yL de cada uma das amostras foram precipitadas
com 25 uL de uma solugdo TCA 50% a 10.000 x g, 4°C, 15 min. Os sobrenadantes foram
entdo transferidos para novos tubos, misturados com 4 volumes de etanol absoluto
gelado durante 30 min a -80°C e centrifugados a 20.000 x g, 15 min, 4°C. Os precipitados
contendo glicogénio foram dissolvidos em 400 uL de uma solugcdo tampao (acetato de
sédio 50 mM pH 5,2, CaCl2 5 mM) contendo 1 uL de cada uma das enzimas
amiloglicosidase (30 mg/mL, em tamp&o acetato de sodio 50 mM pH 5,2, CaCl2 5 mM) e
a-amilase (10 mg/mL, no mesmo tampéo) e incubados a 37°C durante 12 h. Um volume
de 12,5 pyL de cada uma das amostras digeridas foi tomada para a determinagdo do
conteudo de glicose livre, utilizando o kit Glicose PAP Liquiform (Labtest) num
comprimento de onda de 550 nm. O contetdo de glicogénio das amostras foi expresso

em ug glicogénio/mg de proteinas totais.
5. Ensaio de atividade da enzima glicogénio sintase
As amostras para a realizacdo do ensaio de atividade da enzima glicogénio

sintase (GS) foram as mesmas utilizadas para a quantificagdo de glicogénio diferindo no

tampéo utilizado. Para o preparo do extrato celular bruto, uma pequena quantidade de
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cada um dos micélios congelados foi totalmente pulverizada em nitrogénio liquido, em
gral de porcelana. Em seguida, aproximadamente 200 mg de cada uma das amostras foi
transferida para um tubo eppendorf de 1,5 mL contendo 1 mL de um tamp&o de lise
gelado (HEPES 50 mM, pH 7,4, KCI 137 mM, glicerol 10% acrescido de inibidores de
proteases PMSF 10 mM) e homogeneizada em vortex. As fracbes sobrenadantes foram
isoladas apods centrifugacdo (7.000 x g/10 min/4°C), recolhidas em tubos eppendorf
limpos e usadas para a determinacdo da atividade GS e de proteinas totais (HARTREE,
1972), utilizando BSA como padréo.

A atividade GS foi dosada através do método de Thomas (1968), com
modificacBes. A atividade foi medida pela incorporacéo de unidades glicosil a partir da
UDP-[U-1*C]-glicose (UDPG) a moléculas de glicogénio. O ensaio foi realizado na
auséncia e presenca de 7,2 mM de glicose-6-fosfato (G6P), o qual constitui o ativador
alostérico da enzima glicogénio sintase. Uma aliquota de 15 uL do extrato proteico bruto
foi adicionado em um tubo eppendorf contendo 30 yL do “mix” de reag&o (Tris-HCI 50
mM, pH 7,8, UDPG 4,44 mM, glicogénio 0,67%, EDTA 2 mM, NaF 25 mM,14C-
UDPG,1uL265 mCi/mmol). Quando presente, G6P foi adicionada na concentracdo final
de 7,2 mM por reacdo. A mistura foi incubada a 30°C por 30 min, ao final do tempo, 35 pL
da reacdo foi depositada em pedacos de papel de Whatman P81 (2 x 2 cm), e
imediatamente mergulhados em solucdo de etanol 66% gelado, sob agitacdo. Trés
lavagens sucessivas em etanol 66% foram realizadas para a remocgédo de UDP-[U-*C]-
glicose livre e os papéis foram secos a temperatura ambiente. Apds secagem, a
radioatividade incorporada ao glicogénio foi medida por cintilagéo liquida em um cintilador
Beckman LS6500.

6. Identificacdo de isoformas fosforiladas da enzima GSN

A identificacdo foi realizada por fracionando as amostras proteicas através de

eletroforese bidimensional seguida de Western blot.

6.1. Extracdo de proteinas totais para a eletroforese bidimensional

Para a obtencdo das amostras utilizadas nos experimentos de eletroforese
bidimensional, uma suspenséo de conidios contendo aproximadamente 107 células/mL foi
inoculada em 100 mL de meio VM liquido e incubada a 30°C/250 rpm/24 h. Apés esse
periodo, os micélios foram coletados por filtragdo e as amostras foram rapidamente
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C. Para o preparo do extrato

celular bruto, uma pequena quantidade de cada uma das amostras congeladas foi

24



MATERIAIS E METODOS

totalmente pulverizada em nitrogénio liquido, em gral de porcelana. Em seguida,
aproximadamente 200 mg de cada amostra foi transferida para um tubo eppendorf de 1,5
mL contendo 1 mL de um tampéao de lise gelado (HEPES 50 mM pH 7,4; NaCl 137 mM;
10% glicerol) acrescido de inibidores de proteases (PMSF 100 mM; leupeptina 1 mM e
pepstatina 1 mM) e dos inibidores de fosfatases (NaF 25 mM; EDTA 1 mM e Na4sP»07 10
mM) e homogeneizada em vortex. O rompimento celular foi finalizado com a utilizacéo de
glass beads (Sigma 1.180 p) em 8 ciclos de homogeneizacdo em vortex por 30 s e
intervalos de 30 s em gelo. As fracdes sobrenadantes foram isoladas apds centrifugacéo
(10.000 x g/10 min/4°C) e recolhidas em tubos eppendorf limpos. Uma amostra do extrato
celular da linhagem selvagem foi submetida ao tratamento com Lambda Protein
Phosphatase (New England Biolabs), seguindo as instructes do fabricante.

As proteinas contidas nas amostras foram precipitadas o kit 2-D clean-UP
(Amersham Biosciences), segundo as instru¢des do fabricante, ressuspensas em tampé&o
de amostra e quantificadas utilizando o kit 2-D Quant (Amersham Biosciences), seguindo

as instrugdes do fabricante.

6.2. Separacao por eletroforese bidimensional

As amostras de proteinas totais foram separadas por 2D-PAGE usando o sistema
de isoeletrofocalizacdo IPGphor™ (GE Healthcare) e tiras Immobiline DryStrip (13 cm,
linear, GE Healthcare) na faixa de pH 4-7, conforme especificacdes do fabricante. Um
volume de solucéo proteica correspondente a 250 ug foi adicionado a 250 uL de solugéo
contendo tampédo de amostra (uréia 7 mM, tioréia 2 mM, CHAPS 4%, Tris-HCI 30 mM,
azul de bromofenol 0,001%), 1,25 pL de IPGbuffer (GE Healthcare), 50 yL de DeStreak
Rehydration Solution (GE Healthcare) e DTT 2,8 mg/mL. Para evitar evaporacdo foi
adicionado IPG Cover Fluid (GE Healthcare) sobre cada tira. Depois de 24 h de
rehidratacao, a eletrofocalizagao foi conduzida com corrente de 50 [JA por tira a 20°C por
100 V (10 h), 500 V (500 Vh), 1000 V (750 Vh), 8000 V (11325 Vh), 8000 V (5067 Vh) e
100 V (10 h), totalizando 19642 Vh.

6.3. Western blot

Ensaios de Western blot foram realizados utilizando o anticorpo primério anti-
glicogénio sintase de N. crassa (anti-GSN) produzido em coelho (disponivel no
laborat6rio) e o anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado com peroxidase,
conforme protocolo descrito por Sambrook e Russell (2001). Para isto, as proteinas

fracionadas ap6s a eletroforese bidimensional foram transferidas para membranas de
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nitrocelulose, com o auxilio do sistema de transferéncia TE 62 Transfer Unity (GE
Healthcare), em tampéo de transferéncia gelado (Tris-HCI 20 mM, pH 8,0; glicina 150 mM
e metanol 200 mL/L), durante 16 h a 100 V. As membranas foram bloqueadas com TBST
1x gelado (Tris-HCI 20 mM, pH 7,5; NaCl 500 mM, Tween-20 0,05%), contendo 6% de
leite em pd desnatado, sob suave agitagdo, a 4°C durante 4 h. Apdés o bloqueio, a
membrana foi lavada 3 vezes, durante 5 min, a temperatura ambiente, com TBST 1x e
em seguida, incubada com o anticorpo primario anti-GSN (1:1.000) em TBST 1x
acrescido de 3% de leite em p6 desnatado, durante 16 h a 4°C, sob suave agitacdo. A
membrana foi lavada novamente 3 vezes, durante 5 min, a temperatura ambiente, com
TBST 1x e em seguida, incubada com o anticorpo secundéario anti-lgG de coelho
conjugado com peroxidase (1:10.000; Sigma) em TBST 1x acrescido de 3% de leite em
p6 desnatado, durante 4 h a 4°C, sob suave agitagdo. A membrana foi novamente lavada
3 vezes com TBST 1x e as proteinas foram reveladas em 10 mL de tampé&o de revelagéo
para peroxidase (Tris-HCI 100 mM, pH 8,5; 1,5 yL de acido p-cumarico; 50 pL de luminol
125 mM e 1,5 pL de peréxido de hidrogénio 100%).

7. Extracdo de RNA e andlise da expressédo génica dos genes relacionados

ao metabolismo do glicogénio

As amostras miceliais foram utilizadas para a extragdo do RNA total, os quais
foram utilizados nas andlises de expressdo génica por RT-gPCR. Foi analisada a
expressao dos genes codificadores das enzimas da sintese do glicogénio (gsn, glicogénio
sintase e gbn, enzima ramificadora) e das enzimas da degradagdo do glicogénio (gpn,
glicogénio fosforilase, gdn, enzima desramificadora) utilizando oligonucleotideos

especificos (Tabela 1).

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados para os experimentos de RT-qPCR.

Primer Sequéncia (5°—3’) ORF
qGSN-F TACCAAGCATCACCACCAACCTCT NCU06687
qGSN-R TGTCTGCGGCTCTTCTGGGTAAAT NCU06687
qGPN-F TGCCAATATCGAAATCACCCGCGA NCUO07027
qGPN-R TCTCGATGGCCTCAAACACCTTGA NCUO07027
qRAMIF-F TCTGCGATGCCGAGTTGT NCU05429
gqRAMIF-R ACTCGTTGCCCTCGAAGT NCU05429
gDESRAM-F TCGGCGGTAATCAAGCCA NCU00743
gDESRAM-R TGAATTTGCCGGCTTCGT NCU00743
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act-F CCATGTACCCTGGTCTCTCCGAC NCU04173
act-R CCACCGATCCAGACGGAGTACTTG NCU04173

7.1. Extracdo de RNA total

O procedimento utilizado para a extracdo de RNA total foi o que utiliza cloreto do
litio descrito por Sokolovsky et al. (1990). Uma pequena quantidade do micélio congelado
foi pulverizada em nitrogénio liquido e o po resultante foi transferido para tubos eppendorf
contendo uma mistura de 750 pL de tampéao 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 min 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 homogeneizacao. Foi feita uma
nova centrifugacdo a 14.000 rpm/4°C/10 min. O RNA contido na fase aquosa foi
precipitado com 0,75 volumes de uma solucéo de LiCl 8 M e mantido a 4°C por 2 h. Apés
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 sédio 3M pH 5,2 e 750 uL 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
solucdo de etanol 70% gelada, seco e solubilizado em 50-100 pL de agua previamente
tratada com DEPC. A concentracdo do RNA foi determinada por absorbancia a 260 nm
em espectrofotdbmetro Beckman, modelo DU 640 e sua pureza analisada através da

relacéo de absorbancias 260/280 nm.

7.2. RT-qPCR

As analises da expressao génica dos genes anteriormente relacionados foram
realizadas pela técnica de PCR em tempo real (RT-gPCR). Inicialmente, as amostras de
RNA (10 pg) foram tratadas com DNAse RQ1l RNAse-Free (Promega®). Apés essa
primeira etapa, utilizou-se para a sintese do cDNA o kit SuperScript Il First Strand
(Invitrogen®) e 1 pL de oligo DT (50 puM). As andlises foram realizadas no sistema
StepOnePlus Real-Time PCR (Applied Biosystems®) utilizando como fluoréforo SYBR®
Green e como controle enddgeno o gene act usando o método comparativo AACT (LIVAK
e SCHMITTGEN, 2001). A eficiéncia das reac¢6es variou de 94 a 100%. Foram realizadas
4 réplicas bioldgicas para os experimentos e para cada experimento foram analisadas, no
minimo, 3 réplicas experimentais. tamanho da letra Os dados foram analisados com o

software StepOne v2.1 (Applied Biosystems®).
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8. Clonagem dos cDNAs gsn selvagem e mutantes e purificacdo das
proteinas obtidas

8.1. Clonagem dos cDNAs

A proteina GSN recombinante foi produzida em E. coli na forma selvagem, néo
apresentando mutacBes e nas diferentes formas mutantes em diferentes sitios de
fosforilacdo. Diferentes cDNAs mutados nos sitios de fosforilagdo da GSN foram
previamente construidos no laboratério pelo mestrando Luis C. B. Barbosa. Para a
clonagem dos cDNAs gsn selvagem e mutados, oligonucleotideos apresentando os
respectivos codons de iniciacdo e de terminacéo da traducéo foram desenhados (Tabela
2) baseados na sequéncia nucleotidica do gene depositada no banco de dados de N.
crassa (http://www. broad.mit.edu/annotation/genome/neurospora/Home.html) e
adicionados de sitios para as enzimas de restricdo para a posterior subclonagem dos
mesmos no vetor de expressao pET-SUMO (gentiimente cedido pela Profa. Dr. Ana
Paula U.de Aradijo, IF, USP, Séo Carlos).

Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados para a clonagem molecular.

Sitios de

Gene Pares de Oligonucleotideos Restricao

GSN-BamHI-F: 5-GGCGGATCCATGGCCCACGACAACCG -3
gsn EcoRI e BamHI

GSN-EcoRI-R: 5"- CGCCGGAATTCTITACTCGACTCCTGGAAT -3

Os cédons de iniciagcdo (AUG) e de término (UUA) da sintese proteica estdo representados em
negrito e sublinhados na sequéncia. Os sitios para as enzimas de restricdo encontram-se em
negrito na tabela.

As construcdes plasmidiais, utilizadas como fonte de DNA nas reacbes de PCR,
foram pET-gsn, pET-gsnS632A, pET-gsnS636A, pET-gsnT641A, pET-gsnT645A e pET-
gsnS632A/S626A/T641A/T645A (BARBOSA, 2007) (Figura 5). A reacdo de PCR foi
realizada com a enzima Phusion Flash High-Fidelity (Thermo Scientific), segundo as
recomendacdes do fabricante. Os produtos das reacdes de amplificacéo foram separados
por eletroforese em gel de agarose 1%, em tampao TAE 1x (Tris-HCI 400 mM, pH 8,0,
acido aceético glacial 200 mM, EDTA 10 mM), contendo brometo de etidio 0,5 pg/mL. Os
fragmentos de DNA foram removidos do gel, purificados utilizando o kit GeneClean (MP
Biomedicals) e clonados no vetor pET-SUMO. Para isto, os fragmentos de DNA
purificados e o vetor pET-SUMO vazio foram digeridos com as respectivas enzimas de

restricdo. Posteriormente, foram incubados com a enzima DNA ligase para reagéo de
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Figura 5. Relagdo das proteinas obtidas por mutagénese sitio-dirigida. Sitios conservados em
relacdo a GS de musculo de coelho foram trocados para alanina por mutagénese sitio-dirigida no
trabalho de Barbosa, 2007. O simbolo (]) indica presenca de sitio e o simbolo (X) indica troca de
Ser ou Thr para Ala (BARBOSA, 2007, com modifica¢des).

ligacdo e os produtos das reagdes foram usados para transformar células competentes
da linhagem de E. coli DH10B. Os transformantes foram selecionados em meio de cultura
2YT, contendo canamicina 100 pg/mL e cloranfenicol 34 pg/mL. As colbnias resultantes
foram inoculadas em meio 2YT contendo glicose e os mesmos antibiéticos, os DNAs
plasmidiais dos transformantes foram extraidos e analisados por digestdo com
endonucleases de restricdo e sequenciados para confirmacdo da mutacdo. Culturas
permanentes dos clones positivos carregando as construgdes plasmidiais foram

preparadas e armazenadas a -80 °C.

8.2. Ensaios de producao das proteinas GSN selvagem e mutadas em

diferentes sitios de fosforilacao

As proteinas His-SUMO-GSN, His-SUMO-S632A, His-SUMO-S636A, His-SUMO-
T642A, His-SUMO-T645A e His-SUMO-S632A/S636A/T641A/T645A foram produzidas na
forma recombinante fusionadas a proteina SUMO e a cauda de poli-His na regidao N-
terminal e purificadas através de cromatografia de afinidade. Para isto, as proteinas
recombinantes foram induzidas na presenga de IPTG, as produg¢fes foram purificadas e
confirmadas por Western blot. A seguir, encontram-se descritas, de maneira detalhada,
todas as etapas realizadas.

Os DNAs plasmidiais das constru¢cdes pET-SUMO-gsh, pET-SUMO-gsnS632A,
PET-SUMO-gsnS636A, pET-SUMO-gsnT641A, pET-SUMO-gsnT645A e pET-SUMO-
gsnS632A/S636A/T641A/T645A foram utilizados para transformar células competentes
da linhagem produtora E. coli BL21(DE3)pLys-S. Para cada construgdo um pré-inoculo

fresco contendo células de E. coli foi preparado e inoculado em 1 L de meio LB acrescido
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de canamicina 100 pg/mL e cloranfenicol 34 pg/mL. A cultura foi mantida a 30 °C/250 rpm
até atingir uma DOeoonm de aproximadamente 0,6-0,8. Ao restante das culturas foi
adicionado IPTG numa concentragdo final de 0,1 mM e a expressdo das proteinas
recombinantes foi induzida a 30 °C, 250 rpm, 4 h. As células foram coletadas e
ressuspensas em 100 mL de tampéo de lise gelado (Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 20
mM, glicerol 5%), acrescido de uma mistura de inibidores de proteases (PMSF 0,5 mM,
benzamidina 25 mM). As células foram submetidas a tratamento com lisozima (100
pg/mL) por 20 min em banho de gelo. O rompimento celular final foi finalizado em
sonicador, apos 10 ciclos de 30 s, com intervalos de 1 min em banho de gelo, os restos
celulares foram removidos por centrifugacdo a 23.700 x g, 4 °C, 20 min e os
sobrenadantes contendo as proteinas recombinantes na forma solGvel foram coletados e

submetidos a cromatografia de afinidade conforme procedimento descrito a seguir.

8.3. Andlise das proteinas recombinantes por Western blot

Com o0 objetivo de confirmar a produgcdo e purificagdo das proteinas
recombinantes, o ensaio de Western blot foi realizado, utilizando o anticorpo anti-His
conjugado com fosfatase alcalina, conforme protocolo descrito por Sambrook e Russell
(2001). Para isto, os extratos proteicos foram fracionados por SDS-PAGE 12% e as
proteinas contidas nos mesmos foram transferidas para membranas de nitrocelulose com
o auxilio do sistema de transferéncia Mini Trans-Blot Eletrophoretic Transfer Cell
(BioRad), em tampéo de transferéncia gelado (Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, glicina 150 mM,
de metanol 200 mL/L), durante 4 h, 100 V e 250 mA. As membranas foram bloqueadas
com TBST 1 x gelado (Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, NaCl 500 mM, Tween-20 0,05%),
contendo 6% de leite em p6 desnatado, sob suave agitagéo, a 4 °C durante 16 h. Apos o
blogueio, a membrana foi lavada 3 vezes, durante 5 min, a temperatura ambiente, com
TBST 1 x e, em seguida, incubada com o anticorpo monoclonal anti-His conjugado com
fosfatase alcalina (1:10.000, Sigma) em TBST 1 x acrescido de 3% de leite em poé
desnatado, durante 2 h em temperatura ambiente, sob suave agitagdo. As membranas
foram novamente lavadas 3 x com TBST 1x e as proteinas foram reveladas em 10 mL de
tampéao bicarbonato (NaHCO3; 100 mM, pH 9,8, MgCl, 1 mM), adicionado de 100 pL de
NBT (cloreto p-nitroazul de tetraz6lio 30 mg/mL em DMF 70%, BioRad) e 100 pL de BCIP
(5-bromo-4-cloro-3-indol-fosfato de p-toluidina, 15 mg/mL em DMF, BioRad).

8.4. Purificagdo das proteinas GSN

Apos a confirmagdo da producdo das proteinas recombinantes por Western blot,
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um pré-inoculo fresco contendo células de E. coli carregando a construgdo pET-SUMO-
gsn selvagem e mutantes nos sitios de fosforilagdo, foi preparado e inoculado
separadamente em 1 L de meio LB acrescido de canamicina 100 pg/mL e cloranfenicol
34 pg/mL. As culturas foram mantidas a 30 °C/250 rpm até atingir uma DOsgoonm de
aproximadamente 0,6-0,8. Em seguida, a producdo de cada proteina recombinante foi
induzida nas mesmas condi¢Bes anteriores, as células de cada cultura foram coletadas e
ressuspensas em 100 mL de tampdo de lise gelado acrescido de uma mistura de
inibidores de proteases (PMSF 0,5 mM, DTT 1 mM, benzamidina 25 mM). As células
foram submetidas a tratamento com lisozima (100 pg/mL) por 20 min em banho de gelo.
O rompimento celular final foi finalizado em sonicador, apés 10 ciclos de 30 s, com
intervalos de 1 min em banho de gelo, os restos celulares foram removidos por
centrifugagcdo a 23.700 x g, 4 °C, 20 min e o sobrenadante contendo a proteina
recombinante na forma sollvel foi coletado e submetido a cromatografia de afinidade.

Para isto, as proteinas recombinantes contidas no sobrenadante foram purificadas
por cromatografia de afinidade em coluna de niquel His-Trap (1 mL) (GE Healthcare) no
aparelho de purificagdo Akta Purifier (GE Healthcare). As proteinas fusionadas a proteina
SUMO e a cauda de histidina foram eluidas em um gradiente linear de imidazol na
concentracdo de 30 mM a 500 mM, preparado no mesmo tampdo de homogeneizacao
sem os detergentes. Os produtos purificados foram analisados em gel de poliacrilamida
SDS-PAGE 12% (LAEMMLI, 1970) e a eletroforese foi realizada a temperatura ambiente
a 200 V durante 1 h, no sistema de eletroforese Mini-Protean Ill (Bio-Rad).

9. Producdo e purificacdo da proteina SUMO

A purificacdo da proteina His::SUMO foi realizada por cromatografia de afinidade
em coluna de niquel His-Trap (GE Healthcare) no cromatografo Akta Purifier (GE
Healthcare). A proteina foi produzida em grande escala (1 L de cultura partindo do pré-
indculo) e foi induzida com uma concentracao final de 0,1 mM de IPTG por 37°C /250
rpm/4 h. Apés a lise celular em tampéo de lise gelado (Tris-HCI 50mM, pH7,4, NaCl 500
mM, Imidazol 20 mM acrescido de inibidores de proteases PMSF 1 mM, benzamidina 10
mM) a cromatografia de afinidade foi realizada com um gradiente linear de imidazol na
concentracdo de 20 mM a 500 mM. Os produtos purificados foram analisados em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE 12%. Esta proteina foi utilizada como controle dos

experimentos de fosforilag&o in vitro.

10. Ensaios de fosforilacéo in vitro
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As reacg0Oes de fosforilagcdo das proteinas foram realizadas em um volume final de
reacdo de 25 pL, contendo 25 pg das proteinas alvo His-SUMO-GSN selvagem e
mutantes nos sitios de fosforilagdo, 10 pg da proteina His-PHO-1 (CANDIDO, 2012) e 10
Hg da proteina His-PCL-1 (CANDIDO, 2012) e 5 pL do “mix” ATP/Mg?* (ATP 1 mM,
MgCl, 25 mM, y-*2P-dATP 0,5 pyL com atividade especifica 330 mCi/mmol, ~1.200
com/mmol). A reacao foi incubada a 30°C por 30 min. Apés este periodo, 200 uL da
resina Ni?*-NTA Agarose (Qiagen), equilibrada em tampao de ligacédo (Tris 50 mM, pH
8,0, NaCl 500 mM, imidazol 30mM) foi adicionada. A mistura foi incubada em gelo, sob
leve agitacéo, por 1 h, e a resina foi recuperada por centrifugacdo a 16.000 x g por 1
min, lavada 3 vezes no mesmo tampéao e finalmente ressuspensa em 25 pL de tampéo
de eluicdo (Tris 50 mM pH8,0, NaCl 500 mM, imidazol 500mM). Posteriormente, foi
adicionado 5 pL de tampé&o de amostra SDS-PAGE 5x (Tris 375 mM pH 8,0, glicerol
60%, SDS 12%, azul de bromofenol 0,06%, 2-mercaptoetanol 15%) e a mistura foi
incubada em banho de agua por 5 min. As proteinas foram separadas em géis SDS-
PAGE 12%, os géis foram secos a vacuo e expostos ao filme radiografico T-MAT G/RA
(Kodak). Conjuntamente, foi realizado outro gel sob as mesmas condigbes, mas sem y-
32p-ATP, o qual foi corado com Coomassie blue Brilliant R-250.

