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RESUMO 

 

O fungo Neurospora crassa está entre os organismos mais bem compreendidos, 

sendo um fungo filamentoso amplamente utilizado como organismo modelo. Em 

nosso laboratório, diferentes proteínas foram previamente identificadas como 

reguladoras do metabolismo de glicogênio em diferentes condições de crescimento. 

Neste trabalho, algumas destas proteínas foram mais detalhadamente 

caracterizadas do ponto de vista bioquímico e funcional. A função da ciclina PCL-1, 

anteriormente identificada como uma proteína parceira da quinase PHO85-1, foi 

mais amplamente investigada mostrando funções adicionais à regulação do ciclo 

celular e metabolismo de glicogênio. Foi demonstrado que esta ciclina atua também 

na resposta a estresse, principalmente aquele induzido por altas concentrações de 

cálcio extracelular, possivelmente através da fosforilação de CRZ-1, um fator de 

transcrição responsivo a cálcio. O conjunto de resultados mostra o papel 

multifuncional desta ciclina no fungo N. crassa, diferente da levedura 

Saccharomyces cerevisiae, na qual ciclinas de uma família são direcionadas às 

mesmas funções celulares. A proteína RVB-1, anteriormente identificada como 

capaz de se ligar ao promotor gsn, foi também amplamente caracterizada neste 

trabalho. RVB-1, juntamente com sua paráloga RVB-2, pertence à família AAA+ 

ATPases (ATPases Associated with Diverse Celular Activities) conhecidas por 

interagir com múltiplos complexos proteicos incluindo remodeladores da cromatina e 

amplamente associadas ao desenvolvimento celular e câncer. Ambas as proteínas 

são essenciais ao fungo, tem localização nuclear e influenciam no seu 

desenvolvimento e produção de metabolitos secundários. O complexo RVB-1/RVB-2 

foi produzido na forma recombinante em E. coli e caracterizado quanto aos aspectos 

estruturais e bioquímicos. O complexo mostrou atividade ATPase, capacidade de se 

ligar a fragmentos de DNA e apresentou diferentes formas oligoméricas em solução, 

sendo que a presença dos nucleotídeos ATP/ADP influencia no estado de 

oligomerização. A expressão de ambas as proteínas é modulada por diferentes 

estresses e ensaios de imunoprecipitação da proteína RVB-1 levaram à identificação 

de numerosas proteínas parceiras. Algumas interações foram caracterizadas neste 

trabalho. A interação in vivo com a proteína glicogenina (GNN), juntamente com a 

redução no conteúdo de glicogênio nas linhagens mutantes rvb-1het e rvb-2het 

indicou a participação do complexo na regulação do metabolismo de glicogênio. A 

interação in vitro com a parceira shugoshin (SGO-1), descrita como guardiã da 

resposta ao estresse térmico em mamífero, foi demonstrada comprovando o papel 

na resposta ao estresse. Finalmente, linhagens do fungo mutantes em componentes 

de complexos de remodelagem de cromatina, identificados como parceiros, são 

severamente sensíveis a estresse, evidenciando um papel funcional ainda não 

descrito para estas proteínas: a participação na resposta a estresse. 

 

  



 

ABSTRACT 

 

Neurospora crassa is one of the most studied organisms being a filamentous fungus 

that is often used as a model organism. Several proteins have already been identified 

in our laboratory as regulators of glycogen metabolism under different growth 

conditions. In this work, some of these proteins were biochemically and functionally 

charactrized. The function of the PCL-1 cyclin, previously identified as a partner 

protein of the PHO85-1 kinase, was investigated and the results revealed additional 

functions rather than those in cell cycle regulation and glycogen metabolism. This 

cyclin has shown to act on the stress response mainly the one triggered by high 

concentrations of extracellular calcium possibly through phosphorylation of CRZ-1, a 

calcium-responsive transcription factor. The results demonstrate the multifunctional 

role of this cyclin in N. crassa, unlike the yeast Saccharomyces cerevisiae, in which 

different cyclins from one family target to the same cellular functions. The protein 

RVB-1, previously identified as capable of binding to the gsn promoter, was also 

extensively characterized in this work. RVB-1, together with its RVB-2 paralog, 

belongs to the family of AAA + ATPases (ATPases Associated with Diverse Cell 

Activities), which are known to interact with several protein complexes, including 

chromatin remodelers, and are widely associated with cell development and cancer. 

Both proteins are essential for the fungus, have nuclear localization, and influence 

the fungus development and production of secondary metabolites. The recombinant 

RVB-1/RVB-2 complex was produced in E. coli and characterized under structural 

and biochemical aspects. The complex showed ATPase activity, ability to bind to 

DNA fragments, and presented different oligomeric states in solution depending on 

the presence or not of the ATP/ADP nucleotides. The in vivo expression of both 

proteins is modulated by various stress agents, and RVB-1 immunoprecipitation 

assays led to the identification of numerous proteins partners. Some interactions 

were characterized in this work. The in vivo interaction with the glycogenin protein 

(GNN) and the reduction of the glycogen levels in the mutant strains ∆rvb-1het and 

∆rvb-2het suggest the involvement of the complex in the regulation of glycogen 

metabolism. The in vitro interaction with the Shugoshin partner (SGO-1), described 

as a guardian of the mammalian heat stress response, was detected demonstrating 

its role in the stress response. Finally, mutant strains in components of chromatin 

remodeling complexes, identified as partners, are highly sensitive to stress, indicating 

a functional role not yet described for these proteins: their involvement in stress 

response. 
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INTRODUÇÃO  

 

1. O fungo filamentoso Neurospora crassa como um modelo  

Os fungos filamentosos são eucariotos multicelulares com uma grande 

contribuição para o entendimento dos processos genéticos, bioquímicos e 

moleculares em organismos eucariotos. Dentre os fungos filamentosos, Neurospora 

crassa se destaca como um excelente organismo modelo, não só pela sua facilidade 

de manipulação e desenvolvimento, como também pelos seus aspectos genéticos e 

sistemas bioquímicos bem estabelecidos [1] É um fungo filamentoso com hifas 

tubulares ramificadas e septadas que permitem a passagem de organelas e núcleos 

entre os septos. Esta passagem permite a formação de heterocários, nos quais 

múltiplos genomas contribuem para o metabolismo de um único micélio. 

É um organismo saprófito e não patogênico que apresenta ambos os ciclos 

sexuado e assexuado, com coloração laranja devido a produção de carotenoides e 

está amplamente distribuído na natureza, crescendo principalmente em cascas de 

árvores, madeira em podridão, bagaço de cana de açúcar e também é comum nas 

casas das pessoas, principalmente em pães velhos (Figura 1). Em laboratório seu 

cultivo é realizado em meio de cultura quimicamente definido [2], no qual os únicos 

constituintes orgânicos obrigatórios são uma fonte de carbono e a vitamina biotina 

que desempenha um papel importante para o crescimento do fungo, cuja colônia 

madura apresenta aspecto cotonoso e alaranjado, com hifas contendo os conídios 

(Figura 2).  

N. crassa é também um fungo que responde a uma variedade de mudanças 

ambientais. Os fatores mais proeminentes são a luz e a temperatura, os quais 

afetam o seu sistema circadiano. A luz é conhecida por afetar a expressão de genes 

que influenciam os eventos como carotenogênese e conidiação. O efeito da luz 

deriva de seu papel central no relógio circadiano e mesmo a ausência de luz pode 

influenciar na expressão de grande parte do genoma [3]. Além disso, N. crassa 

apresenta uma classe de proteínas de choque térmico conservadas, as quais 

funcionam como chaperonas que orientam e estabilizam a conformação de outras 

proteínas, tornando este organismo um bom modelo de estudo em estresse térmico 

[3];  

  



 18 

Figura 1 - O fungo Neurospora crassa encontrado na natureza.  

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de https://www.fgsc.net//Neurospora/sectionB4.htm 

 

O ciclo de vida de N. crassa (Figura 2) compreende duas fases, uma fase 

vegetativa em que aparecem as estruturas denominadas conídios que são 

destinados à propagação do fungo e a fase sexual, na qual se observa a presença 

dos corpos de frutificação [4]. Os conídios podem ser produzidos por duas vias 

distintas a macroconidiação e a microconidiação. A macroconidiação é controlada 

pelo relógio circadiano e promovida por estruturas apicais denominadas 

conidióforos, as quais se encontram localizadas nas extremidades das hifas aéreas 

que permitem a formação de cadeias de macroconídios multinucleados. Na 

microconidiação, os esporos mononucleados são formados dentro das hifas basais e 

expelidos a partir da parede quando o processo de maturação se completa [5]. 

Sendo um fungo heterotálico, N. crassa possui dois tipos de compatibilidade 

sexual, mating type A e a. Não é observado nenhuma diferença morfológica em 

linhagens de mating type diferentes e ambas podem se comportar como “macho” 

(doador de núcleos) ou “fêmea” (receptora de núcleos) [4]. A fase sexual acontece 

quando dois micélios de compatibilidade opostas crescem juntos (A e a) sob 

condições limitantes de nitrogênio. Em resposta à privação deste nutriente, são 

originadas estruturas sexuais (protoperitécios) que vão abrigar as hifas recém-

formadas originando o peritécio. Os núcleos de mating type opostos localizados nas 

extremidades das hifas entram em divisão, há formação de septos na hifa dando 

origem a uma célula central contendo os dois núcleos de tipos opostos denominada 

asco inicial.   

https://www.fgsc.net/Neurospora/sectionB4.htm
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Figura 2 – Ciclo de vida do fungo Neurospora crassa. Os asteriscos representam os pontos de fusão 
entre duas hifas que são regulados pela compatibilidade entre as linhagens (mesmo mating type e 
origem parental) que se fundem dando origem ao micélio (ciclo assexuado). Caso sejam de mating 
type diferentes, elas iniciam o processo sexual.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: [6] 

 

  

Após fusão das hifas, os núcleos se fundem (cariogamia) e ocorre meiose, 

originando quatro núcleos haploides. Estes núcleos sofrem mitose, originando oito 

núcleos dentro do asco maduro, sendo quatro núcleos de cada tipo de acasalamento 

(A e a). Esses núcleos originarão esporos (ascósporos) que sob eventuais 

circunstâncias formarão um novo micélio [4] 

O genoma do N. crassa está organizado em sete cromossomos que variam 

entre 4 a 10 Mb de tamanho [3], o qual foi sequenciado por [7], revelando ser 

constituído por aproximadamente 40 Mb, maior quando comparado a outros 

organismos modelos clássicos como Saccharomyces cerevisiae e 

Schizosaccharomyces pombe. Uma grande quantidade de seus genes não possui 

ortólogos em S. cerevisiae, o que sugere uma relação mais estreita entre fungos 
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filamentosos e eucariotos superiores, se comparado com leveduras e outros 

eucariotos inferiores [8].  