11. Mini-extragdo de DNA plasmidial

O DNA plasmidial foi extraido pelo método de boilling prep descrito por Holmes e
Quigley (1981). As colbdnias bacterianas isoladas foram inoculadas em 5 mL de meio 2YT
acrescido de glicose 0,2% e incubados a 37 °C durante uma noite. Células das culturas
bacterianas foram coletadas em tubos eppendorf de 1,5 mL e suspensas em 350 pL de
solugdo STET (Tris 10 mM, pH 8,0, sacarose 8%, Triton X-100 0,5%, EDTA 50 mM)
contendo lisozima 30 mg/mL. As suspensfes celulares foram submetidas a choque
térmico em banho-maria fervente durante 40 s e imediatamente resfriadas a -20 °C, 10
min. Os restos celulares foram isolados ap6s centrifugacéo (16.100 x g, 10 min, 4 °C) e
os acidos nucléicos contidos no sobrenadante foram precipitados pela adi¢cdo de 40 pL de
acetato de sédio 3 M pH 5,2 e 420 uL de isopropanol, a -20 °C, 15 min e coletados por
centrifugacéo (16.100 x g, 15 min, 4 °C). Os precipitados foram dissolvidos em 100 pL de
adgua estéril e as proteinas contidas na mistura foram extraidas pela adicdo de fenol
saturado em tampé&o TE a 9.300 x g, 5 min, 4 °C. Os acidos nucléicos contidos na fase
aquosa foram novamente precipitados pela adi¢cdo de 40 pL de acetato de amonio 7,5 M
e 300 pL de etanol absoluto gelado a -20 °C, 15 min, coletados por centrifugacdo (16.100
X g, 15 min, 4 °C), lavados 2 vezes com 750 pL de uma solugédo de etanol 70% gelada,

secos e dissolvidos em 20 pL de agua estéril gelada.
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12. Preparo e transformacéo das células competentes de E. coli

Para o preparo das células competentes da linhagem DH10B de E. coli, células
ndo competentes foram rejuvenescidas em 5 mL de meio 2YT e incubadas a 37 °C a 250
rpm, durante uma noite. Apés a obtencao de células jovens, 500 uL deste crescimento
foram inoculados em 100 mL de meio 2YT e a cultura incubada a 37 °C a 250 rpm até
uma densidade 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. Os concentrados celulares foram
lavados com 40 mL de uma solucdo de CaCl, 100 mM gelada e estéril e dissolvidos em 8
mL de CaCl, 100 mM estéril. As células competentes foram utilizadas para as reacdes de
transformacgéo. Para a transformacao, aproximadamente 5 pyL da reacdo de ligagdo de
cada uma das constru¢fes foram incubados em gelo por 30 minutos com 100 uL de
células competentes. Em seguida, as suspensdes foram submetidas ao choque térmico
pela transferéncia para um banho a 42 °C por 2 min. Ap6és o choque térmico, as
suspensdes foram adicionadas de 400 UL de meio 2YT e novamente incubadas a 37 °C,
60 min. Apés este periodo as células foram plaqueadas em meio 2YT contendo o
antibiético especifico.

13. Ensaios de germinacado e morfologia nuclear

Para a realizacdo destes ensaios, uma suspensao de conidios (aproximadamente
107 células/mL) foi inoculada em 50 mL de meio VM liquido a 30°C, sob agitacdo
constante de 250 rpm. Uma aliquota das amostras foi removida nos tempos de 0, 2, 4, 6,
8, 10 e 12 h de crescimento e as células observadas a fresco sob lamina e laminula no
microscépio Axio Imager A2 (Carl Zeiss), no aumento de 40x e, posteriormente,
fotografadas utilizando a camera AxioCamMRm (Carl Zeiss) e o software AxioVision4.8
(Carl Zeiss).

Para os ensaios de morfologia nuclear, a germinacdo dos conidios foi realizada
em placas de Petri de 5 cm de didmetro contendo uma laminula depositada no centro,
recoberta com 2 mL de meio VM liquido. Uma suspenséo de conidios (107 células/mL) foi
adicionada ao meio de cultura e as placas foram incubadas a 30 °C durante 4, 6 e 8 h.
Ap6s cada tempo analisado, as laminulas foram retiradas e lavadas com PBS 1x e
tratadas com solucéo 1 pg/mL de DAPI (4", 6-diamidino-2-fenil-indol) durante 15 min para
a visualizacao de nucleos. As imagens foram obtidas por microscopia de fluorescéncia
utilizando o microscépio Axio Imager A2 (Zeiss) acoplado a camera Axio Cam MRM e as
imagens processadas utilizando o software AxioVision.

14. Ensaios de massa seca
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Para a realizagdo destes ensaios, uma suspensdo de conidios (aproximadamente
107 células/mL) foi inoculada em 50 mL de meio VM liquido a 30 °C, sob agitagcdo
constante de 250 rpm. O micélio foi filtrado para a retirada do meio de cultura liquido e
secos em estufa a 98°C por 16 h. A massa seca foi pesada em balanca analitica na
unidade gramas. As medidas de massa seca foram realizadas nos tempos nos tempos
12, 24, 36 e 48 h de crescimento para investigar se o retardo ha germinacgdo resulta em

alteracBes no crescimento celular.

15. Cruzamento das linhagens hH1-sfgfp e Apcl-1 e andlise da progresséo

do ciclo celular.

Foi realizado um cruzamento entre as linhagens Apcl-1 e hH1-sgfp. A linhagem
hH1-sgfp produz a histona H1 fusionada a GFP o que permite acompanhar a morfologia
nuclear e, portanto, as fases do ciclo celular através de fluorescéncia. Utilizando esta
metodologia é possivel identificar ndcleos em interfase e as diferentes fases do processo
mitotico (ROCA et al., 2010). Para a realizagdo do cruzamento foi utilizado o meio de
cultura SC, foi inoculado 107 conidios da linhagem Apcl-1 inicialmente, apés incubacgéo a
30 °C, 107 conidios da linhagem hH1-sgfp foi inoculado sobre o tapete micelial formado
pela linhagem Apcl-1. Apés 15 dias a temperatura ambiente os protoperitécios foram
recolhidos com agua destilada estéril e selecionados em meio de cultura VM adicionado
de 2% de agar contendo higromicina. ApGs o crescimento, 0s segregantes resistentes a
higromicina foram observados no microscopio de fluorescéncia, as linhagens que
apresentaram resisténcia a higromicina e nucleos fluorescentes foram selecionadas. A
linhagem parental obtida apresentou o genétipo A, his-3+::Pccg-1-hH1+-sgfp
NCU08772::hyg', seu mating type confirmado apds cruzamento com linhagens fluffy e foi
denominada hH1-sgfp Apcl-1. Ap6s a obtengdo e confirmagdo da linhagem hH1-sgfp
Apcl-1, 107 conidios/mL da linhagem hH1-sgfp Apcl-1 foram inoculados em 10 ml meio
VM liquido a 30 °C e 250 rpm e amostras foram removidas a cada hora ao longo de 8 h.
Aliquotas foram coletadas e analisadas por microscopia de fluorescéncia em um
microscépio Axioimager A2 (Zeiss) acoplado a cdmara AxioCam MRm. Foi realizada a
captura de 6 imagens, totalizando a contagem de aproximada de 280 células em cada
tempo. Os nucleos de cada célula foram categorizados em relacéo as diferentes fases da

mitose e contados.

16. Ensaios de estresse com calcio
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Com o objetivo de investigar o papel da ciclina PCL-1 no metabolismo do Ca?* as
linhagens selvagem e Apcll foram crescidas em meio sélido e liquido contendo CaCl, em
altas concentracfes para a realizacao da andlise do crescimento radial e da expresséao

génica de genes envolvidos com o metabolismo do Ca?*, como descrito a seguir.

16.1. Crescimento em meio sélido e liquido contendo CaCl:

Para analisar o crescimento radial as linhagens foram inoculadas em placas de
Petri contendo 30 mL de meio VM sdlido acrescido de sacarose 2 %. Para tal, foram
inoculados 10 yL de uma suspenséao conidial (107 células/mL) e, em seguida, as placas
foram incubadas a 30 °C por 24 e 30 h, na auséncia e na presenca de CaCl,, nas
concentracdes de 1, 5, 10, 50, 100, 200 e 300 mM. ApoOs o crescimento, o diametro
colonial foi medido em centimetros.

Para os experimentos de crescimento do fungo em meio liquido, uma suspenséo
de conidios das linhagens contendo aproximadamente 10’ células/mL foi inoculada em
500 mL de meio VM e incubada a 30 °C, a 250 rpm por 24 h, na auséncia e na presenca
de CaCl, nas concentragdes de 200 e 300 mM. Os micélios foram coletados por filtragéo
e as amostras foram rapidamente congeladas em nitrogénio liqguido e armazenadas a -
80°C para a realizagdo das analises. Estas amostras foram utilizadas para a andlise da

expressao génica.

16.2. Analise da expressédo de genes relacionados ao metabolismo de

calcio

As amostras miceliais foram utilizadas para a extracdo do RNA total e foram
utilizados nas andlises de expressao génica por RT-qPCR. Foi analisada a expressao
dos genes pmr-1, nca-2 e nca-3, aos quais, sdo responsaveis pela codificacdo de
proteinas relacionadas ao metabolismo do Ca?*, utilizando oligonucleotideos especificos

(Tabela 3). As metodologias utilizadas foram as mesmas descritas no item 7.
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Tabela 3. Oligonucleotideos utilizados para os experimentos de RT-qPCR.

Primer Sequéncia (5—>3’) ORF

nca-3-F AAGAAGAAGGAGGGAGAGG NCU05154
nca-3-R CCTTGAACTATGCACTCTCG NCU05154
nca-2-F GCCTGTTCCCTCCTAAGT NCU04736
nca-2-R TCTCCTGCTCCTCATTGAT NCU04736
pmr-1-F GCTCGGACTCCTTGATTTG NCU03292
pmr-1-R ACACCCATATGCCTCCTT NCU03292
tub-2-F CCATGTACCCTGGTCTCTCCGAC NCU04054

tub-2-R CCACCGATCCAGACGGAGTACTTG NCU04054




RESULTADOS (parte 1)

Resultados
Parte T
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Para facilitar a descricdo dos resultados obtidos, a se¢cédo Resultados foi dividida em
trés partes: a que relata o papel da ciclina PCL-1 no metabolismo do glicogénio em N. crassa
(Partel); a que descreve o envolvimento desta ciclina no controle da germinagéo e do ciclo
celular (Parte 2); e os primeiros indicios do envolvimento desta ciclina na regulacdo do
metabolismo do célcio (Parte 3).

Resultados Parte |

1. Identificacdo da proteina PCL-1 de N. crassa

Para identificar a ciclina PCL-1 de N. crassa, inicialmente foi realizada uma busca em
banco de dados, através de Blastp, utilizando as proteinas Pcl6, Pcl7, Pcl8 e Pcl10 de S.
cerevisiae como query. Como resultado, apenas a ORF NCU08772 foi identificada com 29%
de identidade em relag&o a Pcl6, 43% em relacdo a Pcl 7, 42% em relacédo a Pcl8 e 32% em
relacdo a Pcl10. Um alinhamento de sequéncias foi realizado e foi observado uma quantidade
maior de amino&cidos conservados na regido C-terminal das ciclinas, regido onde se encontra
o dominio caracteristico de ciclina (cyclins domain) (Figura 6). Em seguida, a sequéncia
nucleotidica da ORF NCU08772 foi usada como query com o0 objetivo de identificar outras
proteinas paralogas e, novamente, somente a ORF NCU08772 foi identificada. O produto da
ORF foi, portanto, denominado como PCL-1, uma proteina homoéloga as ciclinas de S.
cerevisiae. Em levedura, estas ciclinas sdo denominadas Pcl (de Pho85 cyclins) devido as
suas acdes de direcionamento da proteina quinase Pho85 para um alvo especifico. Na
levedura S. cerevisiae, as ciclinas Pcl6, Pcl7, Pcl8 e Pcl10 direcionam a proteina quinase
Pho85 para exercer a regulagdo do metabolismo do glicogénio e outros eventos celulares
(CARROLL e O'SHEA, 2002). No genoma de N. crassa existem poucas ciclinas e Hong et al.
(2013) identificaram apenas trés relacionadas com o controle do ciclo celular e o ritmo
circadiano. Neste trabalho, foi identificada apenas uma ciclina relacionada a proteina quinase
ortéloga de Pho85 (denominada neste trabalho de PHO-1), a qual foi denominada de PCL-1
(de PHO-1 Cyclin 1) devido a sua fungéo de associagdo com a proteina quinase PHO-1 e o
namero 1 devido ao fato de ser a primeira PCL identificada em N. crassa.

A linhagem contendo a ORF NUCO08772 nocauteada foi adquirida junto ao banco de
linhagens do Fungal Genetics Stock Center (Kansas, KS). O nocaute foi feito através da
insercdo do gene hyg por recombinagdo homdloga, portanto a linhagem néo sintetiza a
proteina PCL-1. A mutacéao foi confirmada por PCR com oligonucleotideos especificos para a
ORF.
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Pcl8
Pcl10
PCL-1
Pclé6
Pcl7

Pcl8
Pcl10
PCL-1
Pclé6
Pcl?7

Pcl8
Pcl10
PCL-1
Pclé6
Pcl7

Pcl8
Pcll0
PCL-1
Pclé6
Pcl7
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Pcl10
PCL-1
Pclé6
Pcl7

Pcl8
Pcl10
PCL-1
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Pcl7

Pcl8
Pcl10
PCL-1
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Pcl7
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Pcl10
PCL-1
Pclé6
Pcl7
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9
14
12
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56
46
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180

—-—-MANDQDPNKSLINDALTRSMSEFYDDDDDNDSDMCRANDEGEDVEDEPLKVGVSQSRN
MDMTKNH--—-—-==————— TTDT-EEFDDGDIR-PVSLGIVDDYNASFEEPLKPKFLOSEN

FSEVNDVLDPLSSIHGPSKKVRFEQQKQQQQHQQLHNDFNTDFNLKEJSKAMGVEQLIQ
FSDLTSEWDQSRSNTPGL—--—- AEGK----—--—- TEKAQPCGTTDSEKNEIHVEQLLE
————————————————————————————————————————————— VMEBNPEHG-—-—-—-
————————————— KG-——-—-—=-—-———————————————————DRJERJs TNA- - —— - -
———————————————————————————————————————————— SEERKKTT---—---

BaNe INDHUIN I FRVNSFNSELLSGSGKLPGRVKSDTAT QG| f§RLDSMS I FALED--T
BaNEMNNIUEE N TN INNFQVGLLNGGKGLY SSMGDDS SBCHINGTNFS STSFELGD--D

ASAPTDPPARDAEQRSDSSAP-——-—--—--—-- ATPPP@P PEADPKLFREI TORHTGE
BssprsTls1EsDi-—--—-----—-———————————- BN G f@nvDIR----TDNSQO
——=—TSPI-=—=——————m—m—m—mm Nfipcg-------------—-
LONORENY L DPANASSTTP--—-TVEHHEY SI{LDKALS TRDKEK I/ TNKVNSNSQID
LEDTTGCTSS--[IFD---KDL----FHQONELS@PRR-—-—-- RSPLfgi-—--------

SDODVIY ! YKSPIAALKLLSAGIETLVSFTgD-WPETPPPREPT I PHMEG-—-————- -
SNERRE IV TRUASEETLESQSST--SSME- -lRE-- - -EF- - - SNy ---------

———RENT-— - BcE--—--Hgu---sgiT---------

TENHEEESGNT/ SR TDENE SBE LD Y[ K FDF- - /PP~ - SSAENGEPPDLKLS IECE
spTgFEIGDAlDVEEQDI DD IFSECES 1 TH--BpMGGLE T SLEHDEEED-— - - - ——-—

-MDiEKQS IVRENSEK--NLAR T 00KEATNEPRRE ISPAPORHG-- - —---—-- HPPPS
-2 DBNOARVEMERV - - H-GENUNTINKY Y PVRGEKNNE HOLS DTNN-LNEKJQGTHTV
-prls------ ----—-- s skIfTNPRLESE SSs-HsLLDCS -~ -~ PROAVKKS
ENEKELRRIELMBHYES—————-—-- T PKPL S D@~ KFREN [ELl O LBKK IN-
@8- TkSESENP| @HgIPV---—--—-- DUE/PHISVBAMANFKETHELI KLEGNRK-
REG----HKQEOS/ [8VOLRIPNPTPPPClS -~ - - —————————————————— sEAKSA
@ss----ToEDK NED- - —fsNsoVTPsENATF PTRKL@KML TAL I TKI IK SNERTAA
1fs----EAKIHSIKE - - -lNEQT DVK IlNEAF FPTREL ILMT SALNRW | TANBETTD

————————— DNANTLAIES---EDPOKFINGVMEN PES BrrRE DEReN K@MFGA VRS

————————— CTgF---NliR---VEKKEY SNERMES KETIBs 2N BxReD<@E Y o r TSR
LEPY/|----IVEENS--QPLNTOHSAITRKENS LPErilg | TREg RiiH offeig | T A {§ 8N

TNPSHTQEIENERCLALEDNEKKYLS PV GERGEEVEOHG DOfF ofSle K Felg T N D

vsQQfjs----------- EETEDELLTP I/ ARNMGENVEERAVOFil- o< eg T ND

B YL QLI TRDE - — = — = === — - — - m o m oo
VI F LT Fl TRDG—— —— === — - —mm oo
AR R
SLLIMFE] | SKRCNSVTTTPKANTAKHES PSNESSLDKANRGADKMSACNSNENNENDDS
SLLIMFR  SKNYGHS SE——— === === === — - mm o m oo

RESULTADOS (parte 1)

39



RESULTADOS (parte 1)
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Figura 6. Alinhamento das sequéncias das ciclinas de S. cerevisiae e a ciclina PCL-1 de N.
crassa. As sequéncias obtidas foram alinhadas com uso do programa BioEdit (algoritimo ClustalW) e
a identificacdo dos aminoacidos conservados foi realizada com o programa Boxsahde. Em vermelho
esta identificada a regido C-terminal, correspondente ao dominio ciclina (cyclins domain).

A proteina quinase dependente de ciclina PHO-1 foi previamente estudada em nosso
laboratério. A ORF que sintetiza esta proteina foi identificada e mostrou-se conservada em
relag@o a quinase Pho85 de S. cerevisiae. (Figura 7). Podemos observar no alinhamento de
sequéncias que ha um alto grau de conservacao entre 0s aminoacidos das proteinas e, em
especial, o dominio rico em glicina e o dominio PSTAIRE séo conservados, dominios aos
quais séo essenciais para que a quinase realiza a fosforilagdo do seu alvo. Alguns estudos de
caracterizagdo funcional foram realizados anteriormente pelo nosso grupo, 0s quais
mostraram que a proteina de N. crassa € a homdloga da proteina Pho85 de S. cerevisiae
(AVACA, 2007).

Pho85 I URESIS SO FINO T EK LG G T Y AT VMK GIEN KR T G\a(VAT KEMET.DSEEGTPSTAIREISLM
PHO-1 A D Clats0E SR P80 L EK LG T Y AT VK GRNRO T Gl v A L KEE1. DSEEGTPSTATREISLM
Pho85 SR < - 1 KHEN T VI§T MDYV IHTENK LN MDD K KM DSIsURvgalN T PI\E 1 JoRMNEN < M - OlO 1.
PHO-1 SN < F T KHENTVINLEIDV THTENKL MDD KKEM DENEINEEEEIA 1 =izl < S FIuizlO 1,
Pho85 118 Qe JANES . HRDLKPQONLL INMRG®T KLGDFGLARAFGIPVNTFSEEVVTLWYRAP
PHO-1 ARSI T GBI C HINNBRWMI L HRDLKPONLL I NSRGI LK L.GDFGLARAFGI PVNTFSNEVVTLWYRAP
Pho85 IA N D T MGSRTYRTSIDIWSE AEMMTGEPLFPGTINBEEQEIRT Flp INERE P T
PHO-1 AA I DV T BGSRTYNTSIDIWS AEMBTGRPLFPGTHIMNEBOEY TIAR TG iy
Pho85 238  KL|ZKMNIZN TGORPPRDIRO RO Pl (INGN LB FIH G IeaiN RS AKIGA T JSIHIEE
PHO-1 238  SFFEMKIZNWOMYATQSIMS S/lPQ————- RDG[/IBLMOR \/ife)# RS ABIBA T @HSWE
Figura 7. Alinhamento das sequéncias das quinases dependentes de ciclina Pho85 de S.
cerevisiae e PHO-1 de N. crassa. As sequéncias obtidas foram alinhadas com uso do programa
BioEdit (algoritimo ClustalW) e a identificacdo dos amino&cidos conservados foi realizada com o

programa Boxsahde. Em vermelho estéa identificado o dominio rico em glicina e em azul o dominio
PSTAIRE.

Os genes pcl-1 e pho-1 de N. crassa foram subclonados anteriormente no vetor de
expressao pET-28a, as proteinas recombinantes His-PCL-1 e His-PHO-1 foram produzidas

em E. coli e as condi¢cbes de purificacdo por cromatografia de afinidade utilizando colunas
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carregadas com Ni?* foram anteriormente estabelecidas (CANDIDO, 2012). Estas proteinas
recombinantes foram utilizadas nas analises funcionais de fosforilagdo in vitro realizadas

neste trabalho.

2. Determinacéo do conteudo de glicogénio na linhagem Apcl-1

Para investigar o envolvimento da proteina PCL-1 com o metabolismo do glicogénio

a linhagem mutante Apcl-1 e a linhagem selvagem foram crescidas em meio VM nhas
condicbes descritas em Materiais e Métodos. A quantificacdo de glicogénio presente nos
extratos celulares foi feita por meio da determinacéo da glicose liberada pela digestao prévia
com amiloglicosidase e a-amilase apdés precipitacdo com etanol (HARDY e ROACH,1993). Os
valores foram expressos em relacdo a quantidade de proteina (HARTREE, 1972) presente no
extrato proteico. Essa relacao foi dada em ug de glicogénio/mg de proteinas.
Os resultados obtidos mostraram que a linhagem selvagem apresentou um aumento na
quantidade de glicogénio acumulado ao longo do tempo, com valores maximos nos tempos
de 24 e 36 h e uma reducao no acumulo de glicogénio ao longo do tempo (Figura 8). Este
resultado comprovou resultados anteriores, obtidos no laboratério, em relacdo a variagédo no
contetdo de glicogénio ao longo do tempo, com um maximo ao redor de 24 h (PAULA et al.,
2002). Comparativamente, a linhagem mutante na ciclina (Apcl-1) apresentou valores
aumentados no conteudo de glicogénio durante todos os tempos, alcan¢cando o seu maximo
em 36 h e atingindo o dobro do valor apresentado neste mesmo tempo pela linhagem
selvagem, como demonstrado na Figura 8.

A delecdo do gene que codifica esta ciclina levou a um hiperacumulo de glicogénio
no fungo N. crassa. Este resultado foi muito importante em nosso trabalho, pois confirmou que
a ciclina, provavelmente, seja a proteina parceira da PHO-1 na regulagédo do metabolismo de
glicogénio, assim como ocorre na levedura S. cerevisiae com a dele¢do dos genes das ciclina
homologas Pcl6, Pcl7, Pcl8 e Pcl10 (HUANG et al., 1998; WILSON et al., 1999; WILSON et
al., 2005).

3. Determinagao da atividade da enzima glicogénio sintase na linhagem Apcl-1

Apos verificar o fendtipo de hiperacumulo de glicogénio na linhagem Apcl-1 foi
iniciada a investigacao da possivel diferenca no estado de fosforilacdo da enzima glicogénio
sintase de N. crassa (GSN). Para isto foram realizados ensaios de atividade enzimatica. As

amostras para a realiza¢@o do ensaio de atividade da enzima glicogénio sintase foram as
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mesmas utilizadas para a quantificacdo de glicogénio. A atividade GSN foi determinada

através da incorporagado de unidades glicosil a partir da UDP-[U-'*C]-glicose (UDPG)
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Figura 8. Concentracdo de glicogénio nas linhagens selvagem e mutante na ciclina (Apcl-1). O
contelido de glicogénio foi quantificado em diferentes tempos, em um total de 72 h com coletas
realizadas a cada 12 h. Os valores apresentados correspondem a média de trés experimentos
independentes.

incorporadas as moléculas de glicogénio (THOMAS, 1968) e posterior precipitagdo das
moléculas de glicogénio com etanol. O ensaio foi realizado na auséncia e presenca de glicose-
6-fosfato (G6P), o qual constitui o ativador alostérico da enzima glicogénio sintase. A razéo
de atividade na auséncia e presenca de G6P (taxa -/+) representa um indice cinético do
estado de fosforilagdo da enzima, onde valores proximos a zero sdo correlacionados a
proteina altamente fosforilada e valores préximos a 1 refletem o baixo estado de fosforilagéo
da enzima (THOMAS, 1968). E importante ressaltar que a enzima glicogénio sintase é
altamente regulada por fosforilagéo, sendo que no estado fosforilado a enzima € menos ativa
e quando desfosforilada a enzima é ativa. Como varios sitios de fosforilacdo sdo descritos
serem fosforilados nas enzimas GS, em geral, a enzima alterna em varias formas, variando
de um estado com baixo indice de fosforilacdo (mais ativa) a estados com alto indice de
fosforilagéo (menos ativa).

A Figura 9 mostra a atividade da enzima GSN, expressa como a razéo de atividade -
/+G6P, a qual representa o indice de fosforilacdo da enzima. Como pode ser observado na
figura, o indice de fosforilacao praticamente se manteve constante para a linhagem selvagem,
com um valor préximo de 0,5. A linhagem mutante Apcl-1 apresentou valores mais altos nos
primeiros tempos, em relacéo a linhagem selvagem, indicando que a enzima GSN pode estar
menos fosforilada e, portanto mais ativa. Este resultado sugere que a ciclina influencia o

estado de fosforilacdo da enzima, podendo ser esta a ciclina que direciona a proteina quinase
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PHO-1 para fosforilar GSN. Em S. cerevisiae, foi descrito que quando uma das ciclinas Pcl10
ou Pcl8 esta ausente a levedura apresenta atividade Gsy2 aumentada no tempo de 24 h de
crescimento (HUANG et al., 1998). Portanto, os nossos resultados foram semelhantes aos
descritos em S. cerevisiae para esta proteina e suportam o fato de que a proteina PCL-1 trata-
se de uma ciclina envolvida na fosforilacdo da enzima GSN.
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Figura 9. Atividade da enzima glicogénio sintase nas linhagens selvagem e Apcl-1. A atividade
foi quantificada utilizando UDP-[U-1“C]-glicose durante 72 h com coletas realizadas a cada 12 h. Os
valores apresentados correspondem a média de trés experimentos independentes.

4. Identificacdo das isoformas fosforiladas da enzima GSN na linhagem Apcl-1

Como mostrado na Figura 9, foram observadas alteracdes no indice de fosforilagéo
da enzima GSN na linhagem Apcl-1 quando comparada com a linhagem selvagem. Sabendo
deste fato, foram iniciados os experimentos para demonstrar se a ciclina PCL-1 atua
diretamente no controle da fosforilagcdo da enzima GSN. Para isto foi realizada uma andlise
das isoformas fosforiladas da enzima na linhagem mutante Apcl-1. Esta analise foi realizada
através de 2D-PAGE seguida de Western blot, utilizando anticorpos anti-GSN. Através da
combinacédo destes ensaios foi possivel identificar as isoformas fosforiladas da enzima GSN.
Resultados prévios em nosso laboratdrio, mostraram que a enzima GSN apresenta, no
minimo, 4 potenciais sitios de fosforilagdo, uma vez que quando os residuos de aminoacidos
serina/treonina correspondentes a tais sitios, localizados na regido C-terminal da proteina,
foram trocados por alanina através de mutagénese sitio-dirigida, o indice de incorporacgéo in
vitro de fosfato radioativo foi reduzido em relacdo a proteina selvagem (BARBOSA, 2007).
Além disso, foi verificado que a enzima contendo os 4 provaveis sitios mutados e a enzima

truncada na regido C-terminal, a qual contém todos os provaveis sitios de fosforilagcdo, ainda
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mostrou incorporacdo de fosfato radioativo. Estes resultados sugeriram que a enzima GSN
possa apresentar sitio(s) de fosforilacao adiciona(is) fora da regido C-terminal.

A partir desses resultados prévios foi realizado um ensaio de eletroforese 2D-PAGE
separando as proteinas do extrato total das linhagens selvagem e mutante Apcl-1 seguido de
Western blot. Durante a focalizacao isoelétrica as proteinas migram de acordo com 0s seus
pontos isoelétricos (pl). A adicdo de fosfato a proteina resulta no aumento de duas cargas
negativas, isto faz com que a proteina desloque o seu pl para o lado acido (+). Como a
proteina GSN tem varios sitios de fosforilacdo foi possivel identificar as varias isoformas de
acordo com o pl de cada uma delas, jA que os eventos de fosforilagdo sdo dinamicos, de
acordo com as condi¢cdes ambientais que a célula se encontra. Como as linhagens selvagem
e mutante foram submetidas as mesmas condi¢des (crescimento por 30°C /250 rpm/24 h), foi
possivel observar se a auséncia da ciclina influencia na formagéo das isoformas fosforiladas
da enzima GSN, sob as condi¢fes estabelecidas.

Os resultados mostraram que a proteina GSN na linhagem selvagem apresentou 5
isoformas de fosforilagdo, como pode ser observado na Figura 10. Quando realizamos o
tratamento com a enzima fosfatase, foi possivel observar que o numero de isoformas
fosforiladas reduziu substancialmente e, embora ndo tenha sido possivel observar pela figura
apresentada, a proteina ficou concentrada na regido alcalina, devido a diminuicdo na
guantidade de cargas negativas. O mesmo pode ser observado no extrato celular da linhagem
Apcl-1, na qual a auséncia da ciclina levou a uma redugdo do numero das isoformas
fosforiladas da enzima GSN. Este resultado é muito importante, pois mostrou que na auséncia
da ciclina a enzima GSN foi menos fosforilada, o que reforga a hipétese de que esta ciclina

seja a verdadeira parceira da proteina quinase PHO-1 e que juntas fosforilam GSN.

IEF IEF IEF

.9, e -e@ SDS-PAGE

Figura 10. Identificacdo das isoformas fosforiladas da enzima GSN por Western blot. Extratos
celulares totais de N. crassa da linhagem selvagem (WT) e Apcl-1 foram submetidos a eletroforese
bidimensional seguida de Western blot com anticorpos anti-GSN. As linhagens foram crescidas a 30°C,
durante 24 h. Um dos extratos da linhagem selvagem foi tratado com fosfatase (WT PP) e,
posteriormente, fracionado por 2D-PAGE. As proteinas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose e analisadas por Western blot utilizando anticorpo anti-GSN de acordo com as condi¢fes
descritas em acima. IEF, focalizacao isoelétrica.
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5. Andlise da expresséo dos genes relacionados ao metabolismo de glicogénio
na linhagem Apcl-1

Como mostrado anteriormente, a linhagem Apcl-1 apresentou contetido de glicogénio
aumentado em relacdo a selvagem e diminuicdo da fosforilacdo da enzima GSN. Dentro deste
contexto, uma questdo levantada é se a ciclina também regula a expressao dos genes
codificadores das enzimas do metabolismo do glicogénio. Para isto, realizamos a andlise da
expressao dos genes que codificam para as enzimas glicogénio sintase (gsn) e enzima
ramificadora (gbn), atuantes no processo de sintese de glicogénio e glicogénio fosforilase
(gpn) e a enzima desramificadora (gdn) atuantes no processo de degradacéo do carboidrato.

Resultados anteriores, obtidos pelo nosso laborat6rio, mostraram que a expressao
do gene gsn, analisada por Northern blot, em uma linhagem selvagem, variou ao longo do
crescimento do fungo, apresentando maxima expressao ao redor de 24 h de crescimento.
Neste trabalho, a expressdo dos genes foi realizada através da técnica de RT-gPCR. Essa
analise foi realizada em amostras de RNA extraidas de micélios coletados no tempo de 36 h
do crescimento do fungo, pois neste tempo foi apresentado o maior acumulo de glicogénio
(Figura 8). Os micélios foram utilizados para a extragdo de RNA total, sendo posteriormente
obtido o cDNA a partir das amostras. Com os cDNAs preparados e oligonucleotideos
especificos para cada gene a ser analisado (Materiais e Métodos), procedeu-se a andlise da
expressao dos genes gsn, gpn, gdn e ghn por RT-gPCR. Os resultados obtidos na analise de
expressao desses genes estdo apresentados na Figura 11 e foram expressos em relagdo ao
gene da actina, utilizado como referéncia nesta analise.

Podemos observar que a auséncia da ciclina levou a alteracdes na expressao dos
genes gpn, gdn e gbn. Embora as diferencas na expressédo dos genes quando a linhagem
mutante foi comparada a selvagem, tenham sido significativas (p<0,01), as alteracbes néo
foram acentuadas, levando a concluir que as diferencas na expresséo génica pode nao ter
um efeito consideravel no acumulo de glicogénio apresentado na linhagem mutante. As
maiores alteracdes na expressdo génica foram observadas para os genes gpn e gdn, que
codificam enzimas que atuam na degradacdo do glicogénio. Curiosamente, estes resultados
ndo corroboram com o acumulo de glicogénio apresentado na Figura 8, pois a linhagem
mutante apresentou altas concentracfes de glicogénio. Com este perfil de acimulo de
glicogénio esperava-se um aumento na expressdo dos genes que codificam as enzimas
responsaveis pela sintese ou uma inibicdo na expressado dos genes que codificam enzimas
da degradacéo do carboidrato. Estes resultados mostraram que o papel da PCL-1 em relacdo
a regulacdo do metabolismo de glicogénio esta mais relacionado a fosforilagdo da enzima

GSN do que a expressao dos genes envolvidos na regulacdo do metabolismo de glicogénio.
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Figura 11. Anélise da expresséo génica dos genes relacionados ao metabolismo do glicogénio
nas linhagens selvagem e Apcl-1. Andlise da expressdo dos genes através da técnica de PCR em
tempo real. As linhagens foram crescidas a 30°C durante 36 h, apés este periodo a massa micelial
coletada foi utilizada para a extracdo de RNA total. O cDNA foi sintetizado e utilizado nas reacdes de
RT-gPCR utilizando oligonucleotideos especificos para cada gene. Os valores representam a

expressdo dos genes na linhagem mutante relativa a linhagem selvagem. Os valores foram
normalizados em relacdo a expressao do gene da actina (act). Os valores apresentados correspondem
a média de trés experimentos independentes. (*p>0,01).

6. Fosforilagéo in vitro da enzima GSN pelo complexo PHO-1/PCL-1

Para analisar funcionalmente a agdo da proteina PCL-1 no direcionamento da
proteina quinase PHO-1 para fosforilar a enzima GSN foi necessario produzir varias proteinas
na forma recombinante. Os cDNAs das proteinas recombinantes His-PHO-1 e His-PCL-1
foram clonados no vetor pET28a, as proteinas recombinantes foram produzidas em E. coli e
as condicdes de purificagcdo por cromatografia de afinidade foram padronizadas durante o
Mestrado. Para a realizagdo destes ensaios foi necessario produzir e purificar, na forma
recombinante, as diferentes proteinas GSN utilizadas neste trabalho: a enzima selvagem e as
enzimas mutantes nos diferentes sitios de fosforilacéo.

Em um trabalho previamente realizado no laboratério, realizando um alinhamento de
sequéncias polipeptidicas da enzima glicogénio sintase de diferentes organismos, foi possivel
identificar 4 sitios de fosforilacdo para a GSN: Ser632, Ser636, Thr641 e Thr645 (PAULA et
al., 2002). Através de mutacgdes sitio-dirigidas, os coédons de serina ou treonina foram mutados
para codons de alanina, um aminoacido de cadeia lateral simples (grupo metil) que néo pode
ser fosforilado. Visando verificar se os residuos S632, S636, T641 e T645 realmente
correspondem aos sitios de fosforilagdo da enzima GSN, Barbosa (2007) construiu uma
colecdo de cDNAs contendo mutagdes pontuais e multiplas nos cédons para estes residuos
de aminoacidos. Os diferentes cDNAs foram clonados no vetor pET28a gerando um banco de

cDNAs mutados. As proteinas mutadas foram produzidas em E. coli, purificadas e atraves de
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andlises de fosforilagcdo in vitro, utilizando extrato celular da linhagem de N. crassa RP-1
(mutante deficiente na atividade GSN, construido no laboratério por RIP) como fonte de
proteinas quinases foi demonstrado que as proteinas mutantes foram in vitro fosforiladas
(Barbosa, 2007, resultados n&o publicados). Neste trabalho, as construgdes plasmidiais pET-
gsn, PpET-gsnS632A, pET-gsnS636A, pET-gsnT641A, PpET-gsnT645A e pET-
gsnS632A/S626A/T641A/T645A foram utilizadas como fonte de DNA para a investigacéo de
qual(is) sitio(s) de fosforilacao seria alvo do complexo PHO1/PCL-1. Estas construcdes foram
utilizadas como DNA molde para a amplificacdo por PCR dos genes gsn selvagem e mutados
nos sitios de fosforilacdo acima mencionados. O inserto correspondente ao cDNA gsh
selvagem e mutantes foram individualmente subclonados no vetor de expressdo pET-SUMO
através da digestdo com as enzimas EcoRI e BamHI e posterior ligacdo, originando as
construgcdes pET-SUMO-gsn, pET-SUMO-gsnS632A, pET-SUMO-gsnS636A, pET-SUMO-
gsnT641A, pET-SUMO-gsnT645A e pET-SUMO-gsnS632A/S636A/T641A/T645A. O vetor
pPET-SUMO foi selecionado para estes experimentos devido ao fato de ser possivel a posterior
remocado do tag SUMO pela acdo da SUMO protease.

A partir das construcdes obtidas em pET-SUMO, células de E. coli, linhagem BL21a,
foram transformadas e a producéo e purificacdo das proteinas recombinantes foi realizada.
As proteinas recombinantes His-SUMO-GSN, His-SUMO-GSNS632A, His-SUMO-
GSNS636A, His-SUMO-GSNT642A, His-SUMO-GSNT645A e His-SUMO-
GSNS632A/S636A/T641A/T645A foram induzidas com 0,1 mM de IPTG, a 30°C e 250 rpm,
purificadas por cromatografia de afinidade em coluna de niquel e utilizando um gradiente de
imidazol de 20 a 500 mM em um sistema de purificacdo Akta Purifier (GE Healthcare). A
producéo das diferentes formas da enzima foi confirmada por Western blot utilizando anticorpo
anti-His. Para a realizacdo dos ensaios de fosforilagdo in vitro foi necessario produzir e
purificar a proteina recombinante His-SUMO, utilizada como controle negativo do
experimento, com o objetivo de verificar se a fosforilagdo n&o seria realizada em nenhum
aminodacido presente nesta proteina.

Apos a producéo e purificacdo das proteinas GSN selvagem, mutantes em sitios de
fosforilagé@o e da proteina His-SUMO, foram realizados ensaios de fosforilagcdo in vitro. Neste
ensaio, as proteinas recombinantes His-PHO-1, His-PCL-1, His-SUMO e His-SUMO-GSN
selvagem e mutantes em sitios de fosforilagdo foram incubadas com y-*P-dATP em uma
mistura de reagdo contendo 1 mM ATP, 25 mM MgCl,, 0,5 uL y-*2P-dATP. Posteriormente, as
proteinas foram recuperadas com beads de Ni-NTA agarose, adicionadas de tampéo de
Laemmli e separadas por SDS-PAGE. Apds a eletroforese, o gel foi seco e exposto ao filme
radiogréafico. Paralelamente, foi realizado outro gel, nas mesmas condi¢ées, mas sem y->2P-
ATP, para a visualizacéo do perfil proteico através da coloragdo com Coomassie-blue Brilliant
R250.
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A Figura 12A mostra o gel SDS-PAGE e a autorradiografia do ensaio de fosforilagao
in vitro. Nesta primeira etapa, o objetivo foi identificar se a proteina His-PHO-1 fosforila a
proteina His-SUMO-GSN e se esta quinase requer a ciclina His-PCL-1 para fosforilar a enzima
alvo. Para a realizagdo deste ensaio alguns controles foram necessarios. Como controle
negativo, foram utilizados a proteina His-SUMO-GSN sem nenhuma fonte de proteinas
quinases (canaleta 3) e a proteina BSA (Bovine Serum Albumin), uma proteina que ndo possui
sitios de fosforilacdo (canaleta 1) e como controle positivo, foi utilizada a proteina His-SUMO-
GSN. Ambos controles foram ensaiados utilizando extrato celular da linhagem Agsn (linhagem
knockout no gene gsn) como fonte de proteinas quinases, pois como descrito anteriormente,
a proteina GSN foi fosforilada in vitro utilizando extrato celular de uma linhagem sem atividade
glicogénio sintase. Como esperado, o0 controle positivo mostrou estar fosforilado (canaleta 2).
Na Figura 12A podemos observar também que a proteina His-PHO-1 foi capaz de fosforilar a
proteina His-SUMO-GSN apenas quando a ciclina His-PCL-1 estava presente no meio da
reacdo. Em S. cerevisiae, a ciclina Pcl10 direciona a proteina quinase Pho85 para fosforilar a
enzima Gsy2 diminuindo sua atividade na sintese do glicogénio. Em N. crassa, 0 mesmo
processo foi observado, podendo ocorrer a inativacdo da proteina GSN pelo complexo PHO-
1/PCL-1 in vivo.

Em um segundo momento, o objetivo foi identificar qual(is) sitio(s) de fosforilacdo a
quinase PHO-1 fosforila ligada a ciclina PCL-1. Para isso a reagao de fosforilacdo in vitro foi
realizada com as proteinas His-SUMO-GSN mutadas em diversos sitios de fosforilagdo. Como
controle negativo, novamente, foi utilizada a proteina His-SUMO-GSN sem nenhuma fonte de
proteinas quinases e a proteina recombinante His-SUMO junto com o complexo PHO-1/PCL-
1 para se certificar que ndo houve fosforilacdo na proteina de marcacdo. Em ambos os casos
nao houve fosforilagcdo. Como controle positivo foram utilizadas a proteina His-SUMO-GSN
selvagem junto com o complexo PHO-1/PCL-1 e neste caso houve incorporacéo de fosfato
radioativo (Figura 12B). Na Figura 12B podemos observar que o complexo PHO-1/PCL-1
fosforila mais especificamente o residuo de aminoacido Ser636, pois somente a proteina
mutada no residuo de aminoacido S636A (canaleta 11) e a proteina contendo todos os sitios
mutados (canaleta 14) ndo apresentaram incorporacdo de fosfato radioativo. Com estes
resultados foi concluido que a ciclina PCL-1 direciona a quinase PHO-1 para fosforilar a
enzima GSN especificamente no residuo Ser636, contribuindo para a sua inativagdo e

consequentemente diminuindo o acimulo de glicogénio.
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Figura 12. Fosforilacdo in vitro da enzima GSN selvagem e mutantes em sitios de fosforilagcéo
pelo complexo PHO-1/PCL-1. As proteinas His-SUMO-GSN selvagem e mutantes foram incubadas
com a quinase His-PHO-1 e com sua ciclina parceira His-PCL-1 na presenga de y-32P-dATP.
Posteriormente as proteinas foram recuperadas com beads de Ni*2 e analisadas em gel SDS-PAGE
seguido de exposicao em filme radiogréfico. (A) BSA+Ext (a reagdo contém Albumina Bovina Sérica e
extrato celular da linhagem Agsn; controle negativo) GSN+Ext (a reacdo contém His-SUMO-GSN
selvagem e extrato celular da linhagem Agsn; controle positivo) GSN* (His-SUMO-GSN; controle
negativo) as demais reac¢des contém a His-SUMO-GSN selvagem e as proteinas recombinantes
analisadas His-PHO-1 e His-PCL-1, como descrito na figura. (B) GSN* (His-SUMO-GSN; controle
negativo), SUMO (a reacdo contém His-PHO-1, His-PCL-1 e a proteina His-SUMO; controle negativo),
GSN e mutantes (a rea¢@o contém His-PHO-1, His-PCL-1 e His-SUMO-GSN selvagem e mutantes).
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Resultados Parte 11

7. Anélise da germinacgao na linhagem Apcl-1

Durante os experimentos de quantificacdo de glicogénio (Figura 8), observamos
gue a linhagem nocauteada na ciclina PCL-1 apresentou um crescimento retardado nas
primeiras 12 h. Isto foi observado, pois, partindo da mesma concentrac¢éo celular no inéculo
foi possivel observar uma quantidade menor de massa micelial na linhagem Apcl-1. Em
virtude deste fato, foi realizado a andlise qualitativa e quantitativa da germinacdo dos
conidios da linhagem Apcl-1, pois este retardo pode ser devido ao envolvimento desta
ciclina com as fases iniciais da germinacdo dos conidios. Para isto, conidios das linhagens
selvagem e Apcl-1 foram inoculados VM liquido a 30 °C e 250 rpm ao longo de 12 h. Para a
analise qualitativa, amostras da cultura foram removidas a cada 2 h, totalizando 12 h e
analisadas por microscopia. Para a analise quantitativa, as coletas foram feitas a cada 1 h,
totalizando 8 h, os conidios foram contados e a porcentagem de conidios em germinac&o foi
calculada.

Podemos observar na Figura 13A que em todos os tempos analisados a
germinagao dos conidios da linhagem Apcl-1 foi mais retardada quando comparada com a
linhagem selvagem, de forma mais acentuada até o tempo de 6 h. Na avaliagdo quantitativa
0 mesmo retardo na germinacdo pode ser observado (Figura 13B). Com estes resultados,
podemos concluir que a proteina PCL-1 esta envolvida com o controle da germinagdo em N.
crassa, pois, quando ausente, o processo de germinacdo € mais retardado. Normalmente,
proteinas envolvidas com o ciclo celular, quando ausentes, causam um atraso no
desenvolvimento celular ou mesmo a auséncia da separacgdo celular ao término da mitose.
Nos fungos filamentosos, o crescimento das hifas acontece devido a uma extenséo apical e,
neste caso, € possivel sugerir a participacao desta ciclina neste processo (RIQUELME et al.,
2011).

Sabendo que a linhagem nocauteada apresenta um retardo na germinacdo dos conidios,
realizamos experimentos de crescimento celular, através de medidas de massa seca nos
tempos 12, 24, 36 e 48 h para investigar se o retardo na germinagéo resulta em alteragbes
no crescimento celular. Para isto, conidios foram inoculados em meio VM liquido sob as
mesmas condi¢cdes utilizadas na analise do processo germinativo. Os micélios foram
coletados em cada tempo, secos e pesados. Na Figura 13C podemos observar um
crescimento celular diminuido até o tempo 36 h, entretanto no tempo de 48 h o crescimento
da linhagem mutante se equipara a linhagem selvagem. Isto nos leva a concluir que esta
ciclina, quando ausente, afeta o processo germinativo dos conidios com consequéncia na

diminuicdo do crescimento celular apenas nas primeiras horas.
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Figura 13. Anélise da germinacdo nas linhagens selvagem e Apcl-1. (A) Conidios foram
inoculados em meio VM liquido e uma aliquota do meio foi coletada a cada 2 h durante 12 h para
observagdo microscépica. Imagens obtidas utilizando o microscépio Axioimager A2 (Zeiss) com 40 x
de aumento acoplado a camara AxioCam ICc 3. (B) Conidios foram inoculados em meio de cultura
liquido e uma aliquota do meio foi coletada a cada 1 h durante 8 h para contagem microscépica. A
porcentagem de conidios em processo germinativo foi calculada utilizando a linhagem selvagem
como controle. Os conidios em germinagdo foram calculados em relagdo aos conidios totais. (C)
Conidios foram inoculados em meio de cultura liquido e aliquotas foram coletadas por filtracdo a cada
12 h durante 48 h. Os valores apresentados correspondem a média de trés experimentos
independentes.
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8. Analise da morfologia nuclear na linhagem Apcl-1

ApOs observar alteragbes no processo germinativo, foi iniciada a investigacdo do
envolvimento desta ciclina na progressao do ciclo celular durante a germinacdo, pois
classicamente, ciclinas regulam o progresso do ciclo celular e levantou-se a suspeita que 0
retardo na germinacdo poderia estar relacionado com o atraso deste processo. O ciclo
celular € um mecanismo molecular essencial para a manutencdo da vida dos organismos
vivos. Mdltiplas vias interconectadas resultam no desenvolvimento do ciclo celular e na
diferenciacdo morfologica dos organismos (ZAMBORSZKY et al., 2014). Estudos recentes
mostraram que a regulacdo do ciclo celular realizado por outras ciclinas tem relacéo direta
com o ciclo circadiano em N. crassa (HONG et al, 2014).

Para isto, inicialmente, foram realizados estudos da morfologia celular. Conidios
foram depositados em pequenas placas de Petri contendo VM liquido adicionados de 2% de
sacarose. Apés o término do tempo de incubacédo os ndcleos foram corados com o corante
DAPI e a morfologia foi observada e fotografada através de microscopia de fluorescéncia.
Na Figura 14 podemos observar alteracbes na morfologia celular regular na linhagem
selvagem e acentuadas alteracdes na morfologia nuclear na linhagem mutante. Em todos os
tempos analisados os nudcleos da linhagem mutante se mostraram irregulares, e isto nos
levou a crer que possiveis alteracdes no ciclo celular poderiam levar a estas alteracdes. As
alteracdes se mostram mais acentuadas no tempo 8 h, nesta fase o fungo ja passou pelo
processo de adaptacdo ao meio de cultura e ja deu inicio & germinacédo, estando em intensa
divisdo celular para realizar o processo de extensao das hifas.

Com a observacgéo no retardo da germinacdo somados as alteragfes da morfologia
nuclear, outros experimentos foram planejados para demonstrar, de forma mais precisa a

atuacao desta ciclina no processo de divisao celular.