A presença de um grande número de genes no genoma de N. crassa ainda 

com funções desconhecidas aponta este organismo como um promissor modelo 

para o estudo de novos mecanismos genéticos e bioquímicos não identificados até o 

momento [8]. O grande número de genomas de fungos filamentosos finalizados vem 

permitindo o estudo dos mecanismos biológicos envolvidos nos diferentes processos 

celulares nestes organismos e informações importantes vêm sendo descritas na 

literatura científica. O sequenciamento do genoma aliado aos avanços das 

metodologias para a inativação de genes específicos [9,10] permitiram que análises 

de genômica funcional neste fungo fossem iniciadas.  

Em nosso laboratório, N. crassa vem sendo utilizado como um organismo 

modelo para o estudo de mecanismos celulares básicos, tal como a regulação do 

metabolismo dos carboidratos de reserva (glicogênio e trealose), resposta a 

estresse, processos celulares conectados ao relógio circadiano e desenvolvimento 

celular. Alguns fatores de transcrição e proteínas quinases foram identificados como 

reguladores do metabolismo de carboidratos em N. crassa [11,12] e os resultados 

obtidos vem permitindo que análises comparativas do papel funcional destas 

proteínas entre diferentes microrganismos sejam realizadas [13–19] e outros. Um 

dos focos principais do presente estudo é a função de proteínas de N. crassa na 

resposta a estresse e, por este motivo, os principais mecanismos celulares 

envolvidos nesta resposta serão descritos a seguir. 

 

2. Mecanismos moleculares envolvidos na resposta a estresse 

A resposta a estresse é um mecanismo celular que envolve um grande 

conjunto de mudanças moleculares resultantes de alterações ambientais, como o 

aumento ou diminuição repentino na temperatura fisiológica, exposição à radiação 

ultravioleta, diferenças de pH, osmolaridade, exposição a quantidades excessivas de 

sais e outros fatores. Mamíferos também sofrem de estresse causado pela pressão 

física, mental e emocional, o que leva ao aumento da pressão arterial, frequência 

cardíaca, alteração nos níveis de açúcar no sangue e o estresse prolongado pode 

dar origem a câncer [20]. Esta complexidade de fatores que influenciam as células 

de mamíferos gera mecanismos moleculares complexos e difíceis de serem 

individualmente interpretados. Neste sentido, a utilização de microrganismos, como 



 21 

os fungos, é promissora na dissecação das vias de resposta a estresse e vem 

revelando mecanismos moleculares conservados até mamíferos [20,21].  

Uma resposta celular rápida é crucial na defesa celular contra o estresse, a 

depender do tipo e da intensidade aplicada e o fato de a sobrevivência celular 

depender criticamente da capacidade de responder ao estresse por meio de 

estímulos bioquímicos pode explicar por que essa reação é altamente conservada 

na evolução. Em vias de regra, a capacidade adaptativa da célula determina seu 

destino: sobrevivência ou morte. [20–22]. Os mecanismos nos quais as células 

sentem e respondem a estresse segue uma cascata de sinalização semelhante para 

os diversos tipos de estresse, embora possam divergir no número de proteínas 

envolvidas e na complexidade de interações proteicas [20]. De uma maneira geral, 

estes processos iniciam por sensores de membrana que sentem o agente de 

estresse e ativam uma cascata de fosforilação celular causada por proteínas 

quinases, que fosforilam diferentes substratos e promovem a ativação gênica e 

consequente síntese de proteínas que atuam contra o estresse.  

Uma das cascatas mais bem estudadas são as proteínas quinases ativadas 

por estresse (SAPKs), membros da família de proteínas ativadas por mitógenos 

(MAP), sendo importantes moléculas sinalizadoras de estresse em todas as células 

eucarióticas. No geral, as vias MAP SAPKs compreendem três camadas de 

proteínas quinases: a própria MAP SAPK (MAPK), uma MAP quinase (MAPKK) e 

uma quinase MAPKK (MAPKKK). MAPKKK fosforila e ativa MAPKK, que 

posteriormente fosforila SAPK, o que resulta em uma ativação de sua atividade 

quinase resultando na fosforilação de diversos substratos, incluindo fatores de 

transcrição, quinases, reguladores do ciclo celular e proteínas de membrana. Esta 

rede integrada, resulta na ativação de diferentes vias de maneira estresse-

dependente, agindo na resposta ao aumento da temperatura, estresse causado por 

espécies reativas de nitrogênio ou oxigênio, mudanças na osmorregulação celular, 

perturbação na parede celular, depolarização da membrana (principalmente causada 

por cálcio ou outros íons) e mudanças do pH. Estes processos estão exemplificados 

na figura 3 [20].   
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Figura 3. As vias de estresse em S. cerevisiae. Os componentes de sinalização MAPK são 
destacados em azul, fatores de transcrição em vermelho, componentes da via calmodulina-
calcineurina em ciano, componentes da via de resposta ao pH em verde e a chaperona molecular 
Hsp90 em amarelo. A via de C. albicans MAPK Cek1, que contribui para a remodelagem da parede 
celular neste fungo está incluído (círculos ovais azuis escuros com letras brancas). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: [20] 

 

2.1. Resposta a choque térmico  

Um dos mais bem caracterizados mecanismos de resposta a estresse foi 

descrito como a resposta bioquímica ao aumento da temperatura acima do normal 

em células de Drosófila: a resposta ao choque térmico [23]. Esta resposta leva à 

ativação de uma variedade de genes por fatores de transcrição importantes para 

resposta a estresse. Em S. cerevisiae e Candida albicans, o choque térmico é 

responsável pela indução de cerca de 10-20% dos genes no genoma destes 

organismos [24,25]), sendo grande partes deles ativados pelos fatores de 

transcrição de choque térmico (HSFs) [20]. Estes fatores estão amplamente 

distribuídos entre os seres vivos e variam em quantidade de maneira espécie 

específica, sendo HSF-1 o mais bem caracterizado entre os membros da família 

HSFs.  

Em humanos, por exemplo, existem seis membros conhecidos desta família 

de fatores de transcrição, sendo HSF-1 não essencial para a viabilidade das células 

([26,27]). Ao contrário, leveduras possuem apenas um Hsf que é essencial para a 

sobrevivência da célula porque garante a expressão basal de chaperonas soli. Em 
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fungos filamentosos, como N. crassae A. fumigatus, estão bem caracterizados pelo 

menos dois fatores de choque térmico: HSF-1/HsfA que também é um fator de 

transcrição essencial envolvido na resposta a estresse, enquanto HSF-2/HsfB está 

relacionado ao desenvolvimento assexuado. Outro gene codifica para uma proteína 

com domínio HSF e está relacionado à resposta a estresse oxidativo em 

Neurospora, sugerindo uma relação mais estreita entre o fungo filamentoso e 

organismos superiores [28]. Hsf1/A também desempenha um papel crucial na 

virulência de fungos patogênicos como C. albicans e A. fumigatus, principalmente 

ativando genes envolvidos na termotolerância frente à resposta do hospedeiro 

[29,30]. 

Em S. cerevisiae, Hsf1 é mantido inativo em sua forma monomérica no 

citoplasma por meio da interação com Hsp90 (Heat shock protein 90) e co-

chaperonas. Se a célula é exposta a condições estressantes, há acúmulo de 

proteínas desenoveladas que competem com Hsf1 pela ligação de Hsp90. Assim, o 

Hsf1 é liberado do complexo transitando de monômero para trímero, o qual é 

fosforilado via cascata MAPK [26,31,32] e é transportado para o núcleo, ligando às 

sequências upstream regulatórias chamadas elementos de choque térmico (HSE, 

GAAnnTTCnnGAA, na qual n é qualquer nucleotídeo. [33–35]) nos promotores dos 

genes responsivos a estresse térmico [21,26] (Figura 3). 

Vale ressaltar que além dos HSFs são conhecidos uma série de fatores de 

transcrição que auxiliam no processo adaptativo frente a uma variedade de 

estresses em fungos, como os fatores de transcrição Msn2/4p em leveduras [36] e o 

fator de transcrição SEB-1/SebA em  fungos filamentosos como N. crassa [16], A. 

fumigatus [37] e Trichoderma atroviride [38], os quais são translocados para o 

núcleo durante diferentes tipos de estresse e ligam a regiões conhecidas como 

STRE (Stress Response Element, CCCCT, [39], agindo como transativadores de 

genes envolvidos na expressão de proteínas de choque térmico e outras vias 

metabólicas como manutenção da estrutura celular, termotolerancia e virulência em 

A. fumigatus [37] e acumulo de glicogênio e trealose em N. crassa [16].  

 

2.1.1. Proteínas de choque térmico (HSP)  

As HSP ou chaperonas moleculares são um conjunto de proteínas 

conservadas evolutivamente que são agrupadas em subfamílias com pesos 

moleculares que variam de aproximadamente 15 a 100 kDa. Por definição, uma 
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chaperona molecular é uma proteína que interage com outra proteína, estabilizando-

a e ajudando-a a atingir seu estado conformacional, mas sem fazer parte de sua 

estrutura final [40]. Frequentemente atribui-se o termo HSP por ter sido descobertas 

no contexto do choque térmico e por apresentarem expressão aumentada sob 

estresse celular, uma condição na qual há aumento de proteínas desenoveladas 

e/ou propensas à agregação. [41]. Porém, algumas delas são expressas 

constitutivamente e agem intracelularmente prevenindo o enovelamento prematuro 

de polipeptídios nascentes e na montagem de grandes complexos proteicos. Outras, 

geralmente são expressas em níveis basais baixos e aumentam em resposta a 

estresses ambientais e fisiológicos e, portanto, são denominadas HSP induzíveis e 

fazem parte da resposta ao choque térmico [41]. 

As chaperonas moleculares são divididas em seis famílias principais, de 

acordo com suas massas moleculares: HSP90, HSP70, HSP40, HSP60, HSP100 e 

sHSPs (HSP pequenas). As famílias HSP90, HSP70 e HSP60 são ativamente 

envolvidas nos processos de enovelamento e renovelamento proteico, ligam-se a 

resíduos de aminoácidos hidrofóbicos expostos por proteínas em conformação não 

nativa e promovem o enovelamento proteico através de ciclos de ligação e hidrólise 

de ATP. Estas chaperonas dependentes de ATP trabalham em cooperação com 

outras que funcionam independentemente de ATP, como aquelas das famílias 

HSP40 e sHSP que atuam ancorando a proteína cliente não enovelada na 

prevenção de agregação. Além disso, muitas outras proteínas auxiliares possuem 

um papel regulatório sobre as funções das chaperonas sendo denominadas co-

chaperonas [42].  