9. Analise da progressao do ciclo celular na linhagem Apcl-1

Para analisar o ciclo celular durante a germinacdo foi realizado um cruzamento
entre as linhagens Apcl-1 e hH1-sgfp. A linhagem hH1-sgfp produz a histona H1 fusionada a
GFP o que permite acompanhar a morfologia nuclear e, portanto, as fases do ciclo celular
através de fluorescéncia. Utilizando esta metodologia é possivel identificar ndcleos em
interfase e as diferentes fases do processo mitético (ROCA et al., 2010). ApGs a obtencédo e
confirmacdo da linhagem hH1-sgfp/Apcl-1, através de cruzamento, conidios da linhagem

hH1-sgfp/Apcl-1 foram inoculados em meio VM liquido a 30 °C e 250 rpm ao longo de 8 h.
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Figura 14. Anélise da morfologia nuclear durante a germinacéo nas linhagens selvagem e Apcl-
1. A germinagdo dos conidios foi realizada em placas de Petri, recoberta com 2 mL de meio VM
liquido. A suspenséo de conidios foi adicionada ao meio de cultura e as placas foram incubadas a 30
°C durante 4, 6 e 8 h. As células foram coradas com o reagente DAPI (1 pg/mL) durante 15 min e a
laminula montada em lamina e levada ao microscépio. As imagens foram obtidas por microscopia de
fluorescéncia utilizando o microscopio Axio Imager A2 (Zeiss) no aumento de 100X acoplado a
camera Axio Cam MRM e as imagens processadas utilizando o software AxioVision.

Aliquotas foram coletadas a cada hora e analisadas por microscopia de fluorescéncia em
um microscopio Axioimager A2 (Zeiss) acoplado a cadmara AxioCam MRm. Foi realizada a
captura de 6 imagens de cada tempo e os nucleos de cada imagem foram categorizados e
contados. Os resultados foram comparados a linhagem selvagem (hH1-sgfp).

Na Figura 15A, podemos observar diferentes estagios do ciclo celular categorizados de
acordo com a morfologia nuclear da linhagem selvagem hH1-sgfp e na Figura 15B,
podemos observar fotos representativas da linhagem selvagem hH1-sgfp e da linhagem
hH1-sgfp/Apcl-1. Em todos os tempos foi possivel observar um ndmero maior de nucleos em
interfase na linhagem hH1-sgfp/Apcl-1 em relagdo a selvagem. O mesmo pode ser notado
apos a quantificacdo dos nucleos na Figura 15C. Claramente os nucleos em divisao celular
ao longo da germinacao oscilam ao redor de 60% na linhagem selvagem, enquanto que na
linhagem mutante a quantidade de nudcleos mostrou-se menor, ao redor de 50%. Este

resultado mostrou que a proteina PCL-1 esta envolvida no controle do ciclo celular durante o
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processo germinativo em N. crassa e o retardo na germinagao, possivelmente, ocorreu

devido ao atraso na progressao do ciclo celular.
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Figura 15. Anélise do ciclo celular ao longo da germinacdo. (A) Diferentes estagios do ciclo
celular podem ser visualizados e categorizados observando a morfologia nuclear na linhagem hH1-
sgfp. (B) e (C) Conidios foram inoculados em meio de cultura liquido e uma aliquota do meio foi
coletada a cada 1 h durante 8 h para observacdo e contagem microscopica. Imagens obtidas
utilizando o microscopio Axioimager A2 (Zeiss) com 100 x de aumento acoplado a cAmara AxioCam
MRm. (B) Perfil da morfologia nuclear na linhagem selvagem e hH1-sgfp/Apcl-1. (C) A porcentagem
de nudcleos em diviséo celular foi calculada em relac@o aos nucleos totais utilizando a linhagem
selvagem como controle. Os valores apresentados correspondem a média de trés experimentos
independentes.3.
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Resultados Parte 111

10. Analise da linhagem Apcl-1 em condi¢des de estresse com calcio

A proteina quinase Pho85 apresenta mdltiplas funcionalidades em S. cerevisiae,
dentre elas, estd a regulacdo da sobrevivéncia da levedura em ambientes com altas
concentracdes de Ca?". Nestas condi¢des, a ciclina Pho80 direciona a quinase Pho85 para
fosforilar o fator de transcricdo Crzl, inativando-o. Como o genoma de N. crassa apresenta
um baixo nimero de ciclinas (HONG et al., 2013), iniciou-se a busca por novas fun¢des para
a ciclina PCL-1 com base na multifuncionalidade da proteina Pho85 de S. cerevisiae quando
associada a diferentes ciclinas. A partir destas observacdes foram iniciados os estudos sob
o papel funcional desta ciclina no estresse com Ca?*.

As vias de sinalizacdo do calcio (Ca?*) tem papel principal em diversas respostas
fisioldgicas em procariotos e eucariotos. O Ca?*, como mensageiro secundario, participa de
muitos processos bioldgicos vitais, como o ciclo celular, diferenciagcdo e homeostase idnica,
mas os altos niveis de Ca?* intracelular podem causar danos levando até a morte celular.
(HERNANDEZ-ORTIZ e ESPESO, 2013). O principal mediador da sinalizacdo do Ca?* ¢ a
proteina Calmodulina (CaM). O Ca?* se liga a CaM ocasionando um rearranjo estrutural na
proteina e levando a CaM a interagir com efetores especificos de vias de sinalizacdo. O
principal alvo da CaM é a serino-treonina fosfatase do tipo B (PP2B), denominada
calcineurina (CHIN e MEANS, 2000). Os principais alvos de interacdo e desfosforilacdo da
calcineurina sdo denominados dominio de ancoragem da calcineurina. Duas classes de
sitios de ancoragem foram identificadas, as sequéncias consenso de aminoacidos
determinada foi PxIXIT e LxVP (LI et al., 2011). A levedura S. cerevisae é o fungo mais bem
caracterizado na via de sinalizagdo do Ca?". Neste organismo, o fator de transcricdo Crzl é
desfosforilado, e consequentemente ativo, pela calcineurina e permanece no ndcleo. Esta
condicdo, Crzl ativa a transcricdo de 163 genes responsaveis pela manutengdo da
sobrevida da levedura durante o estresse com Ca?* (YOSHIMOTO et al, 2002). Quando as
concentracdes de Ca?* diminuem, Crz1 é fosforilada pela proteina quinase Pho85 ligada a
sua ciclina parceira Pho80 e, consequentemente, inativada. Desta maneira, o fator de
transcricdo sai do ndcleo e interrompe sua funcéo de ativador da transcricdo de inUmeros
genes (HUANG et al., 2007).

Com o objetivo de investigar o envolvimento da ciclina PCL-1 na sobrevivéncia do
fungo N. crassa sob estresse com Ca?*, foram realizados experimentos de crescimento em
placa de Petri na presenca do ion. Inicialmente, conidios das linhagens selvagem e mutante

foram inoculados em meio VM sélido contendo CaCl, nas concentracdes de 1, 5, 10, 50,
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100, 200 e 300 mM e o crescimento radial foi medido apos 24 h a 30°C. A linhagem mutante
apresentou um perfil de resisténcia maior que a linhagem selvagem ao estresse aplicado em
altas concentracfes de calcio (Figura 16A e 16B). Em baixas concentragfes, o perfil foi
inverso, a linhagem selvagem mostrou um crescimento mais acentuado. Posteriormente,
novos experimentos em placa de Petri contendo 50, 100, 200 e 300 mM de CacCl, foram
realizados por 30 h a 30 °C e, novamente, foi observado maior resisténcia da linhagem
mutante (Figura 17). Em ambos os casos, podemos observar maior resisténcia da linhagem
mutante em altas concentracdes de CaCl,. Estes resultados mostraram que a ciclina PCL-1
tem envolvimento com a regulacao da sobrevivéncia em ambientes com altas concentracdes
de Ca?".

Controle 1 mM 5mM 10 mM 50 mM 100 mM 200 mM 300 mM

Selvagem

Apcl-1

120 | Il Sclvagem
[ Apcl-1

100 |
80 -

60 -

40 -

Crescimento Radial (%)

20 -

g N N N N N N N
PN I T S

CaCl,

Figura 16. Analise do crescimento das linhagens selvagem e Apcl-1 sob estresse com calcio
em 24 horas. Conidios foram inoculados no centro das placas de Petri contendo meio VM e 2 %
sacarose e as placas foram incubadas por 24 horas a 30°C. (A) Crescimento morfolégico em placas
de Petri. (B) Diametro radial medido em porcentagem considerando a linhagem selvagem na
condicao controle como 100%. Os valores apresentados correspondem a média de trés experimentos
independentes. (*p<0,05).
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Figura 17. Analise do crescimento das linhagens selvagem e Apcl-1 sob estresse com calcio
em 30 h. Conidios foram inoculados no centro das placas de Petri contendo meio VM suplementado
com 2 % de sacarose e as placas foram incubadas por 30 h a 30 °C. Diametro radial medido em
centimetros. Os valores apresentados correspondem a média de quatro experimentos independentes.
(*p<0,05).

11. Andlise da expressao dos genes pmr-1, nca-2 e nca-3 em condi¢cdes de

estresse com calcio na linhagem Apcl-1.

A partir dos resultados dos resultados de analises morfolégicas apresentadas
acima (item 10) mostrando a sobrevida aumentada da linhagem Apcl-1, analises de
homologia foram realizadas através de ferramentas de bioinformética para a identificacao
de genes relacionados ao metabolismo de calcio e homélogos aos genes ativados pelo
fator de transcricdo Crz1l em S. cerevisiae (YOSHIMOTO et al. 2002) e CrzA em A.
fumigatus (SORIANI et al. 2010) para analises de RT-gPCR. Os genes selecionados para
estas analises foram: nca-2, nca-3 e pmr-1, todos eles apresentam estreita relagdo com o
metabolismo de Ca?*, os dois primeiros estdo anotados como calcium P-type ATPase-2 e 3
e o ultimo como calcium transporting ATPase type 2C member 1. Além da sua transcricdo
ser ativada pelo fator de transcricdo Crzl, as proteinas Nca2 e Nca3 estdo envolvidas com
a organizagdo mitocondrial, elas controlam a expressédo das subunidades 6 e 8 da enzima
ATP sintase em S. cerevisiae. Esta enzima fica localizada na mitocondria e é responsavel
pelo armazenamento de energia intracelular em forma de ATP. (CAMOUGRAND et al.
1995; PELISSER et al. 1995). A proteina Pmr-1 esta diretamente envolvida com o
metabolismo do ion Ca?'. Ela é responsavel pelo transporte de célcio e magnésio no
complexo de Golgi, ambos sdo necessarios para o trafico e processamento de

polipeptideos na via secretéria em S. cerevisiae. (SORIN et al. 1997). Em organismos mais
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complexos, tais como, C. elegans, D. melanogaster e mamiferos a proteina Pmr-1 €&
classificada como SPCA (Secretory Pathway Ca*-ATPases) e apresenta a funcgéo
semelhantes exercida nos fungos. (CULLOTA et al. 2005).

Andlises de expressdo génica utilizando a linhagem selvagem e Apcl-1 sob
condi¢cBes de estresse de calcio foram realizadas por RT-gPCR com o objetivo de investigar
0 envolvimento desta ciclina na regulagédo da transcricdo dos genes deste metabolismo. As
linhagens selvagem e mutante foram inoculadas em meio de cultura liquido contendo
diferentes concentracdes do agente estressante. Podemos observar na Figura 18 que a
expressao do gene pmr-1 esté reduzida na linhagem selvagem e aumentada na linhagem
mutante em todas as concentracdes testadas em relagdo ao controle. Nos genes nca-2 e
nca-3 em altas concentracées (200 mM de CaCl,) observamos uma expressao acentuada
na linhagem mutante em relacdo a selvagem. Todos os genes foram expressos em relacao
ao gene da tubulina (tub-2), utilizado como referéncia nesta analise, este gene foi como
controle por que demonstrou uma expressao constante mesmo em situagbes de altas
concentracdes de CaCl,. Em outros organismos a transcricdo destes genes é ativada pelo
fator de transcricdo CRZ (YOSHIMOTO et al., 2002; HUANG et al., 2007; DE CASTRO et
al., 2014). Em S. cerevisiae, este fator de transcricdo é inativado por fosforilagdo pela
guinase Pho85 direcionada pela ciclina Pho-1 (HUANG et al., 2007). Em N. crassa, quando
a ciclina PCL-1 esta ausente, os genes ativados por CRZ se encontram altamente
expressos em altas concentragfes de CaCl.. Podemos concluir que esta ciclina pode estar
envolvida na inativacdo por fosforilagdo do fator de transcricdo CRZ, demonstrando assim

mais uma fungéo para esta ciclina multifuncional.
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Figura 18. Andlise de expressdo génica dos genes pmr-1, nca-2e nca-3 por RT-gPCR em
condicdes de estresse de calcio nas linhagens Apcl-1 e selvagem. As linhagens foram crescidas
a 30 °C durante 24 h na auséncia e presenca de diferentes concentracdes de CaClz, apls este
periodo a massa micelial coletada e foi utilizada para a extracdo de RNA total. O cDNA foi
sintetizado e utilizado nas reacdes de RT-gPCR utilizando oligonucleotideos especificos para cada
gene. Os valores representam a expressdo dos genes na linhagem mutante relativa a linhagem
selvagem. Os valores foram normalizados em relacdo a expressédo do gene da tubulina (tub-2). Os
valores representam a média de 4 réplicas bioldgicas. (p<0,05).
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O presente trabalho teve como objetivo a caracterizacdo funcional da ciclina
PCL-1 em N. crassa. Em um estudo anterior, foi realizado um screenning sistematico
de 84 linhagens mutantes em genes codificadores para proteinas quinases, das quais
quinze linhagens mostraram perfis diferentes da linhagem selvagem em relagdo ao
conteudo de glicogénio acumulado durante o crescimento vegetativo e apos estresse
térmico. Uma discuss&o mais aprofundada sobre as proteinas quinases selecionadas
encontra-se no artigo publicado por Candido et al. (2014) (Anexo 1).

A linhagem mutante na proteina quinase PHO-1 foi uma das linhagens
selecionadas no estudo. Esta quinase é classificada como pertencente a familia das
quinases dependentes de ciclina, onde sua fungéo é determinada pela ciclina ligada a
ela (CARROLL e O'SHEA, 2002). Apo6s analises de alinhamento de sequéncias
utilizando as ciclinas de S. cerevisiae como query, apenas uma proteina ortéloga em
N. crassa foi encontrada. A ORF identificada (NCU08772) codifica a ciclina
denominada neste trabalho de PCL-1 e caracterizada funcionalmente neste estudo.

Em S. cerevisiae a expressdao dos genes PHO por fosfato inorgénico (Pi) é
regulada por proteinas atuando em um mecanismo regulatério global, em cascata,
constituido por eventos positivos e negativos (OSHIMA, 1982). Neste sistema de
regulagédo atuam as proteinas quinases dependentes de ciclinas (Cdks), as quais sdo
enzimas hetero-diméricas que contém uma subunidade catalitica com propriedade
quinase associada a uma ciclina parceira regulatéria (MORGAN, 1997). Uma Cdk
importante € a Pho85, uma proteina versatil que possui multiplas funcdes conforme
sua interagdo com as diversas ciclinas parceiras, chamadas de Pho85 cyclins (Pcls)
(MEASDAY et al.,, 1997). As respostas celulares mediadas pela Pho85 incluem a
manutencdo da progressdo do ciclo celular e a regulacdo do metabolismo de
nutrientes como fosfato, fonte de carbono e nitrogénio. A proteina quinase Pho85 de
S. cerevisiae, a proteina mais bem estudada até o momento, possui 302 residuos de
amino&cidos e nao é essencial para o crescimento celular (UESONO et al., 1987).

As ciclinas Pcl6, Pcl7, Pcl8 e Pcll0 foram anteriormente mostradas interagir
com Pho85 e torna-la especifica para agir no metabolismo do glicogénio em S.
cerevisiae, caracterizando o envolvimento da proteina quinase no metabolismo deste
carboidrato de reserva. Foi observado que quando havia a delegdo do gene PHO85
nesta levedura havia também um hiperacumulo de glicogénio (TIMBLIN et al., 1996 e
WILSON et al. 2005). Mais tarde foi demonstrado que o complexo quinase Pcll10-
Pho85 interage e fosforila a enzima glicogénio sintase 2 (Gsy2).

Com a obtencao da linhagem mutante na ORF codificadora da proteina PCL-1

em N. crassa, ortéloga a ciclina Pcll0 de S. cerevisiae, foi possivel investigar o
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envolvimento desta ciclina no metabolismo do glicogénio. Foi demonstrado que a
linhagem mutante apresenta hiperacimulo de glicogénio, com picos nos tempos de 24
e 36 h. Apos verificar esta alteracdo no metabolismo do glicogénio, foi realizado
ensaios de atividade GS. A atividade GS foi determinada através da incorporagéo de
unidades glicosil a partir da UDP-[U-14C]-glicose (UDPG) incorporadas a molécula de
glicogénio como descrito por Thomas (1968). O ensaio foi realizado de duas formas:
na presenca e na auséncia do modulador alostérico glicose-6-fosfato (G6P). A razéo
da atividade na auséncia e na presenca de G6P (taxa -/+) representa um indice
cinético do estado de fosforilacdo da enzima, onde valores proximos a zero sao
correlacionados com a proteina altamente fosforilada e valores proximos a 1 refletem o
baixo estado de fosforilacdo da enzima. A linhagem mutante apresentou valores acima
dos apresentados pela linhagem selvagem nas primeiras 24 h, sugerindo assim que a
ciclina influéncia no estado de fosforilacdo da enzima GSN.

Para investigar se a ciclina PCL-1 age diretamente no controle da fosforilagéo
da enzima GSN, foram realizados ensaios de 2D-PAGE seguido por Western blot,
utilizando anit-GSN. Esta analise permite observar a migracdo das proteinas de
acordo com seus pontos isoelétricos (pl). A proteina GSN apresentou 5 isoformas de
fosforilagdo na linhagem selvagem, ja na linhagem tratada com fosfatase e na
linhagem mutante as isoformas foram reduzidas substancialmente e a proteina ficou
altamente concentrada na regido alcalina. Este resultado demonstrou que na auséncia
da ciclina PCL-1 a enzima GSN foi menos fosforilada, o que abriu caminho para
reforcar a hipotese que esta ciclina direcione a proteina PHO-1 para fosforilar a
enzima GSN.

A ciclina PCL-1 e a proteina quinase PHO-1 foram produzidas na forma
recombinante e parcialmente purificadas e, juntamente com a enzima GSN selvagem
e mutantes em sitios de fosforilagdo, foram utilizadas em ensaios de fosforilag&o in
vitro pela incorporacdo de ATP radioativo. Através destes ensaios foi demonstrado que
a ciclina PCL-1, juntamente com a quinase PHO-1 fosforila a enzima GSN no
aminoacido Ser®®, regulando negativamente sua atividade, como descrito na levedura
S. Cerevisiae. Este resultado mostrou que o mecanismo de regulagdo da enzima GSN
por fosforilagdo pode ser conservado quando se compara fungos filamentosos e
leveduras.

Como uma unica ciclina homéloga as Pcls de S. cerevisiae foi encontrada em
N. crassa foram realizados também estudos adicionais relacionados a outras funcdes

descritas em levedura. Inicialmente, foram realizadas analises de germinacdo de
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conidios. foi observado que a germinacdo dos conidios da linhagem mutante foi
retardada em relagéo a linhagem selvagem, nos levando a concluir que a ciclina PCL-
1 esta envolvida com o controle da germinagdo em N. crassa. Dependendo de fatores
nutricionais e ambientais, algumas proteinas que regulam a germinagao
desencadeiam este processo, principalmente as proteinas contidas na particula
Spitzenkoérper (Spk), localizada na extremidade da hifa (ARAUJO-PALOMARES et al.,
2007). Normalmente, proteinas envolvidas com o ciclo celular, como as ciclinas,
guando ausentes, causam um atraso no desenvolvimento celular ou mesmo a
auséncia da separacao celular ao término da mitose. Nos fungos filamentosos, o
crescimento das hifas acontece devido a uma extensao apical (RIQUELME et al.,
2011) e, neste caso, é possivel sugerir a participacdo desta ciclina neste processo.

Em virtude do envolvimento desta ciclina com o processo germinativo e a
presenca do dominio conservado de ciclina em sua estrutura, foi realizado um estudo
do envolvimento desta ciclina com o ciclo celular. Foram realizadas inicialmente
analises da morfologia nuclear, observando nicleos alterados na linhagem mutante
durante o processo germinativo. Posteriormente, foram analisadas as fases do ciclo
celular, e para isto a linhagem mutante na referida ciclina foi cruzada com uma
linhagem contendo a proteina histona hH1 fusionada a sgfp, a qual permite
acompanhar as fases do ciclo celular através da morfologia nuclear (HONG et al.,
2014). Foi possivel observar claramente que os nucleos em diviséo celular ao longo da
germinagcdo oscilam ao redor de 60% na linhagem selvagem, enquanto que ha
linhagem mutante a quantidade de nucleos em divisdo mostrou-se menor, ao redor de
50%. Este resultado mostrou que a proteina PCL-1 pode estar envolvida no controle
do ciclo celular durante o processo germinativo em N. crassa.

Como o fungo N. crassa apresenta poucos genes que codificam ciclinas em
seu genoma, mais uma funcao foi investigada para esta proteina, a manutencéo da
sobrevivéncia em altas concentracBes de calcio. A levedura S. cerevisiae € um fungo
muito bem caracterizado na via de sinalizacdo do Ca?*, a qual é mediada pelo fator de
transcricdo Crz1l. Quando esta proteina é desfosforilada ela se torna ativa, e
permanece no nucleo. Nesta condicdo, Crz1 ativa a transcricgdo de numerosos genes
responsaveis pela sobrevivéncia da levedura durante o estresse com Ca?
(YOSHIMOTO et al., 2002). Quando as concentracGes de Ca?" diminuem, Crzl é
fosforilada pela proteina quinase Pho85 ligada & sua ciclina parceira Pho80 e,
consequentemente, inativada. (HUANG et al.,, 2007). Como N. crassa apresenta
poucas ciclinas foi levantada a hipotese da PCL-1, juntamente com a quinase PHO-1,
atuar também na regulacéo de genes do metabolismo de calcio através da fosforilacao

do fator de transcricdo homélogo a Crz1. Para investigar a sobrevivéncia do fungo N.
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crassa sob estresse com Ca?* foram realizados experimentos de crescimento em meio
contendo altas concentra¢des do ion. Em condicdes de estresse (200 e 300 mM de
CaCl,) a linhagem mutante apresentou uma resisténcia maior que a linhagem
selvagem e o inverso foi observado em baixas concentracdes (10 mM de CacCl,). Os
resultados sugeriram um provavel envolvimento da ciclina PCL-1 com o metabolismo
de célcio em N. crassa. Para elucidar melhor a questéo, a expresséo de alguns genes
relacionados com o metabolismo do calcio foi analisada sob as mesmas condi¢fes de
estresse.

Os genes selecionados para estas analises foram: nca-2, nca-3 e pmr-1. Em S.
cerevisiae eles séo ativados pelo fator de transcricdo Crz1 em altas concentracdes de
calcio. Em N. crassa os trés genes foram analisados por RT-gPCR em diferentes
concentracdes de CaCl, e apresentaram a expressdo génica aumentada em altas
concentragdes (200 mM de CaCly) quando a ciclina PCL-1 esta ausente. Podemos
concluir que esta ciclina pode estar envolvida na inativagéo por fosforilagcdo do fator de
transcricdo CRZ. A proteina CRZ ainda néo foi caracterizada funcionalmente em N.
crassa, para dar continuidade ao estudo deste processo seria interessante elucidar o
papel deste fator de transcricdo em ambientes de estresse de calcio.

Os resultados obtidos neste trabalho constituem um conjunto de informagfes
valioso em relacdo a participacdo da proteina PCL-1 como uma ciclina no controle do
metabolismo de um carboidrato de reserva, na progressdo do ciclo celular, na
germinacgdo e na sobrevivéncia em altas concentragdes de Ca?* no fungo N. crassa. O
papel desta ciclina foi detalhadamente investigado no controle do metabolismo do
glicogénio e alguns resultados forneceram evidéncias de que esta ciclina possa estar
envolvida em multiplas fungdes. Existem poucos relatos na literatura atual sobre
ciclinas que exercem multiplas fungdes. Normalmente a multifuncionalidade esta
atribuida as Cdks, onde, pontualmente, ciclinas direcionam essas quinases para
determinados processos. Outras abordagens experimentais estdo sendo realizadas
para entender as vias de sinalizacdes envolvendo esta ciclina, porém, este trabalho

trouxe claras evidéncias de sua multifuncionalidade, fato este inédito em N. crassa.
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A protein kinase screen of Neurospora crassa mutant strains reveals that
the SNF1 protein kinase promotes glycogen synthase phosphorylation

Thiago De Souza Candido™, Rodrigo Duarte Gongalves™, Ana Paula Felicio™, Fernanda Zanolli Freitas™,
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Glycogen functions as a carbohydrate reserve in a variety of
organisms and its metabolism is highly regulated. The activities
of glycogen synthase and glycogen phosphorylase, the rate-
limiting enzymes of the synthesis and degradation processes,
respectively, are regulated by allosteric modulation and reversible
phosphorylation. To identify the protein kinases affecting
glycogen metabolism in Neurospora crassa, we performed
a screen of 84 serine/threonine kinase knockout strains. We
identified multiple kinases that have already been described as
controlling glycogen metabolism in different organisms, such
as NcSNF1, NcPHOS8S5, NcGSK3, NcPKA, PSK2 homologue
and NcATG]. In addition, many hypothetical kinases have been
implicated in the control of glycogen metabolism. Two kinases,
NcIME-2 and NcNIMA, already functionally characterized but
with no functions related to glycogen metabolism regulation,
were also identified. Among the kinases identified, it is important
to mention the role of NcSNF1. We showed in the present
study that this kinase was implicated in glycogen synthase

phosphorylation, as demonstrated by the higher levels of glycogen
accumulated during growth, along with a higher glycogen
synthase (GSN) tglucose 6-phosphate activity ratio and a lesser
set of phosphorylated GSN isoforms in strain NcsnfI*°, when
compared with the wild-type strain. The results led us to conclude
that, in N. crassa, this kinase promotes phosphorylation of
glycogen synthase either directly or indirectly, which is the
opposite of what is described for Saccharomyces cerevisiae. The
kinases also play a role in gene expression regulation, in that
gdn, the gene encoding the debranching enzyme, was down-
regulated by the proteins identified in the screen. Some kinases
affected growth and development, suggesting a connection linking
glycogen metabolism with cell growth and development.