Em fungos, a expressão de HSPs é induzida por dois mecanismos: 

mecanismo específico e mecanismo geral. O primeiro é induzido por choque térmico 

e o segundo por outros estresses como pH, estresse oxidativo, estresse osmótico, 

privação de nutrientes ou antifúngicos [41]. As HSPs estão diretamente envolvidas 

na biologia fúngica, desempenhando papeis no desenvolvimento sexuado e 

assexuado, bem como na resposta a diferentes estresses. Estudos mostraram que 

as HSPs predominantes do reino fúngico são as HSP90, HSP70 e HSP20-40, as 

quais desempenham um papel crucial nas mudanças morfogênicas, nos processos 

de replicação, transcrição, pós-transcricão, tradução, pós-tradução, ativação de vias 

de sinalização, adaptação ao estresse e resistência antifúngica e muitas dessas 
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funções são auxiliadas e reguladas por processos celulares, tal como modificações 

pós-traducionais e por co-chaperonas [41]. 

A família de proteínas de choque térmico de 70 kDa (HSP70s) desempenham 

um papel central no controle de qualidade proteico [43]. As proteínas dessa família 

são monoméricas, ubíquas e ATP-dependentes, e embora essas proteínas 

apresentem em estrutura alto grau de conservação entre as espécies, elas diferem 

entre si em quantidade, nível de expressão, localização subcelular e possuem 

características funcionais particulares de maneira espécie específica [44].  

 As HSP90 são proteínas essenciais e abundantes perfazendo de 1-3% do 

proteoma solúvel nas células em condições normais, além de serem altamente 

conservadas, com similaridade da estrutura primária de mais de 50% entre proteínas 

ortólogas de E. coli e Homo sapiens. Dentre as proteínas clientes assistidas por 

HSP90 encontram-se proteínas quinase, fatores de transcrição, ubiquitina E3 

ligases, entre outras [45]. É bem estabelecido que a HSP90 é importante no controle 

da qualidade celular afetando vias de transdução de sinal, transporte intracelular, 

degradação de proteínas, estabilidade genômica e processamento de mRNA [46].  

A HSP90 interage em estados tardios de enovelamento de uma proteína 

cliente quando encontra-se parcialmente enovelada, favorecendo seu enovelamento 

final e interação com outras proteínas, tudo isso à custa de ATP. O envolvimento em 

processos celulares centrais faz com que esta chaperona esteja diretamente 

envolvida na progressão de patologias, como o câncer, desempenhando um papel 

importante em doenças degenerativas como Parkinson, Huntington, Alzheimer e 

esclerose lateral amiotrófica, bem como também estão associadas à ansiedade, 

depressão e esquizofrenia [47].  

 

2.2. Resposta a estresse osmótico  

Gerenciar mudanças no balanço hídrico representa outro desafio fundamental 

para a célula, especialmente os microrganismos, que estão diretamente expostos ao 

meio ambiente. Fungos são modelos muito utilizados em laboratório para estudar 

esta resposta, principalmente pela imposição de choque hiperosmótico através da 

adição de sorbitol ou sais como NaCl [48]. Isso resulta em uma perda repentina na 

pressão de turgescência intracelular que é necessária para o crescimento e por isso 

ocorre o acúmulo de glicerol para restaurar essa turgescência [20]. Este mecanismo 

está muito bem caracterizado em leveduras como S. cerevisiae [49–51]  
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A resposta osmótica em levedura se inicia via ativação de SAPKs, chamada 

de via HOG (High Osmolarity Glicerol). Esta via inicia pela MAPKK Pbs2, cuja 

atividade é controlada por dois osmossensores de membrana Sho1 e Sln1. Sho1 é 

um osmossensor que regula diretamente o complexo MAP quinase Pbs2-Hog1, 

enquanto Sln1 controla um sistema de transferência de grupos fosfatos e regula 

negativamente Hog1 na ausência de estresse osmótico. Em resposta ao estímulo, 

Pbs2 é fosforilado, levando à ativação de três MAPKKKs (Ste11p, Ssk2p e Ssk22p) 

o que promove o acúmulo nuclear de Hog1 e indução de mecanismos protetores 

como o acúmulo de glicerol (Figura 3). Esta MAPK regula o acúmulo de glicerol 

aumentando o fluxo da glicólise para o glicerol por meio da indução dos genes que 

codificam a glicerol-3-fosfato desidrogenase (GPD1) e glicerol-3-fosfato fosfatase 

(GPP1) em resposta ao estresse osmótico, por meio da ativação dos fatores de 

transcrição Hot1, Msn2 e Msn4 controlando a atividade da aquagliceroporina Fps1 

[52,53].  

Em N. crassa, a via de transdução de sinal de resposta osmótica pode ser 

semelhante à de levedura, uma vez que o gene os-2 codifica uma MAP quinase 

homóloga a HOG1 e os-1 codifica uma histidina quinase semelhante a SLN1 [54]. 

Além disso, o gene os-5 codifica uma MAPKK homóloga a de S. cerevisiae PBS2. 

No entanto, a deleção de SLN1 é letal em levedura [55] enquanto que em N. crassa 

os mutantes os-1 são viáveis [54]. Esses resultados indicam que existem diferenças 

entre as vias de osmorregulação de N. crassa e S. cerevisiae e embora muitos dos 

componentes possam ser conservados, outras proteínas podem exercer papeis 

importantes neste processo [56]. Além disso, está amplamente relatado que a 

proteína HOG-1 de N. crassa não desempenha papeis importantes apenas na 

resposta ao estresse osmótico, mas no relógio ricardiano do fungo [57] e ainda, 

responde ao choque térmico regulando genes para chaperonas moleculares [54]. 

Isso mostra que as vias de regulação de estresse osmótico e térmico estão 

relacionadas, agindo juntas contra os danos causados pelo estresse. 

 

2.3. Resposta a estresse de pH 

A resposta causada pela mudança de pH no cultivo talvez seja o mecanismo 

mais bem estudado em fungos filamentosos. O pH alcalino impõe vários estresses 

ao microrganismo relacionados à aquisição de nutrientes, uma vez que, em pH 

extracelular elevado, o estabelecimento de gradiente através da membrana 
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plasmática para transporte de nutrientes e síntese de ATP é mais difícil e a 

solubilidade e disponibilidade biológica de elementos essenciais são drasticamente 

reduzidos [58]. Um aspecto importante dos fungos é a sua capacidade de regular a 

expressão gênica em resposta ao pH ambiental, o que permite a síntese de 

proteínas que são secretadas, regulando por exemplo, a produção de metabólitos 

secundários e a patogenicidade em hospedeiros vegetais ou animais. O pH 

ambiental também tem efeitos profundos sobre desenvolvimento como, por exemplo, 

em C. albicans uma mudança de pH ácido a alcalino ou neutro promove a transição 

da forma leveduriforme para crescimento filamentoso [59,60]. 

Uma das vias mais bem estudadas em resposta ao pH alcalino é a via 

Pal/Rim em fungos filamentosos e leveduras, respectivamente (Figura 3). Em A. 

nidulans, a via Pal envolve os componentes PalH, PalI, PalF, PalC, PalA e PalB e a 

ativação por pH alcalino inicia-se pala clivagem proteolítica C-terminal do fator de 

transcrição PacC [61]. Este fator de transcrição medeia a adaptação celular ao pH 

alcalino neutro ativando genes que são preferencialmente expressos em pH alcalino 

e reprimindo aqueles preferencialmente expressos em pH ácido [61]. PacC é ativado 

por duas etapas sucessivas de clivagem proteolítica C-terminal, sendo a primeira 

dependente de pH e ativada pelos produtos de seis genes pal, enquanto a segunda 

é mediada pelo proteassoma e independente de pH [62]. A proteólise leva à proteína 

ativa PacC27 que contém um domínio de ligação ao DNA formado por três C2H2 

zinc-finger capazes de se ligar motif 5'-GCCARG-3' presente nos promotores de 

genes regulados por pH [63,64] 

Embora os principais componentes da via de sinalização de pH sejam 

conservados entre diferentes organismos existem diferenças entre as vias Pal/Rim 

quanto ao processamento do fator de transcrição e os meios nos quais as vias são 

ativadas. Por exemplo, em A. nídulans PacC sofre duas proteólises dando origem a 

três formas, na qual uma é translocada para o núcleo e ativa genes de resposta ao 

pH alcalino e reprime genes de pH ácido [61]. Em S. cerevisiae Rim101 sofre uma 

proteólise, dando origem a duas formas, na qual uma age como um repressor da 

transcrição frente as mudanças de pH [65]; e em C. albicans Rim101 é processado 

de maneira pH especifica (tanto ácido como alcalino) e regula a expressão genica 

em ambas condições [60]. Em N. crassa, a via PAL/PAC3 é uma cascata de 

sinalização semelhante com A. nidulans, porém a proteína sofre apenas uma 

proteólise, dando origem a duas formas da proteína, na qual a menor é translocada 
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para o núcleo em resposta ao pH alcalino, ativando genes de resposta ao pH 

alcalino e reprimindo componentes da via PAL [13,14,66]. Este fator de transcrição 

também regula fortemente genes envolvidos em metabolismo de glicogênio, trealose 

e expressão da tirosinase [66], bem como uma análise do transcriptoma do mutante 

∆pac-3 revelou sua importância para o metabolismo e desenvolvimento em fungos 

patogênicos [67,68]. 

 

2.4. Resposta a estresse oxidativo 

As espécies reativas de oxigênio (ROS) são altamente prejudiciais para a 

célula e suas formas incluem o ânion superóxido (O2
-), o peróxido de hidrogênio 

(H2O2) e o radical hidroxila (OH-), os quais são gerados naturalmente durante os 

processos aeróbicos na mitocôndria, mas também podem ser gerados no ambiente 

após exposição à luz UV, a diferentes drogas, bem como quando fungos 

patogênicos são expostos aos subprodutos da respiração aeróbica de seus 

hospedeiros. Essas moléculas reativas danificam proteínas, DNA e lipídios e podem 

desencadear vias de morte celular [20,69]. 

Este estresse ocorre quando os níveis de ROS excedem a capacidade 

antioxidante natural da célula que trabalha para manter o ambiente REDOX 

controlado. Uma resposta bem caracterizada é a indução rápida da transcrição de 

genes codificadores para proteínas antioxidantes que agem na desintoxicação e 

reparação celular, as quais incluem a catalase (CAT1), glutationa peroxidase (GPX) 

e superóxido dismutase (SOD), além de glutationa/glutaredoxina (GSH1, TTR1) e 

tiorredoxina (TSA1, TRX1, TRR1) (Figura 3). Uma resposta adicional e muito rápida 

ao estresse oxidativo é o redirecionamento dinâmico do fluxo metabólico da glicólise 

para a via das pentoses fosfato. Esta mudança metabólica é desencadeada pela 

oxidação e ativação da enzima glicolítica gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 

(GA3PDH), que promove a geração de energia redutora na forma de NADPH, 

ajudando na manutenção do ambiente REDOX [20,70], 

Entre os fatores de transcrição mais bem estudados em S. cerevisiae, 

encontra-se Yap1 e Skn7. Yap1 possui um domínio rico em aminoácidos cisteínas, 

os quais são rapidamente oxidados após exposição ao peróxido de hidrogênio o que 

desencadeia uma mudança conformacional que expõe seu sinal de localização 

nuclear (NLS) e promove seu direcionamento para o núcleo, levando à ativação dos 

genes de resposta a estresse. Em S. cerevisiae, Yap1 colabora com Skn7 para 
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regular genes de resposta ao estresse oxidativo e achados semelhantes foram 

relatados em Candida glabrata [71] e S. pombe [72]. Pouco é conhecido sobre a 

ativação de Skn7 após estresse, mas em C. glabrata Yap1 e Skn7 ligam 

cooperativamente na região promotora dos genes centrais do estresse oxidativo 

[71]. Outros fatores de transcrição também desempenham papéis na expressão 

gênica mediada por estresse oxidativo e incluem Atf1 em Cryptococcus neoformans 

[73], MoAP1 em Magnaporthe oryzae [74], AtfA em A. nidulans e A. fumigatus 

[75,76], Msn2p/4p em S. cerevisiae [77] e SEB-1 em Neurospora crassa [16].  

 

2.5. Estresse de parede celular 

A arquitetura da parede celular fúngica envolve uma complexa rede de 

polissacarídeos e glicoproteínas com composição que varia entre as espécies. 

Geralmente é composta por uma matriz de quitina formada por β-1,3-glicana e β-1,6-

glicana, que constituem a camada interna da parede, misturadas com outros 

açucares, como mananas, glicanas e glicoproteínas na camada mais externa[20]. A 

parede celular fornece proteção contra mudanças ambientais e em fungos 

patogênicos ativam uma variedade molecular diversa no reconhecimento 

imunológico do hospedeiro e na resistência antifúngica. Com isso, a perturbação da 

arquitetura da parede, pode potenciar as respostas imunes e induzir um estresse 

letal na parede celular do fungo. Entre o grupo de moléculas capazes de inibir a 

biossíntese da parede celular encontram as equinocandinas, as quais são moléculas 

naturais cujos derivados sintéticos são utilizados como primeira linha de tratamento 

contra fungos patogênicos como C. albicans e A. fumigatus [20].  

Os fungos desenvolveram circuitos celulares complexos para sentir e 

responder ao estresse da parede celular. Embora também variem entre as espécies, 

a arquitetura central é amplamente conservada. O estresse da parede celular é 

tipicamente detectado na membrana plasmática através de sensores de superfície 

celular, que incluem Wsc1, Wsc2, Wsc3, Mid2 e Mtl1 em S. cerevisiae [78]. Este 

estímulo provoca a troca de nucleotídeos na proteína G pequena Rho1, que 

orquestra a sinalização de integridade da parede celular [79]. Como consequência, 

ocorre a síntese de β-glucanos, controle transcricional de genes da parede celular, 

polarização do citoesqueleto de actina e direcionamento de vesículas secretoras. O 

caminho mais bem estabelecido através do qual os sinais de integridade da parede 

celular são transduzidos de Rho1 é a cascata MAPK que inclui Pkc1, Bck1, Mkk1/2 e 
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Mpk1/Slt2 em S. cerevisiae [80]. Esta cascata leva à fosforilação e ativação do fator 

de transcrição Rlm1, o qual é translocado para o núcleo e ativa genes para síntese 

de componentes importantes para a remodelagem da parede frente a uma 

perturbação (Figura 3).  

Embora esta cascata forneça um poderoso mecanismo para amplificar os 

sinais da superfície celular e coordenam respostas que dão robustez adicional à 

parede, esta fisiologia só é alcançada por complexas redes de interação genética. 

Essas redes podem permitir respostas compensatórias à parede celular frente a 

perturbações, por exemplo, a ativação da síntese de quitina suprime a atividade 

antifúngica das equinocandinas [81], as quais inibem a biossíntese de β-1,3-glucano. 

Por isso, hubs de sinalização celular muito organizados são cruciais para esta 

orquestra envolvendo a remodelagem da parede em fungos, necessitando da ajuda 

de chaperonas. A Hsp90, por exemplo, modula a estabilidade e função de diversos 

reguladores da sinalização celular, permitindo repostas à uma variedade de 

estresses, incluindo o de parede celular [82,83]. A fosfatase calcineurina e a quinase 

Hog1, também regulam coordenadamente a síntese de quitina em resposta ao 

estresse induzido na parede ou na membrana celular.  

 

2.6. Estresse salino causado pelo cálcio   

O cálcio é um íon essencial para organismos vivos, pois ele é responsável 

pela ativação de diversas proteínas de sinalização celular, podendo ser armazenado 

em organelas ou captados pela membrana plasmática, agindo em múltiplos eventos 

celulares. Neste sentindo, quando exposta a altas concentrações de cálcio, a célula 

precisou desenvolver mecanismos que permitissem que cascatas de sinalização 

fossem ativadas levando à síntese de transportadores de cálcio [20]. Estas Ca2+-

ATPases mantem a concentração de Ca2+ livre citosólico em um nível basal baixo e 

fornece Ca2+ às organelas para aliviar a tensão intracelular e promover a 

homeostase. Um mecanismo bem conhecido é a ativação de fatores de transcrição 

do tipo Calcineurin-Responsive-Zinc-fingers (CRZ), que no reino fúngico é o principal 

regulador na resposta ao estresse de cálcio [84–86]. CrzA é descrito como uma 

proteína altamente fosforilada em A. fumigatus (Kayingo et al. 2009), e várias 

proteínas quinases foram identificadas na fosforilação de Crz1 em S. cerevisiae, 

como o complexo quinase/ciclina Pho85/Pho80 [87]. Sob estresse de cálcio, a 
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calcineurina desfosforila Crz1 levando-a para o núcleo, o que desencadeia a 

expressão de genes responsíveis ao cálcio (Figura 3).  

 

3. Uma rede integrada: existe um núcleo comum para a resposta a estresse? 

 

Esta talvez seja uma questão central em estudiosos da resposta ao estresse: 

existe um núcleo que une todas as respostas? O que temos são várias evidências, 

algumas delas já descritas acima, nas quais diferentes estímulos de estresse ativam, 

em parte, vias de sinalização iguais. Estudos de perfil transcricional do genoma de 

S. cerevisiae, revelaram a existência de núcleos de resposta ao estresse ou CSRs 

(Core Stress Response) [24]. Os mesmos núcleos também foram descritos em S. 

pombe [72] e em fungos patogênicos, tais como C. glabrata [88] e C. albicans [89]. 

Formalmente, o CSR apresenta um conjunto de genes que são comumente 

regulados em resposta a diversos tipos de estresse, atuando conjuntamente nestas 

respostas. Estes conjuntos de genes, os quais representam cerca de 14% do 

genoma de S. cerevisiae, envolvem principalmente os componentes das vias de 

estresse osmótico, oxidativo, danos de DNA e choque térmico [20,72]. Por exemplo, 

a via HOG aparenta exercer múltiplas funções na ativação de genes de resposta ao 

estresse osmótico, térmico, oxidativo, de parede celular e pH [90].  

Recentemente, em células humanas, [91] identificaram um regulador central 

da resposta ao estresse chamado C16orf72/HAPSTR1, um gene conservado 

evolutivamente e envolvido na regulação de múltiplas vias de estresse. Este gene 

codifica duas isoformas proteicas abundantes que se oligomerizam e ligam a 

proteínas ubiquitina ligases controlando a sinalização celular e diversos genes de 

resposta a estresse. Estas proteínas agem em hubs celulares interagindo com 

outras proteínas importantes como quinases, chaperonas e fatores de transcrição, 

evidenciados por ensaios de imunoprecipitação [91]. Um complexo de proteínas 

identificadas como interagindo com HAPSTR1 durante estresse em células humanas 

são as AAA+ ATPases RuvBL1/ RuvBL2, as quais interagem geneticamente (seus 

genes são regulados por HAPSTR1) bem como interagem fisicamente (foram 

imunoprecipitadas juntas com HAPSTAR1).  

Neste contexto, as AAA+ ATPases RuvBL1 e RuvBL2, as quais formam um 

complexo proteico envolvido em múltiplas funções celulares, podem exercer papeis 

cruciais na célula, inclusive ajudando a manter o núcleo da resposta ao estresse via 
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suas múltiplas funções e interações. Este complexo foi alvo de estudo deste trabalho 

no contexto de estresse em N. crassa e mais detalhes sobre estas proteínas serão 

descritas a seguir.  

 

4. As proteínas RuvBL/Rvb e suas homólogas RVB-1 e RVB-2 de N. crassa 

 

Um dos principais objetivos do nosso grupo é o estudo dos mecanismos 

moleculares associados à resposta a estresse em N. crassa, sendo uma delas o 

estresse térmico. Estudos previamente realizados identificaram a proteína RVB-1 

(produto da ORF NCU03482) em extratos nucleares do fungo submetidos a choque 

térmico, possivelmente ligando à região promotora do gene que codifica a enzima 

glicogênio sintase, regulatória da síntese de glicogênio [92]. Em N. crassa, o choque 

térmico causa uma redução no conteúdo de glicogênio das células e essa redução é 

acompanhada pela repressão de gene gsn [35], resultado este contrário ao que 

ocorre na levedura S. cerevisiae [93], a qual sob estresse térmico acumula 

glicogênio e ocorre a ativação da expressão do gene que codifica a glicogênio 

sintase.  