Key words: glycogen synthase, Neurospora
phosphorylase, phosphorylation, protein kinase.

crassa,

INTRODUCTION

Glycogen is a polysaccharide widely distributed in micro-
organisms and animal cells, and its main role is that
of a carbohydrate reserve. Its metabolism is under an
intricate regulation that senses nutrient availability and other
environmental conditions. The mechanisms of glycogen synthesis
and degradation have been well characterized in many
organisms, including bacteria, yeast and mammals, and both
processes are carried out by the concerted action of a set of
enzymes, the main control being the activities of glycogen
synthase (EC 2.4.1.11) and glycogen phosphorylase (EC
2.4.1.1), respectively [1-3]. Both enzymes are regulated by
allosteric modulation and reversible phosphorylation, existing as
dephosphorylated forms, in which the synthase enzyme is active,
and phosphorylated forms, with an active phosphorylase enzyme
[4,5]. Multiple phosphorylation sites were identified in different
glycogen synthases, phosphorylated by different protein kinases,
depending on the organism, whereas glycogen phosphorylase is
phosphorylated in a single residue, Ser'*, which is modified by
the phosphorylase kinase protein [1]. Rabbit muscle glycogen
synthase, the best characterized enzyme so far, has at least nine
phosphorylation sites, located at both the N- and C-termini of
the polypeptide chain, and different protein kinases were linked
to the in vitro phosphorylation of this enzyme [6]. Studies with
this enzyme led to the concept of hierarchal phosphorylation,

in which the phosphorylation in one site is necessary for a
subsequent site [7]. Glycogen synthases of micro-organisms lack
the N-terminal phosphorylation sites and only the protein kinases
that phosphorylate the Saccharomyces cerevisiae Gsy2p glycogen
synthase have been identified so far. The Psk2p and cyclin-
dependent Pho85p protein kinases phosphorylate in vitro two of
the three phosphorylation sites in the yeast enzyme [8,9].

The fungus Neurospora crassa has been widely used as a
model organism for fundamental aspects of eukaryotic biology.
Knowledge of its genome sequence [10] and the construction
of a set of deletion strains, each carrying a deletion in a
specific ORF, have allowed screening for proteins linked to
a particular phenotype. We have previously used a collection
of knockout strains in genes encoding transcription factors to
identify regulatory proteins that either directly or indirectly
regulate glycogen metabolism in N. crassa [11]. In the present
study we used a set of mutant strains in protein kinases in
an attempt to identify kinases affecting glycogen accumulation.
Protein phosphorylation is considered a key event in many
signal transduction pathways of biological systems [12,13]. In N.
crassa, the number of genes encoding serine/threonine kinases
is estimated to be 107 [14], according to the most recent
annotation, and many remain uncharacterized with respect to
their biological function. Among the N. crassa protein kinases
functionally characterized, it is important to mention the NDR
kinase DBF-2, demonstrated as being involved in cell cycle

Abbreviations: AMPK, AMP-activated protein kinase; CaMK, Ca?* /calmodulin-dependent protein kinase; G6P, glucose 6-phosphate; GBD, glycogen-
binding domain; GSN, glycogen synthase; IEF, isoelectric focusing; MAPK, mitogen-activated protein kinase; PKA, protein kinase A; TLCK, tosyl-L-lysine

chloromethyl ketone; VM, Vogel's minimal.
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regulation, conidiation and acting as a negative regulator of
glycogen metabolism in N. crassa [15]. DBF-2 NDR protein
kinase is an orthologue of human LATSI kinase, implicated in
cell proliferation and/or tumour progression and a component
of the Hippo signalling transduction pathway [16]. More recently,
the whole set of the N. crassa serine/threonine kinase mutant
strains was analysed for their morphology, growth phenotypes
and chemical sensitivity, showing that a large number of kinases
is either essential or necessary for normal growth [14]. The
importance of mitogen-activated protein kinases (MAPKs) in the
N. crassa protoperithecial development was demonstrated in nine
MAPK mutant strains belonging to three cascades; all mutant
strains were defective in sexual development [17].

This work focuses on the identification of which N. crassa
protein kinases affect glycogen accumulation by using the
knockout strain collection. Our results demonstrated that protein
kinases already identified in glycogen metabolism regulation were
identified in this work and revealed that additional proteins could
be implicated in this process. In addition, the protein kinases
probably influencing glycogen synthase phosphorylation status
were investigated using biochemical approaches.

EXPERIMENTAL

N. crassa strains and growth conditions

The N. crassa strain FGSC 9718 (mus-51::bar mat a), used in
this work as the wild-type reference, and a set of 147 mutant
strains (including mating types A and a) individually knocked
out in genes encoding protein kinases were purchased from the
Fungal Genetics Stock Center [18]. The deletion strains comprise
a set of mutants in which each ORF had been disrupted from start
to stop codon by the insertion of the hph gene (hygromycin B
phosphotransferase) as a marker [19]. The strains were cultivated
in Vogel’s minimal (VM) medium [20] supplemented with 2 %
sucrose. Hygromycin B (200 pg/ml final concentration) was
added to the medium when using the heterokaryotic mutant
strains. After 10 days of culture, conidia were suspended in sterile
water and counted. For vegetative growth, conidia (107/ml) were
inoculated into 250 ml of VM medium and cultured at 30°C
and 250 rev./min. Mycelia samples were harvested at specific
times of growth, filtered, frozen in liquid nitrogen and stored
at — 80°C. Samples were used for glycogen quantification, gene
expression assays and glycogen synthase activity. For cell growth
quantification, conidia (10’/ml) were inoculated into 50 ml of
VM medium and cultured at 30°C at 250 rev./min, and samples
were harvested after 24 h. Growth was quantified by weighing
the biomass after drying at 98°C for 16 h. For the heat-shock
experiments, conidia (10’/ml) were first germinated in 100 ml of
VM medium containing 2 % sucrose, at 30°C and 250 rev./min
for 24 h. After this time, an aliquot was removed, filtered, frozen
in liquid nitrogen and stored at — 80°C until use (before heat
shock). The remaining cultures were filtered and transferred into
fresh VM pre-heated at 45°C. After 30 min, the mycelia were
harvested by filtration, frozen in liquid nitrogen and stored at
— 80°C (after heat shock). The frozen mycelial pads were further
used to prepare crude cellular extracts for different analyses.

GSN phosphorylation analysis

Glycogen synthase phosphorylation was analysed by two-
dimensional electrophoresis. For this analysis, 24-h mycelial pads
from the wild-type and mutant strains were ground to a fine
powder in liquid nitrogen and extracted in lysis buffer (50 mM
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HEPES, pH 7.4, 137 mM NaCl, 10% glycerol, 25 mM NaF,
1 mM EDTA and 10 mM Na,P,0,). Total protein was precipitated
using the 2D Clean-Up kit (GE Healthcare), suspended in sample
buffer (30 mM Tris/HCI, pH 8.0, 7 M urea, 2 M thiourea, 4 %
CHAPS and 20 mM DTT), and quantified using the 2D-Quant kit
(GE HealthCare). Approximately 250 ng of total protein was
fractionated by isoelectric focusing (IEF), using the pH 3-10
gradient Immobiline™ DryStrip (13-cm, linear, GE Healthcare)
in an Ettan IPGphor 3 system (GE Healthcare), according to the
manufacturer’s instructions. After rehydration, IEF was carried
out at 50 pA per strip at 20°C, using the following steps:
100 V (10 h), 500 V (500 V-h), 1000 V (750 V-h), 8000 V
(11325 V:h), and 8000 V (5067 V-h). After electrofocusing, the
strips were twice equilibrated in 3 ml of equilibration buffer
[50 mM Tris/HCI, pH 8.8, 6 M urea, 30 % (v/v) glycerol, 2 %
(w/v) SDS and 0.005 % Bromophenol Blue, adding 10 mg/ml
DTT for the first time and 25 mg/ml iodoacetamide the second
time]. Equilibrated strips were subjected to SDS/PAGE (9.0 %
gel), using a Hoefer™ SE600 system (GE Healthcare) and the
proteins were developed with Coomassie B Brilliant Blue R-250.
To analyse the GSN phosphorylation status in the mutant strains,
proteins were transferred to a nitrocellulose membrane after 2D
electrophoresis and blotted with anti-GSN raised in rabbits. Blots
were subsequently probed with horseradish peroxidase (HRP)-
conjugated secondary antibodies (Sigma) and developed with a
luminol reagent. As a control of phosphorylation, total protein
from the wild-type strain was treated with lambda phosphatase
(NEB).

Glycogen and trehalose quantification

Mycelial pad samples submitted and not submitted to heat shock
were used. The mycelia were ground to a fine powder in a pre-
chilled mortar in liquid nitrogen and extracted into a lysis buffer
[SO0 mM Tris/HCI, pH 7.6, 100 mM NaF, 1| mM EDTA, 1 mM
PMSF, 0.1 mM tosyl-L-lysine chloromethyl ketone (TLCK),
1 mM benzamidine and 1 pg/ml each of pepstatin and aprotinin].
Cell extracts were clarified by centrifuging at 3000 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 [21] with slight
modifications. Briefly, 100 ul of the crude extract was precipitated
with 20 % trichloroacetic acid (TCA) (final concentration). The
supernatant was separated after centrifuging (5000 g for 10 min
at 4°C); the glycogen was precipitated with 500 ul of 95 % cold
ethanol and collected by centrifugation. After that, it was washed
twice with 66 % ethanol, dried and digested with «a-amylase
(10 mg/ml) and amyloglucosidase (30 mg/ml). Free glucose was
measured with a glucose oxidase kit, and the glycogen content was
normalized to the total protein concentration. Total protein
was quantified according to the method of Hartree [22] using
BSA as a standard.

For quantification of trehalose, mycelial pads were ground
to a fine powder in a pre-chilled mortar in liquid nitrogen,
and extracted into a lysis buffer (50 mM Tris/HCI, pH 7.6,
100 mM NaF, | mM EDTA, 1 mM PMSEFE, 0.1 mM TLCK,
1 mM benzamidine and 1 pwg/ml each of pepstatin and aprotinin).
Cellular extracts were clarified by centrifuging at 5000 g for
10 min at 4°C, and the supernatants were used for trehalose
and protein quantifications. Trehalose content was determined
according to [23] with slight modifications. Briefly, the assays
were carried out in a total volume of 0.4 ml in 300 mM sodium
acetate buffer, pH 5.5, containing 30 mM CaCl, Partially purified
trehalase (2.3 units) from Humicola grisea [24] was added and
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Table 1

Primers are positioned according to the ATG start codon.

Oligonucleotides used for gPCR

Primer Sequence (5 —3') ORF Gene Position

qGSN-F TACCAAGCATCACCACCAACCTCT NCU06687 gsn +1541t0 + 1564
gGSN-R TGTCTGCGGCTCTTCTGGGTAAAT NCU06687 gsn +1689t0 +1712
qGPN-F TGCCAATATCGAAATCACCCGCGA NCU07027 gpn + 2247 to + 2061
qGPN-R TCTCGATGGCCTCAAACACCTTGA NCU07027 gpn +2375t0 42398
gRAMIF-F TCTGCGATGCCGAGTTGT NCU05429 gbn + 1487 to + 1504
gRAMIF-R ACTCGTTGCCCTCGAAGT NCU05429 gbn +1616t0 + 1633
qDESRAM-F TCGGCGGTAATCAAGCCA NCU00743 gdn +3779t0 + 3796
gDESRAM-R TGAATTTGCCGGCTTCGT NCU00743 gdn +3935t0 + 3952
4054Tub-F CCTCCACCTTCGTCGGTAACTCC NCU04054 tub +1091to +1113
4054Tub-R GGTACTGCTGGTACTCGGAGACG NCU04054 tub +1254t0 +1276

the samples were incubated at 50°C overnight. The reaction
was stopped by incubating the samples at 100°C for 10 min.
The glucose released was quantified with a glucose oxidase Kkit,
and the trehalose content was normalized to the total protein
concentration. Total protein was quantified according to the
method of Hartree [22] using BSA as a standard.

Glycogen synthase activity quantification

The activity of the glycogen synthase was determined by
[**Clglucose incorporation as described by Thomas et al. [25].
Briefly, mycelia pads were ground to a fine powder in liquid
nitrogen in a pre-chilled mortar and 200 mg of each sample was
extracted in 1 ml of lysis buffer (50 mM Tris/HCl, pH 7.5, 100 mM
NaF, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 1 mM benzamidine, 1 mM 2-
mercaptoethanol, and 1 pg/ml each of aprotinin, pepstatin and
TLCK). Cellular extracts were clarified (1000 g for 20 min at4 °C)
and total proteins were quantified [22] using BSA as a standard.
To assay glycogen synthase activity, 15-30 ul of the supernatant
was added to 60 ul of the reaction buffer [SO mM Tris/HCI,
pH 7.8, 20mM EDTA, 25 mM NaF, 0.67 % glycogen, 3 mM
UDP-["“C]glucose (1.8 mCi/mmol), with or without 7.2 mM
glucose 6-phosphate] and incubated at 30°C for 15 min. After
incubation, 75 ul were withdrawn, placed on Whatmann 3MM
paper and washed with cold ethanol (70 %) under agitation for
15 min. An additional two washes in ethanol (70 %) were done,
the first for 60 min and the second for 15 min. After the washes,
papers containing the reactions were dried and quantified in an
LS 6500 Scintillation Counter (Beckman Coulter™). One unit of
glycogen synthase activity is defined as the amount of enzyme
that transfers 1 pmol of glucose to the glycogen per minute.

RNA isolation and gene expression analysis

Total RNA was prepared from mycelial samples not submitted
to heat shock as described in [26]. Briefly, 36-h mycelial pads
were disrupted by grinding in a mortar with liquid nitrogen
and extracted with 750 ul of NTES buffer (0.6 M NaCl,
100 mM Tris/HCI, pH 8.0, 10 mM EDTA and 4% SDS) and
750 wl of phenol (saturated with 0.1 M Tris/HCI, pH 8.0). The
aqueous phase was re-extracted twice with phenol and the RNA
precipitated with 0.75 vol. of 8 M LiCl for 2 h at 4°C. Nucleic
acids were collected by centrifuging (9300 g for 10 min at 4°C),
suspended in 0.3 ml of double-distilled water and subjected to
another round of precipitation with 30 ul of 3 M sodium acetate
(pH 5.2) and 0.75 ml of 95 % ethanol. After this, total RNAs were
collected by centrifuging and washed twice with 70 % ethanol,

the pellets were suspended in RNase-free water and stored at
—80°C. RNA (10 pg) from each sample was fractionated on
a 2.2 M formaldehyde 1.2% (w/v) agarose gel, stained with
ethidium bromide, and visualized under UV light to assess the
258 and 18S rRNA integrity.

Gene expression analysis was performed by quantitative real-
time PCR (qRT-PCR). DNase treatment and cDNA synthesis
were performed according to the manufacturer’s instructions.
RNA samples (20 p1g) were treated with RQ1 RNase-free DNase
(Promega) and subjected to cDNA synthesis using a SuperScript
III First Strand Synthesis kit (Invitrogen) and an oligo(dT) primer.
Reactions were performed on a StepOnePlus™ Real-Time PCR
System (Applied Biosystems) using the Power SYBR Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems), and specific primers
for glycogen synthase (gsn), glycogen phosphorylase (gpn) and
tubulin (fub-2) mRNA amplicons. The sequences are shown in
Table 1. Five replicates were performed per experiment and
the data were analysed using StepOne™ Software version 2.1
(Applied Biosystems) in the standard comparative curve method.
The fluorescent dye ROX™ was used as the passive reference to
normalize the SYBR green reporter dye fluorescent signal. All
PCR products exhibited melting curves indicating the presence
of a single amplicon. Expression of the tubulin B8 chain (fub-2
gene, NCU04054) was used as the endogenous control for all
experiments.

Microscopic analysis

To determine conidial germination, conidia (107/ml) were
inoculated into 50 ml of VM medium containing 2 % sucrose,
at 30°C and 250 rev./min; samples were harvested every 2 h and
examined by light microscopy. Conidia were also inoculated on
to a coverslip and incubated in VM medium plus 2 % sucrose at
30°C for different times. For analysis of the nuclei, mycelia were
fixed (3.7 % formaldehyde, 50 mM NaH,PO,, pH 7.0, and 0.2 %
Tween 80), washed twice with PBS and stained with 100 ul of
DAPI (0.5 mg/ml) for 5 min. The mycelia were washed again in
PBS and examined in an Axio Imager.A2 microscope (Zeiss).
Images were captured with an AxioCam MRm camera and
processed using the AxioVision software, version 4.8.2. Further
processing was performed using Adobe Photoshop 7.0.

RESULTS
Serine/threonine protein kinase mutant strains

We screened a collection of 84 N. crassa mutant strains,
corresponding to a single mating type (A or a), each carrying
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a deletion in a single gene encoding a serine/threonine protein
kinase. The protein kinases were classified into the following
groups: AGC [PKA (protein kinase A), PKG (protein kinase
G) and PKC (protein kinase C)], CaMK (Ca?*/calmodulin-
dependent protein kinase), CK1 (casein kinase 1), CMGC [CDK
(cyclin-dependent kinase), MAPK, GSK3 (glycogen synthase
kinase 3) and CLK (CDC2-like kinase)], STE (homologue
of yeast sterile proteins), and ‘other group’, which does not
include the histidine kinases [14]. The additional 18 mutant
strains, more recently available (‘atypical’ group) [14], were not
analysed in the present study and 19 strains were heterokaryotic
mutant strains, according to the fungus genome database (http://
www.broad.mit.edu/annotation/genome/neurospora/Home.html).
When working on such strains, Hygromycin B was added to the
medium to enrich knockout conidia. All strains and the gene
product names missing in each strain, together with the kinase
families, are listed in Supplementary Table S1. All selected
mutant strains had their gene knockout confirmed by PCR using
the oligonucleotides described in Supplementary Table S2.

Protein kinases affecting glycogen and trehalose storage and
glycogen synthase activity

To search for protein kinases regulating glycogen metabolism
in N. crassa, the mutant strain set was analysed to search for
strains presenting glycogen accumulation profiles different from
those found in the wild-type strain. The mutant strains were
analysed under normal growth temperature (30°C) and heat-
shock stress (45°C) and the amount of glycogen accumulated
under both conditions for all strains is shown in Supplementary
Table S3. For comparison, we decided to quantify trehalose,
another storage carbohydrate, accumulated by the selected
mutant strains. It is known, from previous work, that N. crassa
decreases glycogen and increases trehalose when the mycelium
is exposed to heat shock (45°C) [27,28]. Of the 84 mutant
strains analysed, 15 showed patterns of glycogen accumulation
different from those observed in the wild-type strain (Figure 1A).
The strains were selected because they showed either higher
or lower glycogen levels than the wild-type strain at the two
temperatures analysed. For comparison, the selected strains had
their trehalose content quantified. Some mutant strains were of
particular interest, because they exhibited remarkable differences
when compared with the wild-type strain. Although the mutant
strains NCU05638%°, NCU05658%°, NCU06626%°, NCU07880%°
and NCUO08177%° accumulated very low levels of glycogen, the
amount of glycogen accumulated by the strains NCU09212%°,
NCU06249%°, NCU03187%°, NCU04566%° and NCU06240%°
was highly increased at both temperatures. Finally, we noted the
high glycogen levels observed in the strains NCU09212%° and
NCU04566%° after heat shock. As the selected strains showed
impaired control of glycogen accumulation, compared with the
wild-type strain, we concluded that the protein kinases missing
in the mutant strains might be involved in the regulation of
glycogen accumulation. Most of the selected mutant strains also
presented impaired trehalose accumulation either before or after
heat shock (Figure 1B), showing that the protein kinases identified
as regulators of glycogen metabolism may regulate carbohydrate
metabolism in general.

Many selected proteins are kinases already functionally
characterized in other organisms, although some of them have not
yet been characterized at the protein level, and are annotated either
as conserved hypothetical proteins or only as protein kinase due
to the presence of a kinase domain (Table 2). Most of the selected
protein kinases were described as being involved with growth and
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Figure1 Glycogen and trehalose accumulation before and after heat shock

in the selected mutant strains

Conidia (107/ml) were first germinated in 100 mI of VM medium containing 2% sucrose, at
30°C and 250 rev./min over 24 h. After this time, an aliquot was removed, filtered, frozen
in liquid nitrogen and stored at —80°C until use (before heat shock, HS). The remaining
cultures were filtered and transferred into fresh VM pre-heated to 45°C. After 30 min, the
mycelia were harvested by filtration, frozen in liquid nitrogen and stored at —80°C (after
HS). (A) Glycogen was extracted from mycelia, both submitted and not submitted to HS,
digested with a-amylase and amyloglucosidase, and the free glucose was enzymatically
determined with a glucose oxidase kit. (B) Trehalose in mycelia, both submitted and not
submitted to heat shock, were digested with a partially purified trehalase and the free glucose
was enzymatically determined with a glucose oxidase kit. Results represent the average of
at least three independent experiments. The asterisk shows the heterokaryotic strains. WT,
wild-type.

development in the fungus [14] and many proteins were previously
implicated as involved in the control of glycogen metabolism.
Three strains are heterokaryotic, which means that they carry
a nucleus with a non-functional allele (by gene knockout) and
one with the wild-type gene. They were included in our results
because they are mutant in protein kinases previously described as
proteins regulating glycogen metabolism in different organisms.
One is the NcPHOSS cyclin-dependent protein kinase encoded by
the ORF NCUOQ7580. In S. cerevisiae, this kinase, together with
the cyclin Pcl10p (Pcl10p—Pho85p complex), phosphorylates the
glycogen synthase Gsy2p and inhibits glycogen biosynthesis [29].
The ORF NCU04185 product is the glycogen synthase kinase
3 (NcGSK3) orthologous protein, one of the most important
kinases that regulates mammalian glycogen metabolism by
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Table 2 Glycogen synthase (GSN) activity in the selected mutant strains

GSN activity (nmol/min per mg of protein)

Total +G6P

Fungal Genetics Stock Center NCU # Gene product names 30°C 45°C0 30°C 45°C

9718 Wild-type 1354081 158+0.49 0.25+0.01 0.69+0.01
11313 04096 Serine/threonine protein kinase 3 1.92+0.08 0.86+0.03 0.80+0.06 0.614+0.03
11500 04185* Protein kinase GSK3 0.46 +0.01 0.4140.05 0.4440.02 0.47+0.00
11513 06240* PKA catalytic subunit-1 0.41+0.18 02+0.17 0.31+0.00 0.58+0.00
11545 09212 Serine/threonine protein kinase 1.124+0.10 0.69+0.10 0.40+0.05 0.47+0.01
12420 04566 Protein kinase SNF1 215+0.15 1154012 0.91+0.08 0,94+0.04
14539 07580* Cyclin-dependent protein kinase 0.63+0.28 0.29+0.03 0.52+0.04 0.40+0.07
16738 06249 Serine/threonine protein kinase 0.35+0.02 0.4540.20 0.35+0.06 0.86 + 0.06
17400 00188 ATG1 protein 0.72+0.25 0.56 +1.26 0.46+0.04 0.68+0.04
17937 01498 Serine/threonine protein kinase MAK 0.91+0.00 0.42+0.07 0.57+0.05 0.61+0.03
17948 05638 Serine/threonine protein kinase 34 1374021 1.00+1.03 0.33+0.02 0.62+0.05
17951 05658 Serine/threonine protein kinase 36 0.90+0.35 0.51+0.02 0.44+0.05 0.60+0.06
17959 06626 Phosphoinositide 3-kinase subunit 4 0.98+0.02 1.70+ 051 0.39+0.02 0.60+0.01
17965 07880 Protein kinase 3.88+1.07 214+1.23 0.36+0.02 0.74+0.06
17966 08177 Protein kinase 1444028 2.12+0.48 0.22+0.05 0.91+0.02
21730 03187 G,-specific protein kinase nimA 1.00+0.12 0.41+0.08 0.35+0.50 0.70+0.02

*Heterokaryotic mutant strains.
+See http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/neurospora.

phosphorylating glycogen synthase [30]. The ORF NCU06240
product is the catalytic subunit of cAMP-dependent protein kinase
and was described as regulating glycogen metabolism in N.
crassa by influencing the GSN phosphorylation [31]. Additional
protein kinases previously described as regulators of glycogen
metabolism were also identified. The NCU04566X° strain, which
showed high glycogen levels at both temperatures, is a mutant
lacking the S. cerevisiae Snflp protein kinase orthologue, a
homologue of the mammalian AMP-activated protein kinase. In
yeast, this kinase regulates glycogen metabolism by controlling
the phosphorylation of glycogen synthase [32] and autophagy, a
process that preserves glycogen stores [33]. The NCU00188 gene
product is the S. cerevisiae Atglp serine/threonine protein kinase
orthologous protein, first identified as required for the autophagic
process [34]. Atglp was further demonstrated to be required for
the maintenance of cell viability under conditions of starvation
and to maintain glycogen storage during the stationary phase
[33]. The S. cerevisiae atgl mutant cells were able to synthesize
glycogen, but were unable to maintain the glycogen stores during
the stationary phase. Surprisingly, the N. crassa NCU00188%°
strain accumulated low levels of glycogen at the exponential
phase.