A proteína RVB-1 está anotada no banco de dados do fungo como uma 

RuvB-like helicase 1 (RuvBL1), uma DNA helicase dependente de ATP, nomeada 

como RVB-1 [19] RuvBL1 é uma proteína ubiquamente expressa que está envolvida 

em muito processos celulares, tais como regulação da expressão gênica, 

processamento do RNA ribossomal, apoptose, divisão e proliferação celular [94]. A 

conservação evolutiva de RuvBL1 de leveduras ao homem sugere que esta proteína 

desenvolve funções essenciais para a viabilidade e desenvolvimento da célula. 

RuvBL1, juntamente com a proteína paráloga RuvBL2, pertence à família das 

ATPases conhecidas como AAA+ (ATPases Associated with Diverse Celular 

Activities) que apresentam domínios TBP (TATA binding protein)-interacting protein) 

e motivos conservados de ligação e hidrólise de ATP como o Walker A, Walker B e 

Arg finger. As proteínas RuvBL1 e RuvBL2 são também conhecidas, 

respectivamente, como Pontin e Reptin ou ainda como TIP49 e TIP48 [TBP (TATA 

binding protein)-interacting protein] TBP), 

 O produto da ORF NCU06854 foi identificado como a proteína ortóloga a 

RuvBL2, a qual está anotada no banco de dados do fungo como uma RuvB-like 

helicase 2 e nomeada como RVB-2 [19]. Vários trabalhos afirmam que as duas 
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proteínas (RVB-1 e RVB-2) atuam conjuntamente na maioria dos processos acima 

mencionados, originando estruturas hexaméricas e/ou dodecaméricas participantes 

de grandes complexos proteicos, devido as suas atividades ATPase e helicase [94–

96].  

As proteínas RuvBL1 e RuvBL2 formam o complexo proteico RuvBL1/RuvBL2 

que atua em conjunto com vários outros complexos proteicos multimoleculares no 

núcleo celular de maneira ATP-dependentes, incluindo complexos de remodelagem 

de cromatina, o complexo HAT (Histona Acetil Transferase), complexos de 

ribonucleoproteínas nucleolares (snoRNP), complexo da transcriptase reversa da 

telomerase e regulam a transcrição através da interação com fatores de transcrição 

[94]. Embora sejam proteínas predominantemente nucleares, também foram 

detectadas no citoplasma, onde desempenham papéis como estabilizadoras de 

outras proteínas e complexos [97].  

Uma das funções mais descritas para estas proteínas é a participação 

conservada nos complexos INO80 e SWR/SRCAP de S. cerevisiae, Drosophila 

melanogaster e células de mamíferos, os quais possuem função como 

remodeladores da cromatina que catalisam e modificam de maneira ATP-

dependente a arquitetura dos nucleossomos e estão envolvidos com o reparo de 

DNA de cadeia dupla, regulação transcricional e diferenciação celular. Sabe-se que, 

além das RuvBL1/RuvBL2, estes complexos também se associam a proteínas 

acessórias relacionadas com a actina (Arps, Actin related proteins), as quais foram 

descritas modular a ligação dos complexos de remodelagem na cromatina, estimular 

a atividade ATPase de maneira dependente de DNA, facilitar a montagem e 

estabilidade do complexo, ligação às histonas e na remodelação e translocação nos 

nucleossomos [98,99].  

O papel das RuvBL1/RuvBL2 na sinalização celular também já foi 

caracterizado. Estudos revelaram que elas são reguladoras das proteínas 

relacionadas com fosfatidilinositol 3-quinase (PIKK), as quais são proteínas 

serina/treonina quinases com domínios catalíticos homólogos aqueles de 

fosfatidilinositol 3-quinases. PIKKs regulam a respostas a danos no DNA, sinalização 

dependente de nutrientes, silenciamento gênico e estresse [94,97,100]. Elas 

também foram descritas como essenciais à viabilidade e desenvolvimento celular em 

organismos tais como S. cerevisiae [101], D. melanogaster [102] e N. crassa [19], 

muito provavelmente em consequência de suas naturezas oligoméricas e interação 
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com diversas proteínas importantes. Além disso, em humanos, os genes codificando 

estas proteínas foram demonstrados serem super expressos em vários tipos de 

câncer, como hepático, colorretal, mama, pulmão, gástrico, esofágico, pancreático, 

rim, bexiga, bem como linfático e leucêmico e a literatura é muito rica em estudos 

com estas proteínas relacionadas a diferentes tipos de câncer [103,104]  

Em S. cerevisiae, um complexo co-chaperona muito estudado e conservado 

em eucariotos é composto pelas proteínas Tah1 (TPR-containing protein associated 

with HSP90), Pih1 (Protein interacting with HSP90) e as proteínas Rvbs, chamado 

de R2TP/PAQossomo (Particle for Arrangement of Quaternary structure) [105]. Este 

complexo desempenha papeis importantes na biogênese do RNA ribossomal, 

diferenciação celular e transcrição e está relacionado a várias patologias em células 

de mamíferos, principalmente relacionadas com vias de diferenciação celular, 

sinalização celular e câncer, sendo as Rvbs importantes para as funções do 

complexo R2TP-HSP90 devido a sua atividade ATPase e natureza oligomérica 

[103]. Pih1 e Tah1 não são essenciais em S. cerevisiae e proteínas ortólogas a 

ambas, ou pelo menos a uma delas, não foram identificadas em algumas leveduras, 

fungos e plantas. Por outro lado, as RVBs são encontradas em todos os eucariotos e 

são proteínas essenciais [105].  

Como mencionado acima, proteínas ortólogas às proteínas Phi1/Tah1 não 

são identificadas no genoma dos fungos filamentosos, sugerindo que a interação 

entre Rvb1/2 e HSP90 pode ocorrer de maneira independente de Pih1/Tah1 ou por 

mecanismos ainda desconhecidos. Uma interação direta entre as Rvbs e HSP90 foi 

identificada em estudos de imunoprecipitação realizados em duplo-mutantes para 

Phi1/Tah1 em S. cerevisiae, sugerindo que as funções do complexo R2TP-HSP90 

ainda podem ser mantidas, mas por vias interativas diferentes envolvendo alvos de 

RVBs e Hsp90 [106].  

 

4.1 As proteínas RVBs na resposta a estresse  

Existem evidencias de que o complexo RVB-1/RVB-2, em humanos, pode 

regular a resposta a estresse mediada por meio de interações físicas com PIKKs e 

pelo controle dos seus níveis de mRNA [97]. Em S. cerevisiae, [107] identificaram 

Rvb1 em agregados proteicos celulares submetidos a estresse térmico e [108] 

descreveram a presença de condensados perinucleares de ambas as proteínas em 

células de levedura em fase estacionária e sob algumas condições de estresse. No 



 35 

entanto, nem a expressão da proteína nem sua localização foram significativamente 

alteradas sob diferentes condições de estresse para ambas as proteínas [108]. 

Utlizando uma abordagem de silenciamento de RNA (siRNA), [109] 

mostraram que as proteínas RuvBL1 e RuvBL2 estão envolvidas na formação do 

complexo do agressomo em humano, interagindo diretamente com seus 

componentes. O agressomo é um grande complexo formado por chaperonas, co-

chaperonas e proteínas mal dobradas que não são degradadas pelo proteassomo e 

acabam por ser encapsuladas e transportadas pelos microtúbulos via ATP-dineína 

para a região perinuclear da célula, diminuindo a citotoxidade causada pelas 

proteínas desnoveladas. Estão amplamente envolvidos em doenças como Alzheimer 

e Parkinson (Corpos de Lewis). Células expressando baixa quantidade das 

proteínas RuvBLs mostraram possuir mais agregados intracelulares durante 

estresse, sugerindo que as RuvBLs de humanos podem agir como desagregases 

celulares, possuindo atividade chaperona-Like [109].  

Além disso, as proteínas RVBs foram encontradas em ensaios de 

imunoprecipitação de componentes de grânulos de estresse isolados por 

centrifugação diferencial, tanto em células de mamíferos, como em S. cerevisiae, 

sugerindo um papel amplo e conservado para estas proteínas na regulação 

traducional em resposta ao estresse [110], no entanto seu envolvimento não foi 

comprovado experimentalmente. Os grânulos de estresse são grandes complexos 

super estáveis de mRNA/proteínas, localizados em grânulos citoplasmáticos 

discretos no citoplasma que regulam a tradução de mRNAs de maneira sincrônica 

com a parada traducional induzida por estresse [111–113].  

Curiosamente, por meio de ensaios de pulldown DNA-proteína, as proteínas 

RVBs foram identificadas ligando de maneira dependente de HSE ao promotor do 

gene da proteína HSP70 de camundongo após estresse térmico [114]. Além disso, 

ensaios de imunoprecipitação revelaram as RuvBLs como proteínas capazes de 

interagir com a proteína SGO2 (shugoshin2) em células de camundongo também 

submetidas a estresse térmico, desempenhando, muito provavelmente, um papel 

como regulador da transcrição nesta condição [114], porém esta interação não foi 

comprovada no trabalho. As shugoshin são uma classe de proteínas ubíquas em 

eucariotos, com função conservada ligada à coesão cromossômica da mitose e na 

meiose, estando amplamente relacionadas a diversas doenças neurodegenerativas 

e câncer [169]. O papel de SGO2 no estresse está relacionado à interação com 
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HSF-1, agindo como ativadoras da expressão gênica, recebendo o título de guardiã 

no choque térmico em camundongos [115]. Além disso, as proteínas RVBs 

mostraram serem reguladas e interagirem com um regulador central da resposta ao 

estresse em células de humanos, HAPSTAR1, como já descrito acima [91].  

Este conjunto de dados justificou a presente proposta de trabalho, a qual 

gerou resultados que consolidam as proteínas RVBs como importantes ATPases 

envolvidas na resposta ao estresse em N. crassa. Este é o primeiro trabalho de 

caracterização funcional destas proteínas em fungos filamentosos e traz luz a novas 

funções para estas proteínas extraordinárias, principalmente relacionadas à resposta 

ao estresse.  
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OBJETIVOS GERAIS E ESPECÍFICOS 

 

O objetivo geral deste trabalho é a caracterização funcional e bioquímica do 

complexo AAA+ ATPase RVB-1/RVB-2 e da ciclina multifuncional PCL-1 na resposta 

a estresse em Neurospora crassa. Por este motivo, este trabalho foi dividido em três 

capítulos, de acordo com os objetivos específicos propostos para cada etapa do 

desenvolvimento deste projeto.  

Capítulo I- Caracterização bioquímica e biofísica do complexo RVB-1/RVB-2: 

Neste capítulo, nosso objetivo é combinar técnicas bioquímicas e biofísicas para 

caracterizar as proteínas RVB-1 e RVB-2 de N. crassa, tais como a produção e 

purificação das proteínas recombinantes e realização de análises biofísicas com o 

objetivo de compreender o estado oligomérico do complexo RVB-1/RVB-2. Ensaios 

bioquímicos de atividade ATPasica e ligação a DNA também serão realizadosAlém 

disso, análises funcionais utilizando linhagens mutantes heterocárias para os genes 

rvb-1 e rvb-2 serão estudadas para investigar as funções dessas proteínas no 

desenvolvimento do fungo, além do estudo de suas localizações subcelulares.  

Capítulo II- Caracterização funcional das proteínas complexo RVB-1 e RVB-2 

na resposta ao estresse, por meio de análises de expressão e 

imunoprecipitação: Neste capítulo, nós pretendemos conectar as proteínas RVBs 

como importantes ATPases envolvidas na resposta ao estresse em N. crassa. Para 

isso, nosso objetivo é analisar a expressão e localização das proteínas sob estresse, 

bem como realizar uma busca por proteínas parceiras por meio de ensaios de 

imunoprecitação (IP) da proteína RVB-1. A comprovação de interação de algumas 

proteínas parceiras identificadas na IP será analisada. 

Capítulo III- Caracterização funcional da ciclina PCL-1 na resposta ao estresse: 

Neste capítulo, o objetivo principal é investigar o envolvimento da proteína na 

resposta a estresse com o objetivo de comprovar o papel multifuncional desta ciclina 

PCL-1 em N. crassa. Além disso, propomos realizar estudos da localização celular 

da ciclina durante o desenvolvimento do fungo e caracterizar sua função na resposta 

ao estresse por cálcio e na modulação da regulação do fator de transcrição CRZ-1.   
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Capítulo 1. Caracterização Bioquímica e Biofísica do complexo RVB-1/RVB-2 

 

 

Neste capítulo, nós caracterizamos os produtos das ORFs NCU03482 e NCU06854, 
nomeados RVB-1 e RVB-2 num ponto de vista bioquímico e biofísico. Estas 
caracterizações tiveram início durante as atividades do Mestrado e foram finalizadas 
durante os objetivos iniciais do projeto de Doutorado. Análises cromatográficas 
revelaram que as proteínas interagem formando um complexo proteico que na forma 
APO (sem nucleotídeos) existe predominantemente como um dímero em solução, 
embora também tenham sido observados hexâmeros. Os nucleotídeos influenciam o 
estado de oligomerização, enquanto o ATP favorece a formação de hexâmeros, o 
ADP favorece a formação de estados multiméricos, provavelmente dodecâmeros, e 
as simulações de Dinâmica Molecular (MD) revelaram a contribuição de certos 
resíduos de aminoácidos na estabilização dos nucleotídeos. O complexo RVB-
1/RVB-2 liga a fragmentos de DNA, exibe atividade ATPase e a atividade é 
fortemente aumentada na presença de DNA. Além disso, o complexo se liga à 
importina-α (NcIMPα) através dos sinais de localização nuclear (NLS). Nossos 
achados mostram que algumas propriedades são específicas das proteínas do 
fungo, apesar de sua alta identidade com proteínas ortólogas. São proteínas 
essenciais em N. crassa, e os defeitos fenotípicos exibidos pelas linhagens 
heterocarióticas, principalmente relacionados ao crescimento e desenvolvimento, 
indicam N. crassacomo um organismo promissor para investigar funções biológicas 
adicionais dessas proteínas. 

 

 

 

 

Este trabalho foi publicado na revista Biochimie em 2021  

DOI 10.1016/j.biochi.2021.08.002 

 

 

Segundo INSTRUÇÃO NORMATIVA No 01, de 29 de abril de 2022, que dispõe sobre as normas para 
apresentação de dissertações e teses do Programa de Pós-graduação em Biotecnologia, despacho 
n° 083/2022 – CoPGB/IQ-CAr, aprovada pelo Conselho do Programa de Pós-Graduação em 
Biotecnologia em Reunião de 13/04/2022, esta tese será apresentada na forma de capítulos contendo 
os manuscritos gerados a partir dos resultados obtidos durante as atividades de doutorado. 
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ABSTRACT  

 

The RVB proteins, composed of the conservative paralogs, RVB1 and RVB2, belong 

to the AAA+ (ATPases Associated with various cellular Activities) protein superfamily 

and are present in archaea and eukaryotes. The most distinct structural features are 

their ability to interact with each other forming the RVB1/2 complex and their 

participation in several macromolecular protein complexes leading them to be 

involved in many biological processes. We report here the biochemical and 

biophysical characterization of the Neurospora crassa RVB-1/RVB-2 complex. 

Chromatographic analyses revealed that the complex (APO) predominantly exists as 

a dimer in solution although hexamers were also observed. Nucleotides influence the 

oligomerization state, while ATP favors hexamers formation, ADP favors the 

formation of multimeric states, likely dodecamers, and the Molecular Dynamics (MD) 

simulations revealed the contribution of certain amino acid residues in the nucleotide 

stabilization. The complex binds to dsDNA fragments and exhibits ATPase activity, 

which is strongly enhanced in the presence of DNA. In addition, both GFP-fused 

proteins are predominantly nuclear, and their nuclear localization signals (NLS) 

interact with importin-α (NcIMPα). Our findings show that some properties are 

specific of the fungus proteins despite of their high identity to orthologous proteins. 

They are essential proteins in N. crassa, and the phenotypic defects exhibited by the 

heterokaryotic strains, mainly related to growth and development, indicate N. crassa 

as a promising organism to investigate additional biological and structural aspects of 

these proteins. 

 

Keywords: RVB-1 and RVB-2 proteins, SEC-MALS, ATPase activity, molecular 

modeling.  
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1. INTRODUCTION 

 

The RVB proteins, also known as RUVBL1/RUVBL2, Pontin/Reptin, and 

TIP48/TIP49 belong to the AAA+ (ATPases Associated with various cellular 

Activities) protein superfamily that are present in archaea and eukaryotes. They are 

essential proteins in eukaryotes [1-3] and are described to participate in a wide range 

of cellular processes [4,5]. They are composed of two paralogs, Rvb1 and Rvb2 in 

the yeast Saccharomyces cerevisiae, that interact with each other forming the 

Rvb1/2 complex. According to structural studies, both proteins are organized in three 

domains, in which the I and III domains comprise the catalytic ATPase core, while the 

II domain is a DNA binding domain also involved in protein-protein interactions [6,7]. 

The proteins from different organisms have been extensively characterized 

either individually or as a protein complex. In general, both orthologs are described to 

exhibit ATPase and helicase activities; however, some controversial results are 

described by different groups depending on if they are characterized individually or 

not. For example, very low levels of ATPase activity and no helicase activity were 

described for the human RUVBL1/RvbBL1 [1,6]; however, the ATPase, but not the 

helicase activity, was detected when the RUVBL1/ RUVBL2 complex was 

characterized [8,9]. The three-dimensional crystal structure was first solved for the 

human RuvBL1 showing a hexameric ring-shaped structure [6]. Later, the crystal 

structure of the human truncated protein complex (R1DII/R2DII) revealed a 

dodecamer consisting of two heterohexameric rings with alternating unities of each 

monomer [7]. The crystal structure of the full-length Rvb1/Rvb2 protein complex was 

solved with proteins from the thermophilic fungus Chaetomium thermophilum 

(ctRvb1/ctRvb2), which showed that both proteins assemble in dodecameric states 

consisting of alternating Rvb1 and Rvb2 molecules [10]. Two possible dodecameric 

assemblies were described depending on the region of interaction, suggesting that 

the capability of both proteins of forming different oligomeric states may affect the 

cellular pathways in which they are involved. 

 Although described as associated to a large variety of cellular processes, the 

exact molecular function of the proteins remains unclear. They are known as 

components of large protein complexes, such as the INO80, SWR-C/SRCAP, and 

TIP60/NuA4 chromatin remodeling complexes [11-14]. In addition to DNA 

remodeling, the Rvbs proteins are described as associated to transcriptional 
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processes, since they interact with the TATA-box binding protein, TBP [15], and 

various transcription factors resulting in the regulation of a variety of downstream 

processes. In humans, they are described to modulate the activity of transcriptional 

regulators such as c-Myc and -catenin, which play roles in cancer development and 

progression [16]. Additionally, they are overexpressed in multiple types of cancer, 

and thus are considered as targets for the development of new therapeutic 

anticancer drugs [13,17]. 

 In a previous study, we identified the RuvB-like helicase protein (ORF 

NCU03482, the S. cerevisiae Rvb1 ortholog, named here as RVB-1) in Neurospora 

crassa using an approach to search for proteins able to bind to the gsn promoter, the 

gene encoding glycogen synthase, the regulatory enzyme in glycogen synthesis [18]. 

In the present work, we performed the characterization of the RVB-1 and RVB-2 

proteins and of the RVB-1/RVB-2 complex from N. crassa. Both are essential 

proteins in N. crassa, and the mutant strains (rvb-1het and rvb-2het) show several 

phenotypic defects. Both proteins were individually and co-expressed in E. coli, and 

their biochemical and biophysical characteristics were analyzed. The RVB-1/RVB-2 

complex exhibits ATPase activity and requires the N. crassa importin- (NcIMP) to 

be translocated to nucleus since their nuclear localization sites (NLS) showed high in 

vitro affinity to NcIMP. In addition, the complex binds dsDNA and DNA largely 

increases its low ATPase activity. The analytical size-exclusion chromatography 

(aSEC) and the aSEC coupled to multi-angle light scattering (SEC-MALS) analyses 

revealed that the APO complex predominantly exists as a dimer in solution although 

hexamers were also observed. Nucleotides strongly influence the oligomerization 

state, while ATP favors the formation of hexamers, ADP favors the formation of 

multimeric states, likely dodecamers. Supporting this, MD simulations suggest that 

ADP or ATP may induce the oligomerization of RVB-1 and RVB-2 by an 

intermonomer cooperativity mechanism. The findings reported here extend the 

information regarding these proteins and reveal the fungus as a potential organism to 

investigate additional functions of this protein family. 
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2. MATERIALS AND METHODS 

 

2.1. Neurospora crassa strains and growth conditions 

 

The FGSC #2489 (A), FGSC #9718 (mus52::bar+, a) and FGSC #9568 

(mus52::hyg+, a) strains used as wild-type, and the FGSC #13658 (hel-1, NCU03482, 

rvb-1het) and FGSC #13216 (hel-2, NCU06854, rvb-2het) heterokaryon mutant 

strains were purchased from the Fungal Genetics Stock Center (FGSC, University of 

Missouri, Kansas City, MO, USA, http://www.fgsc.net) [19]. The strains were 

maintained on solid Vogel’s minimal (VM) medium [20], pH 5.8 containing 2 % 

sucrose at 30 ºC. Growth of mutant strains at 30 ºC was compared to the FGSC 

9568 (mus52::hyg+, a) strain. For this, conidia were collected from the strains grown 

in VM medium in the presence of hygromycin (200 μg/ml), counted and used in the 

experiments. Growth rate was analyzed in Race tubes under constant darkness (DD) 

in VM medium plus hygromycin in a Percival incubator (Percival Scientific, Inc. 