We have not identified the NDR kinase DBF-2 encoded by
the ORF NCUQ09071in our screen. This protein kinase was
functionally characterized in N. crassa as involved in three
fundamental processes: cell cycle regulation, conidiation and
glycogen biosynthesis [15]. Mutant cells lacking this protein
kinase accumulated glycogen in cytoplasmic leakage droplets at
the end of growing hypha tips, as identified by NMR. Among the
hypothetical proteins, we should mention the ORF NCU06249
product, annotated as a hypothetical protein, and homologue to
the S. cerevisiae PAS kinase Psk2p described as a kinase that
phosphorylates Gsy2p [8].

We further quantified glycogen synthase (GSN) phosphoryla-
tion status, the enzyme that catalyses the regulatory step
in glycogen synthesis, in an attempt to correlate enzyme
phosphorylation with the glycogen stored by the mutant
strains. Enzymatic activity was quantified in the presence and
absence of glucose 6-phosphate (G6P), the GSN allosteric

modulator. The + G6P activity ratio is considered as an
index of phosphorylation, higher levels correlating with lower
phosphorylation and therefore higher activity. The activity was
quantified in all selected mutant strains (see Table 2). The
protein kinases missing in the mutant strains, which presented
a high activity ratio at 30°C, could be directly implicated
in GSN phosphorylation. Among the mutant strains analysed,
we observed the high+ G6P ratio (and thus lower GSN
phosphorylation) at 30 °C in the strains NCU04185%° (NcGSK3),
NCU04566%° (NcSNF1) and NCU07580%° (NcPHOS85), which
are mutants of protein kinases described as regulating GSN
phosphorylation, as previously mentioned. These results indicate
that these proteins are probably also implicated in N. crassa GSN
phosphorylation. The mutant strain NCU00188%° (NcATG]1) also
showed a high + G6P ratio indicating that this protein may be
implicated in N. crassa GSN phosphorylation. In addition, and
most importantly, this analysis revealed new protein kinases that
may regulate glycogen storage through GSN phosphorylation.
Among them, are the NCU04096, NCU09212, NCU01498, and
NCUO05658 gene products, most of which are annotated as
hypothetical protein kinases. The only functionally characterized
kinase is the NCUO1498 gene product, the S. cerevisiae Ime2
homologue, involved in the induction of meiosis and sporulation
in yeast [35], and in non-self recognition and programmed cell
death in V. crassa [36]. From these results, we therefore conclude
that protein kinases not yet described could be directly implicated
in N. crassa GSN phosphorylation. Finally, the high + G6P
ratio observed for some mutant strains (NCU04096° and
NCUO01498%°) did not correlate with the high levels of glycogen
accumulated, as would be expected for a kinase phosphorylating
the enzyme GSN.

Mutant strains with impaired glycogen levels during growth

To know whether the glycogen accumulated by the selected
mutant strains correlated with either higher synthesis or
degradation of glycogen, we quantified the glycogen accumulated
in mycelia harvested at different growth times. We selected strains
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Figure 2 Analysis of glycogen content along the vegetative growth in some selected mutant strains

Conidia (107/ml) were grown in liquid VM medium plus 2 % sucrose, and mycelia were harvested at the indicated times of growth up to 72 h. The glycogen was extracted and digested with c-amylase
and amyloglucosidase enzymes. The free glucose was enzymatically determined with a glucose oxidase kit. Results are the average of three independent experiments. The square symbol represents

the glycogen accumulated by the wild-type strain during vegetative growth.

presenting (see Figure 1) lower and higher glycogen storage than
the wild-type at 24 h. We have previously demonstrated that,
in the N. crassa wild-type strain, glycogen peaks at 24-36 h
of the vegetative growth [27]. Some mutant strains presenting
lower glycogen storage at 24 h showed a delay in the peak of
glycogen accumulated during growth, compared with the wild-
type strain (Figure 2A, strains NCU07880%°, NCU05638%° and
NCU06626%°), accumulating higher levels at 48 h of growth.
However, one strain (NCUO08177%°) was unable to accumulate
glycogen even though the total GSN activity at 30°C was similar
to that in the wild-type strain (see Table 2). All proteins are
annotated as hypothetical protein kinases in the fungus database.

The strains presenting higher levels of glycogen at 24 h also
showed higher levels during growth with the exception of the
strain NCUOQ3187%° (Figure 2B). This strain lacks NcNIMA, a
cell cycle-regulated protein kinase functionally characterized in
N. crassa by Pu et al. [37]. This strain presented the highest levels
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of glycogen at the start of growth (12 h) but was unable to retain the
glycogen accumulated. Among the strains showing higher levels
during growth, it is important to emphasize the mutant strain
in the NcSNF1 protein (NCU04566%°), which seems to play an
opposite role to that described in S. cerevisiae with regard to GSN
phosphorylation. The snfl yeast strain is unable to accumulate
glycogen, most probably by retaining the hyperphosphorylated
state of Gsy2 [32]. The N. crassa NcsnfI¥° strain accumulated
more glycogen than the wild-type strain and this result could be
explained by the higher + G6P activity ratio (see Table 2), which
means less phosphorylated isoforms of GSN.

As the levels of glycogen accumulated also correlate with
physiological conditions, which result from transcriptional
regulation of the genes encoding regulatory enzymes, we decided
to verify whether the lack of protein kinases could affect the ex-
pression of genes encoding glycogenic enzymes. We analysed the
expression of the gsn and gbn genes (which encode GSN and
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Figure 3 Quantitative PCR analysis of gsn, gpn, gbn and gdn genes in
some selected mutant strains

Conidia (107/ml) were inoculated into liquid VM medium plus 2% sucrose, and grown
over 36 h. After this, mycelia were collected by filtration, the total RNA was extracted and
reverse-transcribed, and gene expression analysed. The tub-2 gene (NCU04054) was used as
the endogenous control for all experiments. The results are the average of three independent
experiments. WT, wild-type.

the debranching enzyme, respectively, both involved in glycogen
synthesis) and gpn and gdn genes (which encode glycogen
phosphorylase and debranching enzyme, respectively, involved
in glycogen degradation) in the selected mutant strains. Gene
expression was analysed by qPCR in the same samples previously
selected, and the results are shown in Figure 3. Only the gdn
gene appeared to be regulated by the protein kinases, being
overexpressed in all mutant strains, which indicates gpn down-
regulation by the protein kinases. The gene expression regulation
could contribute to the lower levels of glycogen accumulated by
some mutant strains.

Different phosphorylated isoforms of GSN were identified in some
selected mutant strains

As previously mentioned, the + G6P activity ratio is considered
as an index of GSN phosphorylation. To analyse whether the
higher activity ratio could be correlated with different isoforms
of phosphorylated GSN, we performed 2D gels followed by
Western blot using anti-GSN antibody. Total protein was extracted
from mycelia harvested at 24 h of growth of mutant strains,
exhibiting at 30°C 4+ G6P an activity ratio higher than that of
the wild-type strain. Only one strain (NCU08177%°) had the
same ratio as the wild-type strain. The results are shown in
Figure 4. Five isoforms of GSN differently phosphorylated were
observed in the wild-type strain, which were reduced to two
isoforms after treating with protein phosphatase. Most of the
mutant strains exhibited the same pattern of phosphorylation,
i.e. five isoforms of GSN, some of them being more intense
than others. Although the phosphorylation sites of GSN have not
been mapped to date, this result suggests that, under the growth
conditions analysed in the present study, some phosphorylated
isoforms may predominate. Two mutant strains exhibited an
altered phosphorylation pattern for GSN: one is the NCU07880%°
mutant strain (lacking a hypothetical serine/threonine protein
kinase), which showed an additional phosphorylated isoform
and apparently similar intensities of all isoforms. The other is
the NcSNF1 mutant strain (NCU04566%°), which showed three
predominant isoforms, indicating that GSN is less phosphorylated
in this mutant strain. This result reinforces the results previously
presented, which suggested that the NcSNF1 may be implicated
in GSN phosphorylation. The higher = G6P activity ratio in this
mutant strain, presented in Table 2, could be explained by less
phosphorylated, and therefore more active, enzyme, resulting in
hyperaccumulation of glycogen, the opposite to what is described
for S. cerevisiae.

NcSNF1 may be implicated in GSN phosphorylation

For better analysis of GSN phosphorylation by the NcSNF1
protein kinase, GSN activity was quantified in the presence
and absence of G6P in mycelial samples from wild-type and
NesnfI*° mutant strains, harvested at different times of growth.
The results showed that GSN was less phosphorylated in the
mutant strain samples from 24 h to 60 h of growth compared with
the wild-type strain, indicating that NcSNF1 positively affects
GSN phosphorylation (Figure 5A).

The SNF1/AMPK (AMP-activated protein kinase) proteins are
activated by phosphorylation by upstream kinases (Sak1, Elm1
and Tos3 in yeast) and dephosphorylated by protein phosphatases
[38]. We decided to investigate the activation of NcSNF1 by
kinases in N. crassa. A blast search using the yeast protein
kinases homologues as a query in the N. crassa genome database
retrieved the ORF products NCU06177 and NCU(03523 (varying
from 30 % to 42 % identity), which are annotated as a CaMK and
a hypothetical protein, respectively. It is important to mention
that in Park et al. [14] the NCUO03523 product is described as
the Yos3/Sakl homologue. The glycogen accumulated during
growth was quantified in both knockout strains and compared
with those accumulated by the wild-type and NcsnfI*° strains.
The levels of glycogen accumulated by the NCU06177% strain
during growth were slightly decreased when compared with those
in the wild-type strain (Figure 5B), suggesting that in N. crassa
this protein kinase may not be implicated in NcSNF1 activation.
However, the glycogen levels in the NCU03523%° strain were
very close to those in the NcsnfI¥C strain, suggesting that this
kinase might be implicated in the regulation of NcSNF1 by
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Figure 4 A zoom-in view of GSN in the 2D gel images

JOVd-sas

The mutant strains were grown for 24 h in liquid VM medium plus 2 % sucrose, and mycelia were harvested by filtration. Total protein was extracted and 250 g of total protein was fractionated
by IEF followed by SDS/PAGE (2D-PAGE). After this, the proteins were transferred to a nitrocellulose membrane and analysed by Western blot using a polyclonal anti-GSN antibody raised in

rabbits.

phosphorylation. The NesnfI1*© strain again showed the highest
levels of glycogen. We decided to analyse the GSN + G6P
activity ratio in the NCU03523%° strain and, although their
glycogen levels were closer to those in the NesnfI®°, the
GSN activity was comparable with that in the wild-type strain.
We suggest that the activation of glycogen metabolism in the
NCUO03523%° strain is not mediated via GSN activation by
dephosphorylation.

Some protein kinases affected growth and development

To verify whether the protein kinases also influenced growth and
development, the growth of the mutant strains was quantified by
dry weight and the development analysed in samples collected at
early times of growth in liquid cultures. Growth results are shown
in Supplementary Figure S1 and the results showed that some
mutants had a reduced ability to grow, such as the strains Ncsnf1*°
and NcnimA®°, and only NCU08177%° showed a delay in conidia

© The Authors Journal compilation © 2014 Biochemical Society

germination at early times (Figure 6A). However, conidia of this
strain showed complete germination at 8 h, indicating that the low
germination in the early stages of growth was not due to impaired
conidial viability. Nuclei from this strain were analysed during
conidia germination and the results showed changes in nuclear
morphology and the dynamics of nuclear divisions (Figure 6B),
suggesting that this kinase influences the cell cycle regulation.

DISCUSSION

The sequencing of the N. crassa genome allowed the construction
of a collection of mutant strains, with each strain deleted
in a gene encoding a protein kinase. In the present study,
this collection was used to perform an investigation aimed at
identifying the protein kinases that regulate glycogen metabolism.
To pursue this goal, we quantified the carbohydrate levels during
vegetative growth and also under a stress condition such as
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Figure 5 GSN activity and glycogen accumulation during growth

() GSN activity (4 G6P ratio) during vegetative growth. The NesnfT*®, NCU03523%C and
wild-type strains (WT) were grown in liquid VM medium plus 2 % sucrose up to 72 h. Mycelia
from both strains were harvested at the indicated times and the crude cellular extracts were
used to quantify the GSN activity in the presence and absence of GEP. Results are the average
of three independent experiments. (B) Glycogen accumulation in the Nesnff0, NCUOG177¢0,
NCU03523% and wild-type strains over 72 h of growth. Mycelia were harvested at different times
during growth and glycogen was extracted and digested with a.-amylase and amyloglucosidase
enzymes. The free glucose was enzymatically determined with a glucose oxidase kit. Results are
the average of three independent experiments.

heat shock. The amount of glycogen found in a particular
situation results from a balance between the activities of GSN
and those of glycogen phosphorylase. These enzymes regulate
glycogen synthesis and degradation, respectively, and they are
both regulated by phosphorylation and allosterism, in which
phosphorylation activates glycogen phosphorylase and inhibits
GSN [4]. There are multiple phosphorylation sites in GSN, which
is supposed to be the main control point, whereas glycogen
phosphorylase is phosphorylated in a single residue. A number of
protein kinases were identified in the present study as regulators
of glycogen metabolism, which also control trehalose
accumulation, another reserve carbohydrate. Some mutant strains
accumulated low levels of glycogen, and one mutant strain
(NCUO08177%°) was unable to accumulate glycogen during
growth. This strain also showed impaired cell cycle regulation,
suggesting that glycogen levels might be connected to cell cycle
progression. We identified protein kinases that may regulate
glycogen metabolism either through gdn gene expression or
by GSN post-translational modification via phosphorylation.

However, additional regulatory pathways may be linked to
glycogen metabolism regulation.

A number of proteins identified in our screen were previously
described in the control of glycogen accumulation in different
organisms, which validated our screen. These include NcSNF1,
NcPHOS85, NcGSK3, NcPKA, the PSK2 homologue and
NcATG1 proteins. However, we did not identify some other
protein kinases already described as regulators of glycogen
metabolism, such as the NDR kinase DBF-2 in N. crassa [15]
and S. cerevisiae [39]. Another protein not identified in our
screen is Rim15p, a kinase that acts downstream of PKA, the
yeast mutant of which exhibits defects in glycogen and trehalose
accumulation [40]. A series of protein kinases identified by Wilson
et al. [39], in a screening of a strain deletion set implicated
in glycogen metabolism regulation in yeast, was not identified
either. We may speculate that the strategy used in this work,
quantification of glycogen accumulated at a specific time (24 h
of growth), impaired the identification of such kinases in our
screen. On the other hand, we identified two protein kinases
functionally characterized but with no known functions related to
glycogen metabolism regulation. One is the protein NcIME-2, the
knockout strain of which showed lower glycogen levels and higher
glycogen synthase + G6P activity ratio than the wild-type strain.
This protein kinase was first identified in S. cerevisiae as required
in the meiotic cell cycle, but more recent studies revealed that this
kinase displays multiple cellular functions beyond meiosis [41].
In N. crassa, NcIME-2 was demonstrated to be involved in the
inhibition of protoperithecia formation under low availability of
nitrogen. Microarray analysis revealed that this kinase regulates,
under nitrogen starvation conditions, genes involved in a variety
of cellular functions, including metabolism [36]. In present study,
we demonstrated that the ime-2%° strain exhibited a GSN + G6P
activity ratio higher than that of the wild-type strain, although this
enzyme was not predicted to be an NcIME-2 phosphorylation
target, as described by Hutchison et al. [36]. The other one is the
NcNIMA (never-in-mitosis A) protein kinase, first identified in
Aspergillus nidulans as required for the mitotic entry causing
G, arrest [42]. More recently, this kinase was demonstrated
to regulate interphase microtubules, indicating that it could
integrate cell growth and development with mitotic regulation
in A. nidulans [43]. In N. crassa, NIMA was demonstrated in
the present study to regulate glycogen metabolism; the nimAX°®
strain accumulated higher levels of glycogen at the early phase of
vegetative growth when the cells are actively engaged in mitotic
division and degrade glycogen at later times of growth. Together
with NcPHOS8S5, a kinase involved in cell cycle progression, the
identification of NcNIMA led us to speculate that the energy
provided by glycogen metabolism could be connected to cell
growth and development in N. crassa.

NcSNF1 as a kinase that promotes GSN phosphorylation

We demonstrated in the present study that the NcsnfI*© strain
accumulated higher levels of glycogen compared with the wild-
type strain. The result was corroborated by a combination of
assays including the higher GSN + G6P activity ratio, which
means less phosphorylated GSN and therefore more active
enzyme, and less phosphorylated GSN isoforms. Altogether, this
led us to conclude that, in the wild-type strain, the NcSNF1
kinase promotes phosphorylation of glycogen synthase either
directly or indirectly by inactivating a phosphatase or activating
another kinase, or both. This protein kinase was identified in S.
cerevisiae as a protein required for growth on a less preferred
carbon source, such as sucrose [44]. Together with AMPK,
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Figure 6 Conidia germination in the mutant strain NCU08177%°
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(A) Conidia (107/ml) from wild-type and mutant strains were inoculated into liquid VM medium plus 2 % sucrose and aliquots were collected at the indicated times. Images were obtained using the
microscope Axio Imager.A2 (Zeiss) with x40 magnification. (B) Conidia were inoculated on to a coverslip, grown in liquid VM medium plus 2 % sucrose for different times, and stained with DAPI.

Images were obtained using the microscope Axio Imager.A2 with x 100 magnification.

the mammalian homologue, this kinase has been extensively
characterized in different organisms and, besides its role in
carbon repression, it is described as regulating the expression
of a large set of genes by phosphorylation of either transcription
factors or metabolic enzymes, or regulation of transcription by a
chromatin-based mechanism [45,46]. The role of the S. cerevisiae
Snflp in the regulation of glycogen metabolism was reported
for the first time by Hardy et al. [32]. Yeast snfl mutants are
not able to accumulate glycogen, which correlated with hyper-
phosphorylation of Gsy2p, as shown by the low + G6P activity
ratio. Snfl is also required to maintain glycogen stores [33].
What could explain the opposite results between yeast and
N. crassa with regard to glycogen metabolism regulation by
NcSNF1? Members of the SNF1/AMPK family are heterotrimers
composed of a catalytic o (Snfl in yeast), and regulatory S
(Gal83, Sipl or Sip2 in yeast) and y (Snf4 in yeast) subunits [38].
In N. crassa, the products of the ORFs NCU03837, annotated
as the Snfl kinase complex S-subunit Gal83, and NCU01471,
annotated as nuclear protein SNF4, are the 8- and y-subunit
orthologous proteins, respectively. The B subunits control the
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subcellular localization of Snf1 [47] and probably control access
of the kinase to different substrates. Gal83 and Sip2 contain a
conserved glycogen-binding domain (GBD) and bind glycogen
in vivo [48]. The ORF NCUO03837 product is a protein with
a GBD [48]. Although its ability to bind glycogen has not
been demonstrated yet, the domain has several conserved amino
acid residues at key positions, which led us to suppose that the
protein is able to bind glycogen. The SNF1/AMPK proteins are
described as being activated via phosphorylation by upstream
kinases and dephosphorylated by protein phosphatases [38]. A
blast search using the yeast protein kinases homologues as a query
in the N. crassa genome database retrieved the ORF NCU06177
and NCUO03523 products. The glycogen accumulated by the
NCUO06177%° strain during growth was similar to the wild-type
strain whereas the levels in the NCU03523%° strain were closer
to those in the NesnfI*© strain. These results led us to conclude
that NcSNF1 may be phosphorylated by the NCU03523 product.
We therefore identified a putative kinase that activates NcSNF1
by phosphorylation; however, the NcSNF1 activation may not
correlate with GSN phosphorylation.



Protein kinases regulating glycogen metabolism in Neurospora crassa 333

In addition to phosphorylation control on Gsy2p, the S.
cerevisiae Snf1 also controls glycogen accumulation by regulating
the expression of the GSN gene (GSY2); gene expression in a
snfl strain was approximately 50 % of the wild-type level [32].
In N. crassa, we demonstrated in the present study that GSN
expression was not regulated by NcSNF1, although it did regulate
the gene encoding the debranching enzyme (gdn). The findings
described in the present study support a role for NcSNF1 in
regulating glycogen accumulation in N. crassa through GSN
phosphorylation, but the molecular mechanisms are unexpectedly
different from those described in yeast. More work will be
necessary to elucidate how the regulatory pathway involving
NcSNF1 functions in the regulation of glycogen metabolism in
N. crassa.
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The transcription factor CreA/Mig1/CRE-1 is a repressor protein that regulates the use of alternative car-
bon sources via a mechanism known as Carbon Catabolite Repression (CCR). In Saccharomyces cerevisiae,
Mig1 recruits the complex Ssn6-Tup1, the Neurospora crassa RCM-1 and RCO-1 orthologous proteins,
respectively, to bind to promoters of glucose-repressible genes. We have been studying the regulation
of glycogen metabolism in N. crassa and the identification of the RCO-1 corepressor as a regulator led
us to investigate the regulatory role of CRE-1 in this process. Glycogen content is misregulated in the

ﬁi{l Vr‘;OSrd;;a crassa rco-1%C, rem-1%" and cre-1%© strains, and the glycogen synthase phosphorylation is decreased in all
Glycogin strains, showing that CRE-1, RCO-1 and RCM-1 proteins are involved in glycogen accumulation and in

Gene expression the regulation of GSN activity by phosphorylation. We also confirmed the regulatory role of CRE-1 in
CRE-1 CCR and its nuclear localization under repressing condition in N. crassa. The expression of all glycogenic
ChIP-qPCR genes is misregulated in the cre-1%© strain, suggesting that CRE-1 also controls glycogen metabolism by
regulating gene expression. The existence of a high number of the Aspergillus nidulans CreA motif
(5’-SYGGRG-3') in the glycogenic gene promoters led us to analyze the binding of CRE-1 to some DNA
motifs both in vitro by DNA gel shift and in vivo by ChIP-qPCR analysis. CRE-1 bound in vivo to all motifs
analyzed demonstrating that it down-regulates glycogen metabolism by controlling gene expression and

GSN phosphorylation.
© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Microorganisms can grow in a variety of environmental condi-
tions due to their wide range of adaptative responses that ensure
survival and their use of energy-saving mechanisms. Nutrient
responses can influence different regulatory mechanisms, includ-
ing those related to the use of carbon sources. In general, filamen-
tous fungi use glucose as their preferred carbon source while the
alternative sugar metabolizing enzymes are repressed in a mecha-
nism known as Carbon Catabolite Repression (CCR) (Ruijter and
Visser, 1997; Vinuselvi et al., 2012). In recent years, numerous
studies have demonstrated the importance of CCR mechanism,
especially in the secretory control of hydrolytic enzymes by
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industrial microorganisms such as Trichoderma reesei (Hypocrea
jecorina) and Aspergillus species (reviewed in Aro et al., 2005).
The production of cellulolytic and xylanolytic enzymes is regulated
by glucose through the action of the transcription factor CreA
(Aspergillus nidulans), CRE-1 (Neurospora crassa) or CRE1 (T. reesei).
This transcription factor is a repressor protein that regulates the
transcription of genes related to the use of alternative carbon
sources when glucose is present (de Vries et al, 1999;
Mach-Aigner et al., 2008; Sun and Glass, 2011).