Boone) for different times. 

 For protein expression and localization, strains individually expressing C-

terminus either V5- or GFP-tagged RVB-1 and RVB-2 proteins were constructed. The 

pZERO-hph-V5 and pZERO-hph-gfp plasmids (gently donated by Michael Freitag 

from Oregon State University, Corvallis, OR, USA) were used as template and the 

splitmarkers were obtained using the methodology described by Honda and Selker 

[21] and the oligonucleotides listed in Table S1. The splitmarkers were obtained by 

PCR using the 3482Gly-F/R, 6854Gly-F/R, 3482Lox-F/R, and 6854Lox-F/R 

oligonucleotide pairs (Table S1). The hph-V5 and hph-gfp nucleotide sequences 

were amplified from pZERO plasmids using the 10xGly-F/LoxP-R pair (Table S1). 

The PCR fragments amplified using oligonucleotides corresponding to each ORF 

were fused to the hph-V5 or hph-gfp fragments by fusion PCR using the 3482Gly-

F/Hph-R, Hph-F/3482Lox-R, 6854Gly-F/Hph-R, Hph-F/6854Lox-R oligonucleotide 

pairs. (Table S1). Fusion DNA fragments were individually transformed into #9718 

strain and transformants were selected in the presence of hygromycin. Homokaryons 

were isolated either by crossing with the 2489 strain in 0.5% Westergaard’s medium 

[22] or by microconidiation induction from 10 to 15-day conidia after filtration using 

Millex SV (5 μm) filters [23] leading to the rvb-1::rvb-1-v5, rvb-2::rvb-2-v5, rvb-1::rvb-

1-gfp and rvb-2::rvb-2-gfp wild-type strains. The segregantes were confirmed by PCR 

http://www.fgsc.net/
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using the primers RVB1-F, RVB2-F, V5-R, and GFP-R (Table S1). N. crassa 

transformation and other molecular techniques were performed as previously 

described [24] or using the protocols available at the Neurospora homepage 

(http://www.fgsc.net/Neurospora/NeurosporaProtocolGuide.htm). To analyze RVB-1-

V5 and RVB-2-V5 expression in N. crassa, mycelium grown for 24 h were lysed with 

liquid nitrogen, and the proteins were extracted and quantified the Hartree method 

[25]. An amount of 20 µg of total protein was separated by 10% SDS-PAGE gels, 

electro-transferred to nitrocellulose blotting membrane (GE Healthcare) and probed 

with a monoclonal anti-V5 antibody (Invitrogen). Blots were subsequently probed with 

HRP-conjugated secondary antibodies (Sigma) and developed with luminol reagent. 

 

2.2. Subcellular localization of RVB-1 and RVB-2 proteins  

 

To determine the subcellular localization of the fluorescent RVB-1-sfGFP and 

RVB-2-sfGFP proteins, 200 μl of a conidial suspension (2 x 106 conidia/ml) from the 

rvb-1::rvb-1-gfp and rvb-2::rvb-2-gfp strains were inoculated onto coverslips, covered 

with VM liquid plus 2% sucrose and incubated at 30 ºC for 8 h. For nuclei analysis, 

mycelia were fixed in 3.7% formaldehyde, 1% phosphate buffered saline (PBS), pH 

7.0, 0.2% (v/v) Tween 80, washed twice with PBS and stained with 100 µl DAPI (4',6-

diamidino-2-phenylindole, 0.5 mg/ml) for 5 min. DAPI fluorescence was visualized 

using a fluorescence microscope with excitation and emission wavelengths of 359 

nm and 461 nm, respectively, and the GFP fluorescence was visualized using 

excitation and emission wavelengths of 490 nm and 525 nm, respectively. The 

images were captured using an AXIO Imager.A2 Zeiss microscope coupled to an 

AxioCam MRm camera and processed using the AxioVision software, version 4.8.2. 

Further processing was performed using Corel®PHOTO-PAINTTM X7. 

 

2.3. Recombinant protein production and purification 

 

To clone and express the rvb-1 (ORF NCU03482) and rvb-2 (ORF6854) 

genes, the 1,387 bp full-length rvb-1-V5 cDNA sequence was amplified by RT-PCR 

using the rvb-1::rvb-1-V5 strain cDNA and the primers RVB1-duet-F and V5-R (Table 

S1). The entire ORF was inserted into the NdeI/KpnI sites of the pRSFduet-1 MCS2 

http://www.fgsc.net/Neurospora/NeurosporaProtocolGuide.htm
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expression vector leading to the pRSFduet-1-rvb-1-V5 construction. After this, the 

1,446 bp full-length rvb-2 cDNA was amplified by RT-PCR using the N. crassa cDNA 

and the primers RVB-2-duet-F and RVB-2-duet-R (Table S1). The DNA fragment was 

cloned into the BamHI/NotI sites of the pRSFduet-1-rvb-1-V5 MCS-1, leading to the 

pRSFduet-1-his6-rvb-2 rvb-1-V5 construction, to produce the N-terminus His6-tagged 

RVB-2 and the C-terminus V5-tagged RVB-1 recombinant proteins. Both 

recombinant proteins were also individually produced by cloning the rvb-1 (RVB-1-

F/R oligonucleotides pair, Table S1) and rvb-2 (RVB-2-F/R oligonucleotides pair, 

Table S1) cDNAs into the NdeI/BamHI sites of the pET28a (Novagen) expression 

vector leading to the pET-rvb-1 and pET-rvb-2 constructions. To express the His6-

RVB-1 and His6-RVB-2 individually and the His6-RVB-2-RVB-1-V5 protein complex, 

the plasmid constructions were transformed into E. coli Rosetta™ (DE3) pLysS 

competent cells grown in 2YT media (1.6% tryptone, 1% yeast extract and 0.5% 

NaCl) containing 25 µg/ml chloramphenicol and 25 µg/ml kanamycin at 37 ºC until 

absorbance of 0.6 at 600 nm. Protein expression was induced using 0.4 mM IPTG 

(final concentration) at 18 ºC, 180 rpm for 16 h.  

After protein induction, cells were harvested by centrifugation and suspended 

in L buffer (50 mM HEPES-KOH, pH 7.5, 500 mM NaCl, 10% glycerol, 50 mM 

Imidazole, 0.01% triton X-100 with 0.01 mg/ml of lysozyme e 5 U of DNAse). Cell 

lysis was performed by sonication in ice bath using ten pulses of 30 sec ON (35% 

amplitude) and 60 sec OFF using the Vibra-Cell VCX 750 W cell disrupter (Sonics). 

The cell extract was centrifuged (20.000 X g, 20 min, 4 ºC), and the supernatant used 

for protein purification. The soluble lysate was applied to a HisTrap Chelating HP 5 

mL (GE Helthcare Lifesciences) followed by washing with 5 column volume (CV) of 

buffer A (50 mM HEPES-KOH, pH 7.5, 500 mM NaCl, 10% glycerol, 50 mM 

Imidazole). The proteins were eluted in buffer B (50 mM HEPES-KOH, pH 7.5, 500 

mM NaCl, 10% glycerol, 500 mM Imidazole). After affinity chromatography, the 

proteins were dialyzed against GF buffer (50 mM HEPES-KOH, pH 7.5, 500 mM 

NaCl, 5% glycerol) and subjected to preparative molecular size exclusion 

chromatography (pSEC) at 4 ºC performed on HiLoad 26/60 Superdex 200 prep 

grade column (GE Helthcare Lifesciences) coupled to FPLC system ÄKTA Prime 

Plus (GE Helthcare Lifesciences) previously equilibrated with GF buffer. Protein 

expression was confirmed by Western blot analyses using either the monoclonal anti-

V5 antibody (Invitrogen) or the monoclonal anti-His (Sigma). Blots were subsequently 



 46 

probed with HRP-conjugated secondary antibodies (Sigma) and developed with 

luminol reagent. 

Recombinant N. crassa importin α (NcIMPα) used in the ITC experiments was 

prepared as previously described [26]. 

 

2.4. Molecular modeling study  

 

RVB-1/RVB-2 3D model was generated using the Swiss-Model web-server 

[27] (https://swissmodel.expasy.org/) selecting a homologous RVB crystallographic 

structure from Chaetomium thermophilum (PDBid: 4WW4), which shows high identity 

(89.69%) and coverage (0.99). The heterododecameric model of RVB-1/RVB-2 was 

obtained from the heterodimeric model by symmetry, maintaining the ADP molecules 

in each monomer. The heterohexameric model was modified to obtain the apo-, 

ADP- or ATP-bound forms, which each one was submitted to molecular dynamics 

simulations to stabilize and inspect the accommodation of ADP or ATP molecules 

into the protein. For that, GROMACS (Groningen Machine for Chemical Simulation) 

[28] v.5.0.5 was used under the CHARMM36 force field [29]. Protonation states of 

residues were set to pH 7.0 according to PROPKA3 server [30]. A triclinic box of 10 Å 

from the farthest atom was applied to each system, followed by solvation and 

equilibration with 100 mM of NaCl. Systems were minimized until reach energy below 

100 kJ/mol/nm using the Steepest Descent algorithm. Further, a 1-ns NVT ensemble 

was applied generation velocities randomly at 298.15 K using the V-rescale 

thermostat [31]. Then, a 1-ns NPT ensemble with Berendsen barostat [32] at 1 bar 

was applied. Both NVT and NPT steps were performed restraining the backbone 

atoms of RVB. A further step was employed to release such restraints gradually from 

a force constant of 1000 to 0 kJ/mol/nm2 in short steps of 100 ps. Finally, an 

unrestrained 100-ns NPT step was performed for each system using the Nose-

Hoover thermostat [33,34] and Parrinello-Rahman barostat [35]. The ADP topology 

was retrieved directly from the CHARMM36 force field, and ATP molecules were 

obtained by adding the third phosphate group to each ADP molecule. 