The action of the C;H,-zinc finger protein CreA/CRE-1/Mig1 is
well conserved among different fungi. CreA/CRE-1 binds to the
5’-SYGGRG-3’ motif (Sun and Glass, 2011; Kulmburg et al., 1993)
that displays strong identity to the motif recognized by Migl
(5'-SYGGGG-3') (Lundin et al., 1994). However, the regulation of
Cre-mediated repression is complex and apparently varies among
fungi. Transcriptional and post-transcriptional events regulate
A. nidulans CreA function (Strauss et al., 1999) and phosphorylation
regulates H. jecorina CRE1 activity (Cziferszky et al., 2002).
Although protein kinases that phosphorylate this transcription
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factor are unknown, the involvement of the AMPK/Snf1 kinase in
the regulation by phosphorylation has been demonstrated
(Vautard-Mey and Févre, 2000; Ostling and Ronne, 1998). This
kinase phosphorylates in vitro the yeast Migl, however the own
H. jecorina CRE1 was not phosphorylated by the same kinase
(Cziferszky et al., 2003). The cellular compartmentalization of
CreA/CRE-1/Mig1 also differs among fungi. Migl location was
initially reported to be glucose-dependent, being nuclear in condi-
tions of CCR and translocating to the cytoplasm under glucose-
limiting conditions (De Vit et al., 1997). The A. nidulans GFP-tagged
CreA location was demonstrated to be nuclear in the presence of
high glucose (Vautard-Mey et al., 1999; Roy et al., 2008; Brown
et al., 2013), however the cytoplasmic localization was strongly
influenced by the nature of the derepressing carbon source
(Brown et al., 2013). Similar results have been described for the
Fusarium oxysporum GFP-Crel fusion protein, which showed
nuclear localization during growth on ethanol, a derepressing con-
dition (Jonkers and Rep, 2009). More recently, the T. reesei CRE1
was described to recycle between nucleus and cytoplasm depend-
ing on the carbon source (Lichius et al., 2014).

This transcription factor plays a direct role controlling the
expression of a large number of genes encoding cell wall degrading
enzymes. In T. reesei and Aspergillus species, CRE1/CreA, respec-
tively, regulates the gene expression of cellullases, hemicellullases
and xylanases (Ilmén et al., 1997; Orejas et al., 1999; reviewed in
Ruijter and Visser, 1997), while in N. crassa, deletion of the cre-1
gene led to an increase in the production of hydrolytic enzymes
involved in cellulose degradation (Sun and Glass, 2011). We have
been investigating the regulatory mechanisms involved in N. crassa
glycogen metabolism and in a screening of a mutant strains set in
transcription factors we identified the corepressor RCO-1 protein
(Gongalves et al., 2011). RCO-1 was first identified in N. crassa by
Yamashiro et al. (1996) as a protein that mediates the repression
of conidiation and it is orthologous to the Saccharomyces cerevisiae
Tupl, a protein component of the Ssn6-Tup1 complex (Keleher
et al., 1992). This complex mediates the repression of genes related
to different cellular processes, depending on the DNA-binding pro-
tein that recruits it to DNA. In yeast, such complex regulates glu-
cose-repressible genes in a Migl-dependent way, a process
involving chromatin remodeling and nucleosome compaction
(Treitel and Carlson, 1995; reviewed in Smith and Johnson, 2000).

In N. crassa, RCM-1 is the S. cerevisiae Ssn6 orthologous protein
and, together with RCO-1, may have a role in regulating glucose-
repressible genes. Lee and Ebbole (1998) demonstrated the
regulation of the N. crassa con-10 gene by RCO-1 in a medium
without glucose. More recently, the RCO-1-RCM-1 complex was
described to have a role in photoadaptation (Olmedo et al.,
2010) and was identified as a partner of the transcription factor
CSP1, a clock-controlled repressor (Sancar et al., 2011). The iden-
tification of RCO-1 as likely regulating the glycogen metabolism
in N. crassa and the high number of CreA motifs (5-SYGGRG-3')
in the promoter region of genes codifying for glycogen metabo-
lism enzymes prompted us to start investigating the regulatory
role of CRE-1, RCO-1 and RCM-1 in the regulation of glycogen
metabolism in N. crassa.

In this report, we demonstrate that CRE-1, RCO-1 and RCM-1
proteins regulate glycogen metabolism by a process in which
CRE-1 may play a central role since the gene expression of all
glycogen enzymes was misregulated in the cre-1%° mutant strain.
Gel mobility assays showed that the recombinant GST::CRE-1
recognized and bound specifically to the gsn and gpn promoters
in vitro and ChIP-qPCR analysis confirmed CRE-1 binding to all
glycogenic gene promoters. In addition, CRE-1::GFP bound in vivo
to its own promoter but was not able to bind to a DNA fragment
lacking a CRE-1 motif.

2. Materials and methods
2.1. Neurospora crassa strains and growth conditions

The N. crassa FGSC#9718 (mat a, mus-51:bar), cre-1%°
(FGSC#10372), rco-1%° (FGSC#11371) and rcm-1RP (FGSC#10215)
strains were purchased from the Fungal Genetics Stock Center
(FGSC) (McCluskey, 2003). The his-3::Pn-cre-1-gfp strain was a gift
from N. L. Glass, University of California, Berkeley, CA, USA (Sun
and Glass, 2011). All strains were maintained on solid Vogel’s mini-
mal (VM) medium, pH 5.8 (Vogel, 1956) containing 2% sucrose.
Conidia from 10-day culture were collected, suspended in sterile
water and counted. For vegetative growth, 107 conidia/mL or
hyphae homogenates (for rco-1%C and rcm-1%" strains) were first
germinated in 60 mL of VM medium +2% sucrose at 30 °C,
250 rpm, for 24 h. After this period, cultures were harvested and
the mycelia were frozen in liquid nitrogen and stored at —80 °C.
For growth in different carbon sources, 10° conidia/mL were first
germinated in 1 L of VM medium +2% fructose (non-repressing car-
bon source) (Ziv et al., 2008) at 30 °C, 250 rpm, for 24 h. After this
period, cultures were harvested and the mycelia were divided in
four samples: one was frozen in liquid nitrogen and stored at
—80 °C for further processing (control sample) and the remaining
were transferred into 400 mL of fresh VM medium containing 2%
of glucose, or xylose or glycerol. Samples (125 mL) were harvested
after incubation for 2, 4, and 8 h and processed as before. To ana-
lyze the effect of 2-deoxy-p-glucose (2-DG) in catabolic repression,
conidia (107/mL) from wild-type and cre-1%° strains were inocu-
lated into 20 mL of VM medium containing 1% sucrose, or glucose
or xylose with or without 1mM 2-DG and incubated at 30 °C,
250 rpm, for 24 h. The mycelia were harvested, filtered and dried
at 98 °C for 16 h. The biomass weight was expressed as a percent-
age relative to samples grown without 2-DG.

2.2. Glycogen and protein quantification

Mycelia pads were ground to a fine powder in a pre-chilled mor-
tar in liquid nitrogen and extracted in lysis buffer (50 mM Tris-HCI,
pH 7.6, 100 mM NaF, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 0.1 mM TCLK, 1 mM
benzamidine, and 1 pg/mL each of pepstatin and aprotinin). Cellular
extracts were clarified by centrifugation at 10,000g, for 10 min at
4 °C,and the supernatants were used for glycogen and protein quan-
tifications. Glycogen content was measured according to Freitas
et al. (2010). Briefly, 100 pL of the crude extract was precipitated
with 20% TCA (final concentration) and centrifuged (5000g,
10 min, 4 °C). The glycogen in the supernatant was precipitated with
500 pL of 95% cold ethanol, collected by centrifugation, washed
twice with 66% ethanol, dried and digested with o-amylase
(10 mg/mL) and amyloglucosidase (30 mg/mL). Free glucose was
measured using a glucose oxidase kit and the glycogen content
was normalized to total protein. Total protein was quantified by
the Hartree (1972) method, using BSA as standard.

2.3. Glycogen synthase activity

The activity of glycogen synthase was determined by [4C]-glu-
cose incorporation, as described by Thomas et al. (1968). Briefly,
mycelia pads were ground to a fine powder in nitrogen liquid in
a pre-chilled mortar and 200 mg of each sample was extracted in
1 mL of lysis buffer (50 mM Tris HCIl, pH 7.5, 100 mM NaF, 1 mM
EDTA, 1 mM PMSF, 1 mM benzamidine, 1 mM B-mercaptoethanol
and 1 pg/mL each of aprotinin, pepstatin and TLCK). Cellular
extracts were clarified (7000g, 10 min, 4 °C) and total proteins
were quantified (Hartree, 1972) using BSA as standard. To assay
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glycogen synthase activity, a volume of 15 pL, containing approxi-
mately 30 pg of total protein, was added to 30 pL of reaction buffer
[50 mM Tris-HCl, pH 7.8, 20 mM EDTA, 25 mM NaF, 0.67% glyco-
gen, 3 mM UDP-['“C]-glucose (1.8 mCi/mmol), with or without
7.2 mM glucose-6-phosphate (G6P)] and incubated at 30 °C during
15 min. After incubation, 75 pL of each reaction were withdrawn,
placed on Whatmann 3 MM filter paper and washed with cold
ethanol (70%) under stirring for 15 min. Two additional washes
in ethanol (70%) were done, the first for 60 min and the second
for 15 min. After washing, the filters containing the reaction pro-
duct were dried and radioactivity was quantified in a LS 6500
Scintillation Counter (Beckman CoulterTM). One unit of glycogen
synthase activity was defined as the amount of enzyme that trans-
ferred 1 pmol of glucose to glycogen per minute.

2.4. RNA isolation and gene expression analysis

Total RNA was prepared from mycelia samples according to
Sokolovsky et al. (1990) method. RNA (10 pg) from each sample
was fractionated on a 2.2 M formaldehyde 1.2% (w/v) agarose gel,
stained with ethidium bromide and visualized under UV light to
assess the rRNAs integrity. Gene expression analysis was per-
formed by quantitative PCR (qPCR). RNA samples (10 pg) were

Table 1
Oligonucleotides used in this study.

treated with RQ1 RNAse-free DNAse (Promega) and subjected to
cDNA synthesis by using the SuperScript Il First Strand Synthesis
kit (Invitrogen) and oligo (dT) primers, according to the manufac-
turers’ instructions. qPCR was performed on the StepOnePlus
™Real-Time PCR system (Applied Biosystems) using the Power
SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) and specific
primers for glycogen synthase (gsn), glycogen phosphorylase
(gpn), glycogenin (gnn), 1,4-a-glucan branching enzyme (gbn),
glycogen debranching enzyme (gdn) and B-tubulin (tub-2) mRNA
amplicons (Table 1). Five biological replicates were run and the
data were analyzed using the StepOne™ Software v2.1 (Applied
Biosystems) in the relative quantification standard curve method.
The fluorescent dye ROX™ was used as a passive reference to nor-
malize the SYBR green reporter dye fluorescent signal. All PCR
products had melting curves indicating the presence of a single
amplicon. The tubulin B chain (tub-2 gene, NCU04054) was used
as the endogenous control in all experiments.

2.5. Cellular localization

For microscopy experiments, conidia from the cre-1%° comple-
mented strain (his-3::Pn-cre-1-gfp) were inoculated onto a cover-
slip and incubated in liquid VM containing 1% sucrose for 16 h at

Primers Sequences™ " (5’ - 3') Source Name Positions

8807-F ATGCAACGCGTACAGTCAGCAG NCU08807 - +1 to +22
8807-R GAATTCTTACAACCGGTCCATCATCTC NCUO08807 - +1273 to +1293
qGSN-F TACCAAGCATCACCACCAACCTCT NCU06687 - +1541 to +1564
qGSN-R TGTCTGCGGCTCTTCTGGGTAAAT NCU06687 - +1689 to +1712
qGPN-F TGCCAATATCGAAATCACCCGCGA NCU07027 - +2247 to +2061
qGPN-R TCTCGATGGCCTCAAACACCTTGA NCU07027 - +2375 to +2398
qGNN-F ACAAGCACCCGAACCCAC NCU06698 - +1134 to +1151
qGNN-R AAGGGTGGGCGATGCTGT NCU06698 - +1234 to +1251
qRAMIF-F TCTGCGATGCCGAGTTGT NCU05429 - +1487 to +1504
qRAMIF-R ACTCGTTGCCCTCGAAGT NCU05429 - +1616 to +1633
qDESRAM-F TCGGCGGTAATCAAGCCA NCU00743 - +3779 to +3796
qDESRAM-R TGAATTTGCCGGCTTCGT NCU00743 - +3935 to +3952
4054Tub-F CCTCCACCTTCGTCGGTAACTCC NCU04054 - +1091 to +1113
4054Tub-R GGTACTGCTGGTACTCGGAGACG NCU04054 - +1254 to +1276
XLNR-FP2 TGAGGGTGAGAAAGTTGC pgsn gsn 1 —2173 to —-2156
XLNR-RP2 TATTCTGCAACGGAACTCC pgsn gsn 1 —2053 to —2035
SREBp-F2 CATGGGAGTATTCGTTGC pgsn gsn 2 —1790 to —1773
GSN-FP4 CTGATTGGGAAAGGTCAGA pgsn gsn 2 —1645 to —1627
emsaSTRE1-F CACTGCACAGATCTGGAG pgsn gsn 2 —1590 to —1573
emsaSTRE1-R GAGACATCCATGGGCATT pgsn gsn 2 —1429 to —1412
STRE2i-F GCTTCAGTGAGGCCCCGT pgsn gsn 3 —350 to —333
STRE2i-R GCAGATCAGGTCGACGTAGC pgsn gsn 3 —204 to —185
oligoCRE1-F GAGGCCCCGTTCCCCGCTTCCGGCCGG pgsn oligo cre-1 —342 to -316
oligoCRE1-R CCGGCCGGAAGCGGGGAACGGGGCCTC pgsn oligo cre-1 —342 to —-316
PGPNNit-F1 CGGTGGGTGGTAGGTTGTG pgpn gpn 1 —2111 to —2093
pGPNNit-R1 CCGACCCCGACTTTGCG pgpn gpn 1 —1938 to —1922
pGPNNit-F3 GTAGTATCACGGTTGGGC pgpn gpn 2 —1287 to —1270
pGPNNit-R3 ACCCCCATTGGCCCCTCC pgpn gpn 2 —1122 to —1105
pGPNxInr-F CTAGCCCATCAAGGTACGTG pgpn gpn 3 —321 to —302
pGPNxInr-R CCTAGGTGGTGTCTCTGGTC pgpn gpn 3 —203 to —184
GNNp-F3 GTCGCCAAGTTAGGTTCA pgnn gnn —198 to —181
GNNp-R CTACTTGACAATCACAAAATTC pgnn gnn —-19 to +3
DEBp-F1 TAACTCTCACAGCGGTCG pgdn gdn 1 —1633 to —1616
DEBp-R1 GCTGACCGCAACAAGACC pgdn gdn 1 —1447 to —1430
DEBp-F2 GCCTGTTTTCTGACGGGT pgdn gdn 2 —707 to —690
DEBp-R2 TTGGCTGTGATAGGACCG pgdn gdn 2 —551 to —534
BRANCH-FP3 GCCCCTCCATGAAGCGAAGA pgbn gbn —1215 to —1196
BRANCH-RP1 TGGTTGGGCTTCTGGGCG pgbn gbn -1133 to —-1116
pCRE1-F GCAACGGAGTCTGAACCC pcre-1 cre-1 —1226 to —1209
pCRE1-R CAATACAATACGCAGCAC pcre-1 cre-1 —1073 to —1056
qUbi-F CGAGTCTTCGGATACGATTG NCU05995 ubiquitin +735 to +754
pUbi-R CCATCCTCCAACTGCTTAC NCU05995 ubiquitin +842 to +824

@ The EcoRI restriction site is underlined in the 8807-R sequence.

b The ATG start codon and TAA stop codon in the NCUO8807-F/R sequences are represented in bold and italic. Primers are positioned according to the ATG start codons. The

nucleotides in bold in the oligonucleotides oligoCRE-1-F/R represent the CreA motif.
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30 °C. After this time, the cells were transferred to the following
media: VM without carbon source, VM plus 1% sucrose and VM
plus 1% xylose and incubated for 1 h at 30 °C. Before transferring,
the cells were washed in the same transfer media to remove traces
of sucrose. After incubation, mycelia on the coverslips were fixed
(3.7% formaldehyde, 50 mM NaH,PO,4, pH 7.0, 0.2% (v/v) tween
80), washed with phosphate buffered saline (PBS) and stained with
0.5 pg/mL DAPI for 5 min. The mycelia were washed again in PBS
and examined in an AXIO Imager.A2 Zeiss microscope. Images
were captured with the AxioCam MRm camera and processed
using the AxioVision software. Further processing was done using
Adobe Photoshop 7.0.

2.6. cre-1 cDNA cloning and production and purification of the
recombinant protein

The N. crassa cre-1 gene (ORF NCU08807) encodes a 430 amino
acid protein with a theoretical molecular mass of 47 kD. The entire
cre-1 cDNA fragment (1293 bp) was amplified from the pYADE5
cDNA plasmid library (Brunelli and Pall, 1993) with the oligonu-
cleotides 8807-F and 8807-R (Table 1) and subcloned into the
PMOSBIlue cloning vector (GE Healthcare) leading to the pMOS-
8807 plasmid. A ~1.3 kb BamHI-EcoRI fragment was removed from
PMOS-8807 and inserted into the pGEX-4T1 vector (GE Healthcare)
resulting in the pGEX-8807 plasmid. For expression of the non-
fused GST and the GST::CRE-1 recombinant protein, Escherichia coli
Rosetta (DE3) pLysS cells harboring the pGEX-4T1 or pGEX-8807
plasmid constructions were used, respectively. Cells were grown
at 37°Cin 1L of LB medium to an ODggg of 0.7 and induced with
IPTG (final concentration 0.4 mM) for 4 h at 37 °C and 200 rpm.
For purification, cells were suspended in buffer A (10 mM
NaH,PO4, 1.8 mM KH,PO4, pH 7.3, 140 mM NaCl, 2.7 mM KCl,
1mM DTT, 1mM PMSF and 10 mM benzamidine) containing
0.5% Triton X-100 and 0.5% Tween 20 and lysed by sonication
(5 cycles of 30s sonication and 30 s on ice). After centrifugation,
the supernatant was subjected to affinity chromatography on a
GSTrap HP column (GE Healthcare) using the AKTA Prime purifica-
tion system. The recombinant protein was eluted in buffer B
(50 mM Tris-HCI, pH 8, 0, 10 mM glutathione) and dialyzed twice
against 1 L of dialysis buffer (10 mM Tris-HCI, pH 7.9, 100 mM KCl,
10% v/v glycerol, 1 mM EDTA and 0.5 mM DTT). The purified pro-
tein was analyzed by 10% SDS-PAGE (Laemmli, 1970) followed
by Coomassie Brilliant blue staining and quantified by the
Hartree (1972) method using BSA as standard.

2.7. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

DNA-protein binding reactions were carried out in 30-80 puL of
1x binding buffer (25 mM HEPES-KOH, pH 7.9, 20 mM KCl, 10% v/v
glycerol, 1 mM DTT, 0.2 mM EDTA, 0.5 mM PMSF, 12.5 mM benza-
midine, and 5 pg/mL each of antipain and pepstatin A) containing
2 pg of poly(dI-dC).(dI-dC) as non-specific competitor and 3-10 pg
of either GST or GST::CRE-1 recombinant protein. A radiolabeled
DNA probe (~10% cpm) was added and the reactions were incu-
bated at room temperature for 20 min. Free probe was separated
from DNA-protein complexes by electrophoresis on a native 5%
polyacrylamide gel in 0.5x TBE buffer at 300V, 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.

2.8. DNA probe and competitors for EMSA

A high number of CreA motif (5'-SYGGRG-3’) was identified in
the 5'-flanking region of the gsn, gpn, gnn, gbn and gdn genes by

in silico analysis. To obtain the gsn and gpn probes, DNA fragments
containing the CreA motif were amplified from genomic DNA using
the oligonucleotides described in Table 1, in the presence of
[0-32P]-dATP (3000 Ci/mmol). The probes were purified on a 2%
low-melting point agarose gel. The unlabeled probes were used
as specific DNA competitors. A 27 bp DNA oligonucleotide was also
used as a competitor after annealing the complementary oligonu-
cleotides oligoCRE-1-F and oligoCRE-1-R (Table 1). The specific
competitors were quantified by measuring the absorbance at
260 nm. For competition assays, the specific competitors and the
dsDNA CRE-1 oligonucleotide were added to the binding reactions
in 10-30-fold and 3-10-fold molar excess, respectively.

2.9. ChIP-qPCR analysis

Chromatin immunoprecipitation assays were performed as
described by Tamaru et al. (2003) with modifications. Briefly, coni-
dia from the his-3::Pn-cre-1-gfp strain were grown in 125 mL of
liquid VM medium containing 2% sucrose at 30 °C, 250 rpm, for
24 h and the chromatin was fixed by adding formaldehyde to 1%
final concentration, followed by incubation for 30 min at 30 °C
and 250 rpm. Formaldehyde was quenched using 125 mM glycine,
at 30 °C, 250 rpm, for 10 min. Sonicated chromatin prepared from
each sample was pre-cleared with protein A Mag Sepharose (GE
Healthcare) pre-blocked with 0.5% BSA in PBS and then immuno-
precipitated with anti-GFP antibody (Sigma) and protein A Mag
Sepharose. As a negative control, a mock reaction without antibody
was run (no Ab). The DNA concentration was quantified and 25 ng
of each reaction: input DNA, no Ab and IPs (immunoprecipitated
DNAs with anti-GFP) were analyzed by absolute quantification by
quantitative PCR (qPCR). qPCR was performed on the
StepOnePlus ™Real-Time PCR system (Applied Biosystems) using
the Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems)
and specific oligonucleotides for gsn, gpn, gnn, gbn, and gdn pro-
moter regions (Table 1). A cre-1 promoter region containing the
CreA motif was used as positive control of binding and an ubiquitin
region, lacking the motif were used as negative control of binding.
All PCR products had melting curves indicating the presence of a
single amplicon.

3. Results

3.1. CRE-1, RCO-1, and RCM-1 proteins regulate glycogen
accumulation, glycogen synthase activity and expression of genes
encoding glycogenic enzymes

We previously screened a set of N. crassa knockout strains in
genes encoding transcription factors and identified the RCO-1 as
a protein that regulates glycogen metabolism (Gongalves et al.,
2011). This protein is the S. cerevisiae Tup1 orthologue. In yeast,
Tup1 requires Ssn6, the called Ssn6-Tup1 complex, which, together
with the Mig1 transcription factor, acts as a repressor of glucose-
repressible genes (Smith and Johnson, 2000). Since the N. crassa
CRE-1, RCO-1 and RCM-1 proteins correspond to the S. cerevisiae
Mig1, Tup1 and Ssn6 orthologous proteins, respectively, we inves-
tigated the glycogen metabolism in the corresponding knockout
strains. The rem-1R" is a mutant strain, in which the gene was par-
tially inactivated by RIP (Repeat Induced Point Mutation); the
knockout strain is not viable (Olmedo et al., 2010). Glycogen accu-
mulation and gsn gene expression were previously analyzed in a
wild-type strain of N. crassa during vegetative growth (30 °C),
and the results showed higher levels after ~24 h of growth (de
Paula et al., 2002). Here, we analyzed the glycogen content, the
glycogen synthase phosphorylation (the rate-limiting enzyme in
glycogen synthesis) and the expression of genes encoding the
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glycogenic enzymes glycogenin (gnn), glycogen synthase (gsn),
branching enzyme (gbn), glycogen phosphorylase (gpn), and
debranching enzyme (gdn) in the cre-1%°, rco-1%° and rcm-1%"
strains after 24 h of growth.

All mutant strains presented significant differences in glycogen
accumulation compared to the wild-type strain (Fig. 1A). However,
whereas the cre-1%C strain showed increased glycogen levels (two
times), the rcm-1%" strain showed a reduction of three times in
glycogen content. The rco-1%° strain showed only a slight increase
in glycogen level, in agreement with our previous findings
(Gongalves et al., 2011). Glycogen synthase phosphorylation was
analyzed in the presence and absence of the allosteric modulator
G6P (—/+ GG6P ratio), lower values corresponding to higher
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phosphorylation and, then, less active enzyme. All mutant strains
displayed higher ratio when compared to the wild-type strain
showing that the enzyme is less phosphorylated, and then more
active in the mutant strains (Fig. 1B). The relative gene expression
was also analyzed for all genes encoding glycogenic enzymes
(Fig. 1C). The cre-1%° strain showed misregulation in the expres-
sion of all glycogenic genes. The CRE-1 protein appeared to act as
a repressor of glycogen synthesis since gsn, gbn and gnn expression
(genes encoding enzymes for the glycogen synthesis) was higher in
the mutant strain than in the wild-type strain. In addition, gpn
expression (encodes a degradation enzyme) was lower in the same
strain, likely contributing to the high glycogen accumulated by the
mutant strain (Fig. 1A). The gnn and gpn expression was
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Fig. 1. Glycogen accumulation, glycogen synthase activity and expression of genes encoding glycogen metabolism enzymes under physiological growth. (A) Glycogen
accumulation in wild-type and mutant strains. (B) Glycogen synthase activity (—G6P/+G6P ratio) in the same strains. (C) Gene expression analysis of genes gsn (NCU006687),
gpn (NCU07027), gnn (NCU06698), ghn (NCU05429) and gdn (NCU00743) in the same strains. The expression of the tubulin tub-2 gene (NCU04054) was used as the
endogenous control for all genes. Mycelia were grown at 30 °C for 24 h in VM medium containing 2% sucrose. Results represent the average of 3-5 independent experiments.
The asterisks indicate significant differences compared to the wild-type strain (T-test), *p < 0.01 and **p < 0.05.
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dramatically increased in the rco-1%° strain, in agreement with
previous results on gpn expression in this mutant strain
(Bertolini et al., 2012). Finally, the gbn, gpn and gdn expression
was not substantially changed in the rcm-1%" strain and the gene
expression results did not explain the levels of the glycogen
accumulated by this strain. It is likely that the lower gsn gene
expression contributed to the reduced glycogen levels in this
mutant strain.

Based on these results, we concluded that the transcription fac-
tor CRE-1 could act as a repressor of the glycogen metabolism in N.
crassa, likely by regulating the expression of genes encoding glyco-
genic enzymes.

3.2. CRE-1 mediates repression of glycogen metabolism under carbon
repressing and non-repressing conditions

Since the transcription factor CreA/CRE-1/Migl1 mediates the
CCR mechanism in most fungi and CRE-1 regulates glycogen meta-
bolism in N. crassa we decided to investigate whether the

A 160 160

regulation was dependent on the growth conditions. First, we con-
firmed that CRE-1 protein mediates CCR by growing the wild-type
and cre-1%° strains in VM medium containing either glucose or
sucrose (for repressing condition) and in VM containing xylose
(for non-repressing condition), in the absence and presence of
2-DG (Fig. 2A). This compound is a non-metabolizable glucose ana-
log that can be phosphorylated but cannot be further isomerized.
The wild-type strain showed reduced growth in xylose medium
containing 2-DG while the growth of the mutant strain was unaf-
fected by the presence of 2-DG. These results confirmed that, like
in other fungi, N. crassa CRE-1 plays an important regulatory role
in CCR.

To analyze whether the repressing and non-repressing carbon
sources influenced the regulation of glycogen metabolism by
CRE-1 protein, conidia were first grown for 24 h in fructose (dere-
pressor carbon source) medium and then transferred to glucose
(repressor carbon source), xylose or glycerol (non-repressing car-
bon sources). The rco-1%° and rcm-1%" mutant strains were
included in this assay in order to assess whether RCO-1 and
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Fig. 2. Glycogen accumulation under different carbon sources. (A) Effect of 2-deoxy-p-glucose (2-DG) on the growth of wild-type and cre-1%C mutant strains. Mycelia were
grown for 24 h at 30 °C in VM medium containing 1% sucrose (left panel), glucose (middle panel) or xylose (right panel) in the absence or presence of 1 mM 2-DG. Mycelial
mats were harvested, dried at 98 °C for 16 h and weighed. (B) Glycogen content in wild-type and mutant strains. Mycelia were grown at 30 °C for 24 h in VM medium
containing 2% fructose (C, control) and then transferred to VM medium containing 2% glucose, xylose or glycerol. Mycelia were collected 2, 4 and 8 h after transferring. Results
represent the average of at least three independent experiments. The asterisks indicate significant difference (T-test, p < 0.01) in the presence and absence of 2-DG (A), and
differences between the mutants and wild-type strains in the same growth condition (B).
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RCM-1 proteins were required, together with CRE-1, in the reg-
ulation. The Fig. 2B shows that the cre-1C strain accumulated
the highest levels of glycogen regardless of the carbon source, indi-
cating that CRE-1 negatively regulates glycogen metabolism under
repressing and non-repressing growth conditions. However, the
glycogen accumulation in the cre-1%° was more pronounced in
the presence of fructose and glucose, the preferable carbon source
for glycogen accumulation. The glycogen accumulated by the
rco-1%° and rcm-18" mutant strains followed the same pattern
presented in Fig. 1A, with some variations. In general, the rco-1%°
strain showed slightly higher levels while the rcm-1%" strain
showed slightly lower levels than those presented by the wild-type
strain (p < 0.01). These results suggest that both RCO-1 and RCM-1
proteins may not have a role in the glycogen metabolism repres-
sion mediated by CRE-1. Although the cre-1%° strain accumulated
high levels of glycogen in the presence of glucose (repressing con-
dition), the glycogen levels accumulated in the presence of glycerol
(non-repressing condition) were very similar to those of the other
mutant strains, mainly to the rco-1%C strain. Finally, comparison of
the different growth conditions, it was possible to observe that
alternative carbon sources such as those used in this work (xylose
or glycerol) are not good substrates for glycogen synthesis.

We analyzed the cellular localization of CRE-1 under repressing
and derepressing conditions in a CRE-1::GFP complemented strain
in which the protein expression is under control of the native pro-
moter. For this, conidia were germinated in VM containing sucrose
for 16 h and then transferred to medium containing sucrose
(repressing condition) and media containing either xylose (non-re-
pressing condition) or lacking any carbon source. In cells grown in
sucrose and transferred to sucrose, the CRE-1::GFP localization was
predominantly nuclear (Fig. 3A and B), as expected for a repressor
carbon source such as sucrose. However, after 1h of transfer to
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medium containing xylose, CRE-1::GFP was detected in nuclei
and the cytoplasm (Fig. 3C). In VM lacking any carbon source
(C-free) the protein was localized both in the nuclei and cytoplasm
after 1 h of transfer (Fig. 3D) and it was predominantly outside the
nuclei after later time of transferring (4 h, Fig. 3E). The results
demonstrated that CRE-1 protein is present in both the nucleus
and the cytoplasm in derepressed and starved conditions, showing
that the CRE-1 partial absence of nucleus may induce derepression
of glucose-repressible genes. Although cycling was observed, com-
plete absence of CRE-1 from the nucleus seems not be essential for
depression in N. crassa. Our results were similar to those described
for A. nidulans by Brown et al. (2013) but differed from those
reported by Sun and Glass (2011) in N. crassa, although the later
experiments were performed in a different way. The authors
observed a nuclear CRE-1 localization in agarose medium lacking
any carbon source.

3.3. Recombinant GST::CRE-1 binds to gsn and gpn promoters in vitro

The CreA DNA-binding motif was first identified in the A. nidu-
lans gene promoters, including the alcR and alcA for ethanol
utilization (Kulmburg et al., 1993) as being the consensus sequence
5’-SYGGRG-3'. In N. crassa genome, this sequence is very common
in the genome, however, Sun and Glass (2011) described that genes
having adjacent motifs in their promoter regions are more likely to
be the direct targets of CRE-1. A search for this motif in the pro-
moters of the glycogenic genes (gnn, gsn, gbn, gpn, and gdn)
revealed many motifs in all 5'-flanking regions, either adjacent or
not (Fig. 4). Some of these motifs (shaded boxes), containing either
two or three CRE-1 adjacent motifs in different position of the pro-
moter regions, were analyzed by DNA shift using the recombinant
GST::CRE-1 protein produced in E. coli. First, we assayed the
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Fig. 3. Subcellular localization of CRE-1::GFP under repressing and derepressing conditions. The his-3::Pn-cre-1-sfgfp strain (6) was grown on VM medium containing 1%
sucrose for 16 h (A) and then transferred to medium containing sucrose (repressing condition) (B), or xylose (derepressing condition) (C) or a medium lacking carbon source
(D and E). Images were taken after 1 and 4 h of incubation. Fluorescence was evaluated using a Zeiss Microscope at a magnification of 100x. Results shown represent one of at

least two independent experiments.
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Fig. 4. Schematic representations of CreA motifs in the 5'-flanking regions of the glycogenic genes. The black dots indicate the position of the A. nidulans CreA motifs (5'-
SYGGRG-3') identified in the 5'-flanking region of the gsn (NCU006687), gpn (NCU07027), gnn (NCU06698), gbn (NCU05429), gdn (NCU00743) and cre-1 (NCU08807) genes.
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Fig. 5. Binding of recombinant GST::CRE-1 to the gsn promoter. (A) Upper panel, schematic representation of the gsn 2 probes (179 and 234 bp) with the CreA motifs
analyzed. Lower panels, gel shift analysis using different concentrations of GST::CRE-1 and two probes in the absence and presence of specific competitors (SC and oligo cre-
1). Lanes 1 and 10, gsn 2 probe, no protein added. Lane 9, the protein GST was used as a negative control. (B) Upper panel, schematic representation of the gsn 3 probe and the
oligo cre-1 with the CreA motifs. Lower panel, gel shift analysis using different concentrations of GST::CRE-1 in the absence and presence of specific competitors (SC and oligo
cre-1). Lane 1, gsn 3 probe, no protein added. Lane 8, the protein GST was used as a negative control. O, gel origin; SC, specific competitor; FP, free probe. Results shown
represent one of at least two independent experiments.
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binding reaction in the labeled gsn 234 bp-probe (gsn 2) containing
two adjacent motifs (Fig. 5A) located —1578 and —1601 bp from
the ATG start codon. Two DNA-protein complexes of different elec-
trophoretic mobility were observed using 3 pig of the recombinant
protein (Fig. 5A, lane 3), which were lightly reduced in the pres-
ence of unlabeled specific competitor added prior to the probe
(Fig. 5A, lane 4). However, the complexes were strongly reduced
by adding the 27 bp oligonucleotide cre-1 (Fig. 5A, lanes 5-8),
which is a short dsDNA oligonucleotide containing a single 5'-
SYGGRG-3' motif (see Fig. 5B, upper panel). The complexes were
not observed when the GST protein was added (Fig. 5A, lane 9)
demonstrating that the binding complexes were specific for CRE-
1. An interesting result was obtained when only one motif of the
same probe was analyzed (gsn 2, 179 bp). A unique DNA-protein
complex was visualized (Fig. 5A, lane 12), which was totally
removed in the presence of the CRE-1 motif-containing oligonu-
cleotide cre-1 (Fig. 5A, lanes 15 and 16). A similar result was
observed when the gsn 3 DNA probe, which contains three adjacent
motifs (gsn 3, 166 bp) located —228, —293, and —327 bp from the
ATG start codon, was used (Fig. 5B). Three DNA-protein complexes
exhibiting different molecular masses were visualized (Fig. 5B,
lanes 2 and 3), with the lower mass complex showing weak inten-
sity and specificity. The specificity was probed using the same
oligonucleotide cre-1 (Fig. 5B, lane 7) and the GST protein
(Fig. 5B, lane 8). The results in Fig. 5A and B showed that N. crassa
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CRE-1 recognized the same DNA motif as in A. nidulans but did not
require adjacent motifs for binding as previously described
(Cubero and Scazzocchio, 1994). From these results, we suggest
that each DNA-protein complex may correspond to only one
DNA motif.

We also investigated whether GST::CRE-1 was able to recognize
and bind in vitro to some CreA motifs identified in the gpn pro-
moter (see Fig. 4, shaded boxes). Initially, a 190 bp-probe (gpn 1)
containing three motifs located —1984, —2074 and —2090 bp from
the start codon was assayed and three DNA-protein complexes
were visualized (Fig. 6A, lane 2). The highest and lowest molecular
mass complexes were strongly decreased when the unlabeled
probe was added as specific competitor prior to binding (Fig. 6A,
lane 3) and the lowest molecular mass complex was completely
abolished in the presence of 20-fold molar excess of the DNA
oligonucleotide cre-1 (Fig. 6A, lane 6). Interestingly, the inter-
mediate complex was not removed by adding these competitors,
which suggested that it was a high affinity DNA-protein complex.
Fig. 6B shows the binding reaction of the GST::CRE-1 protein to the
gpn 3 probe (138 bp) containing two motifs, localized at —262 and
—290 bp from the start codon; three complexes were also visual-
ized (Fig. 6B, lane 2). Similar to the results described in
Fig. 5A and B, formation of the complexes was either decreased
or abolished in the presence of the specific competitors and the
GST protein was unable to bind to the probes (Fig. 6A and B, lanes
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Fig. 6. Binding of recombinant GST::CRE-1 to the gpn promoter. (A) Upper panel, schematic representation of the gpn 1 probe with the CreA motifs analyzed. Lower panel, gel
shift analysis using 5.0 pg of GST::CRE-1 in the absence and presence of specific competitors (SC and oligo cre-1). Lane 1, gpn 1 probe, no protein added. Lane 7, the protein GST
was used as a negative control. (B) Upper panel, schematic representation of the gpn 3 probe with the CreA motif analyzed. Lower panel, gel shift analysis using 5.0 pg of
GST::CRE-1 in the absence and presence of specific competitors (SC and oligo cre-1). Lane 1, gpn 3 probe, no protein added. Lane 7, the protein GST was used as a negative
control. O, gel origin; SC, specific competitor; FP, free probe. Results shown represent one of at least two independent experiments.
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Fig. 7. ChIP-qPCR. Genomic DNA from his-3::Pn-cre-1-gfp strain grown at 30 °C for 24 h in VM medium containing 2% sucrose was immunoprecipitated with anti-GFP
antibody and subjected to qPCR by absolute quantification to detect direct targets of CRE-1. DNA fragments amplification was analyzed in gsn (A), gpn (B), gdn (C), gnn (D), gbn
(E) and cre-1 (F) promoters in the genomic DNA. A region inside the coding sequence of the ubiquitin gene was used as negative control of binding (F). The input DNA was
used as positive controls of the reactions. As the negative control, the immunoprecipitation reactions were done without antibodies (no Ab). The results represent the average
of experimental triplicate in two biological replicates. The asterisks indicate significant differences (T-test, p < 0.001).
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7). It is noteworthy that the oligonucleotide cre-1, used as a specific
competitor in all DNA-binding reactions, corresponds to a motif
present in the gsn promoter (gsn 3), suggesting that the regions
surrounding the DNA motif do not strongly influence the protein
binding. In addition, it should be noted that all CRE-1 DNA motifs
(5-SYGGRG-3') analyzed in this work corresponded to different
nucleotide sequences. An interesting result was the presence of
multiple DNA-protein complexes exhibiting different molecular
masses for probes having more than one motif. We speculate that
they may represent complexes having distinct conformational
structures.

3.4. CRE-1 binds to all glycogenic gene promoters in vivo

Chromatin immunoprecipitation-qPCR assays were done to
confirm the binding in vivo of CRE-1 to the DNA motifs in the glyco-
genic genes (Fig. 7). Using ChIP-qPCR we analyzed whether the
DNA motifs were indeed the binding targets for CRE-1. In these
experiments we used the cre-1%C complemented strain (his-3::Pn-
cre-1-gfp) and anti-GFP antibody. Chromatin was obtained from
mycelia grown in VM medium containing sucrose (repressing car-
bon source), a condition that favors glycogen accumulation in the
cre-1%© strain (see Fig. 1A). As a negative control, a mock reaction
without antibody was run and the input DNA was used as positive
control of the experiments. As previously described, many CreA
motifs were identified in the 5'-flanking regions of the glycogenic
genes and some of them were bound in vitro by the recombinant
CRE-1 (Figs. 5 and 6).

The ChIP-qPCR was analyzed in gsn (Fig. 7A), gpn (Fig. 7B), gdn
(Fig. 7C), gnn (Fig. 7D) and gbn (Fig. 7E) promoters. The cre-1 pro-
moter and a region inside the coding sequence of the ubiquitin
gene, lacking the motif, were used as positive and negative control
of binding, respectively. The Fig. 7A shows that CRE-1 was not able
to bind to the single motif located at —2034 bp from the ATG start
codon in the gsn1 promoter region. However, CRE-1 bound to gsn2
and gsn3 promoter regions, which possess two and three CreA
adjacent motifs, respectively. CRE-1 also bound specifically to all
regions in gpn (Fig. 7B), gdn (Fig. 7C), gnn (Fig. 7D), and gbn
(Fig. 7E) promoters. Interestingly, some regions possess a single
motif (gnn and gdn promoters) showing that the CRE-1 transcrip-
tion factor can also recognize and bind in vivo to one single motif.
It is important to observe the high copy number of the gsn3
(Fig. 7A, right panel), which may suggest a major regulatory role
of CRE-1 in the expression of this gene. Finally, CRE-1 bound to
its own promoter, which contains three adjacent CreA motifs (see
Fig. 4) but did not bind to the ubiquitin gene fragment, which does
not have any CreA motifs (Fig. 7F) (considering p < 0.001). These
results showed that CRE-1 specifically recognizes and binds to all
glycogenic gene promoters in vivo, therefore regulating their
expression in the presence of sucrose (repressive condition).

4. Discussion

A screening of N. crassa strains deleted in transcription factors
allowed us to identify transcriptional regulators that are likely
involved in glycogen metabolism control. Some of the proteins
identified are described in the literature as involved in alternative
cellular processes what raised insights concerning the importance
of the energy balance provided by glycogen metabolism in differ-
ent biological processes (Gongalves et al., 2011). In this work, we
investigated the link between glycogen metabolism and carbon
repression in N. crassa. Carbon catabolic repression (CCR) is a
mechanism present in many microorganisms and related to the
glucose-preferred effect on the metabolism of other carbon
sources. It is mediated by the transcription factor Migl/CreA/
CRE-1, highly conserved among fungal species, and in S. cerevisiae,

Mig1 recruits the repressor complex Tup1-Ssn6 to promoters of
glucose-repressible genes (Treitel and Carlson, 1995). In this study,
we used the cre-1%C strain to assess the regulation of glycogen
metabolism and included the strains rco-1%° and rcm-1%F, which
are the RCO-1 and RCM-1 mutant strains, the orthologues of S.
cerevisiae Tup1 and Ssn6, respectively. We previously identified
RCO-1 as likely involved in the regulation of glycogen metabolism
(Gongalves et al., 2011) and also observed a severe defect in glyco-
gen accumulation by the cre-1%° strain, which suggested that this
transcription factor represses glycogen metabolism in N. crassa.
In this work, we demonstrated that the repressor activity mediated
by CRE-1 was observed under repressing and non-repressing car-
bon conditions, indicating that it was not dependent on the exter-
nal carbon source. The accumulation of glycogen in cre-1%° strain
could result from misregulation in the expression of genes encod-
ing glycogenic enzymes. All genes, except gpn (encodes glycogen
phosphorylase), were up-regulated in cre-1¥°, indicating that loss
of CRE-1 caused derepression of these genes. On the other hand,
gpn was down-regulated indicating that CRE-1 also plays a role
in gene activation, in agreement with Sun and Glass (2011) and
similar to the findings described for this transcription factor in
A. nidulans (Mogensen et al., 2006) and T. reesei (Portnoy et al.,
2011). In the Sun and Glass (2011) work, the genes gsn and gpn
were described as putative targets of CRE-1 regulation.

To analyze the regulatory role of CRE-1 on gene expression we
examined the 5'-flanking regions of all glycogenic genes and many
CreA DNA-binding motifs (5-SYGGRG-3') were identified. Some
motifs were examined for protein binding in vitro and in vivo based
on their positions and number in the genomic region analyzed.
DNA shift experiments showed that the E. coli recombinant
GST-tagged CRE-1 was able to bind to DNA fragments from the
gsn and gpn promoters containing CRE-1 motifs producing DNA-
protein complexes with different molecular masses and affinities,
depending on the DNA probe. All DNA-binding reactions were
specific since binding was reduced or even abolished when the
DNA oligonucleotide cre-1 containing the CRE-1 binding site was
used as a specific competitor. These findings revealed that CreA
binding sites in the promoters analyzed were indeed the target
for the binding of recombinant CRE-1. In addition, the nucleotide
sequences in the neighborhood may not play an important role
in DNA binding since only a single DNA oligonucleotide competed
in all the DNA probes analyzed. Our results are not consistent with
findings previously reported in the literature in some aspects. First,
the number of complexes formed was independent of the motif
orientation; in A. nidulans two divergently oriented sequences,
separated by one base pair, are necessary for binding (Cubero
and Scazzocchio, 1994). Other important difference was related
to the number of motifs required for CRE-1 binding; while some
reports indicated a requirement for multiple motifs for binding
(Cubero and Scazzocchio, 1994; Sun and Glass, 2011), in our work,
CRE-1 was able to bind in vitro and in vivo to only one motif and
there seemed to be a correlation between the number of motifs
and the number of complexes in the in vitro assays. We observed
binding in vivo of CRE-1 in the motifs present in all promoters, with
the exception of a region in the gsn promoter, independently of
whether a single motif or not. We conclude that under the physio-
logical growth conditions analyzed here (VM medium containing
2% sucrose and 24 h of growth) the majority of CreA motifs existent
in the glycogenic gene promoters may be functional in vivo. Based
on these results we suggest that CRE-1 is a repressor of glycogen
synthesis, likely repressing the expression of gsn and gbn genes,
that encode enzymes in the glycogen synthesis, and that in its
absence the repressor activity is released and glycogen
accumulates.

Since in S. cerevisiae Mig1 recruits the complex Tup1/Ssn6 to
glucose-repressed promoters (Treitel and Carlson, 1995), we
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investigated the role of the RCO-1 and RCM-1 proteins in the reg-
ulation of the glycogen metabolism. We demonstrated that both
proteins regulate the glycogen metabolism by influencing in the
glycogen synthase phosphorylation and in the expression of the
genes that encode enzymes of the glycogen metabolism. Taking
in consideration the results when repressing and non-repressing
conditions were used (Fig. 2B), we conclude that RCO-1 and
RCM-1 proteins do not play a regulatory role in the regulation of
glycogen metabolism under repressing and non-repressing growth
conditions; however, CRE-1 may play a repressor central role in
this process. RCO-1 was previously described to have a minor role
in CreA-mediated carbon repression in A. nidulans (Hicks et al.,
2001; Garcia et al., 2008). We have not determined whether these
proteins interact to each other and we cannot preclude the
possibility of additional proteins being required for binding. The
Tup1-Ssn6 complex has been implicated in the repression of a
large number of genes in S. cerevisiae, although neither Tup1 nor
Ssn6 binds directly to DNA (reviewed in Parnell and Stillman,
2011). Different mechanisms have been proposed to explain the
repressor function of the Tup1-Ssn6 complex, including interaction
with histone deacetylases, inhibition of transcriptional activators
and modification of chromatin structures. However, in a recent
study, Wong and Struhl (2011) proposed that the Tup1-Ssn6 com-
plex regulates transcription by blocking the activation domains of
DNA-binding proteins, thereby preventing their interaction with
transcriptional activators rather than by acting as a corepressor.
In N. crassa, the RCO-1-RCM-1 complex was identified to tran-
siently interact with the clock-controlled transcriptional repressor
CSP1 (Sancar et al., 2011), regulating its kinetics of phospho-
rylation and thus its degradation. Interestingly, the authors
described the gene encoding glycogen phosphorylase as a putative
target of regulation by CSP-1 and RCO-1.

Our findings show that CRE-1 mediates the repression of glyco-
gen metabolism under carbon repressing and non-repressing con-
ditions, however repressing carbon sources such as glucose are
preferred to non-repressing carbon sources such as xylose and
glycerol for glycogen accumulation. Glucose is metabolized to
pyruvate by glycolysis and further metabolism depends on the
growth conditions whether aerobic/anaerobic, whereas xylose is
metabolized via the pentose phosphate pathway. Different organ-
isms, including filamentous fungi, need to regulate the metabolic
reprogramming of their glucose/carbon metabolism, although the
molecular mechanisms involved are not always well understood.
The regulation of galactose metabolism by the S. cerevisiae gene
GALT1 provides a good example for understanding such regulation.
In glucose-rich medium, GALT is repressed by the Migl-Tupl-
Ssn6 complex (Nehlin et al., 1991), while in galactose-containing
medium without glucose, GAL1 transcription is activated by Gal4
that recruits the SAGA complex (Bhaumik and Green, 2001). The
repressed/activated states are the consequence of a distinct chro-
matin architecture and epigenetic status such that multiple tran-
scriptional regulatory proteins must be required, depending on
the DNA region. Han and Emr (2011) showed that in S. cerevisiae
conversion of the GAL1 promoter from a repressed state to an acti-
vated state is dependent on a cytoplasmic component, phos-
phatidylinositol 3,5-bisphosphate [PI(3,5)P,] that interacts with
Cti6 protein to assemble the activator complex Cti6-Tup1-Ssn6.
More recently, the same group showed that this mechanism con-
trols the reprogramming from glycolysis to gluconeogenesis (Han
and Emr, 2013). The genes FBP1 (encoding fructose-1,6-biphos-
phatase) and ICL1 (encoding isocitrate lyase) are under control of
Migl repressor and the Tup1-Ssn6 corepressor complex and
require PI(3,5)P, for transcriptional activation.

Although the findings described here represent an important
progress in assessing the CRE-1 transcription factor regulating a
specific metabolic process in N. crassa, more studies are required

to understand if there is a role of the RCO-1/RCM-1 complex in this
process. One model proposed for the repressor activity of Tupl
protein in yeast suggests that, together with Ssn6, they recruit his-
tone deacetylases for chromatin remodeling at the promoter
(Parnell and Stillman, 2011). Since the complex needs to interact
with a DNA-binding protein, it is assumed that large protein com-
plexes must be recruited to ensure the repression of target genes.
We have previously identified that a histone acetyltransferase pro-
tein binds to some regions of the gsn promoter (Freitas et al., 2008),
a finding that raises interesting questions regarding the role of
chromatin architecture in the regulation of this gene. The answer
to this question may reveal fundamental aspects of gene regulation
in N. crassa glycogen metabolism.
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