To identify the most important residues of RVB-1 and RVB-2 in contact to 

ADP or ATP molecules, all frames obtained from MD trajectories were used to 

calculate the percentage of contacts of each amino acid residue of the protein within 

a cutoff distance of 4 Å. As the hexamer has three copies of each monomer, the 

https://swissmodel.expasy.org/
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values for each residue were averaged to determine the final percentage of contacts. 

These calculations were performed using tcl scripting implemented in VMD [36]. 

 

2.5. Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) 

 

To verify if the His6-RVB-2-RVB-1-V5 protein complex binds to double-

stranded DNA, an agarose gel shift assay was performed. For this, increased 

amounts (3-10 µM) of the recombinant proteins were incubated with 150 ng of a 

double-stranded DNA for 1 h in binding buffer (43 mM Tris-HCl, pH 7.5, 115 mM KCl, 

5 mM MgCl2 100 μg/mL BSA, 5% glycerol, 5 mM NaF, 1 mM PMSF, 1 mM 

benzamidine, 2 mM TLCK, and 1 μg/mL of aprotinin and pepstatin A) at 30 ºC. The 

DNA fragments used in the assays were the 156 bp double-stranded DNA 

sequences (Pgsn and mPgsn) [37]. The Pgsn fragment was amplified from genomic 

DNA using the Stre1-F/R oligonucleotides pair and the mPgsn fragment was 

previously constructed [37]. The mPgsn fragment corresponds to the mutated Pgsn 

fragment. The samples were fractionated on a 3% agarose gel in 0.5 X TBE buffer 

with ethidium bromide (5 μg/ml) under 20 V for approximately 12 h. Gel shift analyses 

were also performed in the presence of either ATP or ADP or ATP,-imido (Sigma) 

in a final concentration of 2 mM. 

 

2.6. Analytical size-exclusion chromatography (aSEC) and SEC coupled with 

multi-angle light scattering (SEC-MALS) 

  

Analytical size exclusion chromatography (aSEC) was performed at room 

temperature using a prepacked Superdex 200 GL 10/30 (GE Helthcare LifeSciences) 

equilibrated with GF buffer (50 mM HEPES-KOH, pH 7.5, 500 mM NaCl, 5% glycerol) 

as previously described [38]. Aliquots of 100 µl of 10 µM His6-RVB-2-RVB-1-V5 were 

injected and eluted using a 0.8 ml/min flow rate. Apoferritin (480 kDa), -globulin (160 

kDa), BSA (67 kDa/Rs), ovalbumin (45 kDa), carbonic anhydrase (30 kDa), and 

cytochrome C (12 kDa) (Sigma-Aldrich) were used as standards for Molecular Mass 

(MM), whereas the Blue Dextran 2000 was used for the determination of the void 

volume of the column. 
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The retention volumes of each standard protein as well as His6-RVB-2-RVB-1-

V5 were determined by the maximum of each peak in the chromatogram and then 

converted by Equation 1 into partial retention volumes (𝑘𝑎𝑣).  

𝑘𝑎𝑣 =
𝑉𝑒−𝑉0

𝑉𝑡−𝑉0
      Equation 1 

Where 𝑉𝑒 is the retention volume of the protein, 𝑉0 is the void volume of the 

column (Bluedextran’s 𝑉𝑒) and 𝑉𝑡 is the total volume of the column. Finally, the values 

of MM for the standard protein where then plotted on a graph versus − log 𝑘𝑎𝑣 from 

which the apparent MM (MMapp) for the His6-RVB-2-RVB-1-V5 fractions were 

estimated. 

Size exclusion chromatography-multiangle light scattering (SEC-MALS) 

measurements were performed in a static light scattering module at multiple angles 

miniDAWS TREOS, with Wyatt QELS detector for DLS measurements and OptiLABr 

EX refractive index detector for sample concentration measurements (Wyatt 

Tecnology Corporation). The modules were connected in line to a high-pressure 

liquid chromatograph (HPLC - Waters) connected to a Superdex 200 GL 10/30 

column (GE Helthcare Lifesciences) for aSEC. The experiments were performed with 

GF buffer containing MgCl2 in the absence and in the presence of either 2 mM ATP 

or ADP. The proteins were purified as previously described and used in the 

concentration of 4.5 mg/ml. The refractive index of the buffers was measured using a 

Quimis refractometer and the refractive index increment dn/dc value (0.1780) was 

obtained by the Sedfit software [39] version 16.1c, based on the amino acid 

sequence of the proteins. Data were analyzed by the ASTRA VI software package 

(Wyatt). 

 

2.7. ATPase activity quantification 

 

The ATPase activity of the recombinant His6-RVB-2-RVB-1-V5 protein 

complex was investigated by monitoring the concentration of Pi (inorganic phosphate) 

released after ATP hydrolysis. Pi quantification was performed on a 96-well plate and 

the absorbance was quantified by the Varioskan® LUX (Thermo Scientific) at 650 

nm. For the reaction, fixed volumes of protein in GF buffer were pipetted into two 

triplicates in a final protein concentration of 2 μM for each triplicate. Magnesium 

chloride (MgCl2) in a final concentration of 2 mM and increased ATP concentrations 
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were then added. A control reaction in the absence of protein complex was 

performed also in triplicate. The 96-well plate was incubated at 30 ºC for 20 min 

under gentle shaking. The phosphate released after ATP hydrolysis was compared to 

a phosphate curve, constructed in duplicate, using the PiColorLock kit (Innova 

Biosciences) [40]. The colorimetric reaction is based on the interaction between the 

malachite green chromophore (orange) and the Pi released after ATP hydrolysis. We 

also analyzed the influence of DNA on the ATPase activity of the RVB-1/2 proteins 

complex. For this, different concentrations of the same dsDNA fragment used in the 

EMSA experiments were added to the reaction and a fixed ATP concentration (0.5 

mM) was used.  

 

2.8. Circular dichroism 

 

CD experiments were performed in J-815 spectropololarimeter (JASCO Inc.) 

coupled with Peltier system for temperature control. The spectra were obtained with 

10 μM His6-RVB-2-RVB-1-V5 protein complex in GF buffer (50 mM HEPES-KOH, pH 

7.5, 500 mM NaCl, 5% glycerol) using a 0.1 cm circular cuvette of optical path and 

the data were normalized to mean residual molar ellipticity ([𝜃]𝑀𝑅𝑊) according to 

Equation 2. The protein secondary structure content was estimated using the 

Dichroweb software deconvolution program [41]. For analysis in the presence of 

either ATP or ADP, 2 mM of the nucleotides was added to the proteins.  

[𝜃]𝑀𝑅𝑊 =
𝜃(𝜆)

10.[𝑐].𝑙.𝑛
  Equation 2 

Where 𝜃(𝜆) is the ellipticity, [c] is the molar protein concentration, l, the path length 

and n are the total amount of amino acids residues. 

 

2.9. Calorimetric assays 

 

ITC experiments were carried out to verify the binding affinity of N. crassa 

importin-α (NcIMPα) to either the putative RVB-1 [RVB-1 NLSs, 

199GACKRVGRSDA210 (site A) and 370EEIKRIVKIRS380 (site B)] or the putative RVB-2 

(RVB-2 NLS, 410ICAKRKAKQVG420) NLS peptides. The experiments were performed 

with a MicroCal iTC200 microcalorimeter (GE Healthcare). NcIMPα protein and RVB 

peptides were diluted in buffer (20 mM Tris-HCl, pH 8.0 and 100 mM NaCl) at a 
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concentration of 30 µM and 600 µM for protein and peptide (protein:peptide molar 

ratio of 1:20), respectively. Twenty successive injections (2 µL) of NLS peptides were 

carried out into the calorimetric cell, in an interval of 240 s for each titration and 800 

rpm homogenization speed. The heat of the dilution was determined in a control 

assay by titration of the peptide sample into the protein sample buffer and was 

subtracted from the corresponding titrations. Titrations were performed in duplicate, 

and the heat dilution of each peptide was determined from control experiments and 

subtracted from their binding titrations prior to data analysis. The data were 

processed using MicroCal Origin Software to obtain values for stoichiometry (N), 

dissociation constants (Kd), and enthalpy (ΔH). The binding-type input parameters 

were adjusted to obtain the best fitting model.  

 

3. RESULTS 

 

3.1. The ORFs NCU03482 and NCU06854 encode the Neurospora crassa RVB-1 

and RVB-2 proteins, respectively 

 

The NCU03482 protein was previously identified in a biochemical approach 

designed to isolate proteins able to bind to the gsn promoter, which encodes 

glycogen synthase [18]. The gene is annotated as “RuvB-like helicase 1” in the N. 

crassa genome database (http://fungidb.org/fungidb/app/record/gene/NCU03482). To 

identify the RVB-2 paralog, a BLASTP search in the N. crassa genome database 

using the Saccharomyces cerevisiae Rvb2 protein as query, retrieved the ORF 

NCU06854 as encoding the fungus orthologous protein.  

The gene is annotated as “RuvB-like helicase 2” in the N. crassa genome 

database (http://fungidb.org/fungidb/app/record/gene/NCU06854). The proteins were 

named in this work as RVB-1 and RVB-2, according to the Neurospora nomenclature 

[42], and they are composed of 458 (RVB-1) and 481 (RVB-2) amino acid residues. 

Sequence alignment of RVB-1 and RVB-2 and orthologous proteins from fungi and 

human (Fig. S1 and Fig. S2) showed that they are highly conserved proteins with 

identities approximately of 69 to 89% for RVB-1 and of 72 to 89% for RVB-2. The 

highest identity was observed for the Chaetomium thermophilum ctRvb1 and ctRvb2 

proteins, being of 89% for both proteins. The Neurospora proteins showed higher 

identity to human proteins (70% for both proteins) than the S. cerevisiae proteins 
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(65%). The regions of homology contain the Walker A and Walker B motifs, which are 

involved in ATP binding and/or hydrolysis. In addition, the highly conserved sensor I 

and II and the arginine finger motifs, common in this protein family, are also present 

[5]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S1. Multiple alignment of the polypeptide sequence of the Neurospora crassa protein encoded by 
the ORF NCU03482 and the sequences of human RuvBL1 (NP_003698.1), Saccharomyces 
cerevisiae Rvb1 (KZV1249.1), and Chaetomium thermophilum Rvb-1 (4WW4-A). The sequence 
alignment was performed by ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) and the identical 
and conserved amino acids were identified using the Boxshade. 

  

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
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Fig. S2. Multiple alignment of the polypeptide sequences of the Neurospora crassa protein encoded 
by the ORF NCU06854 and the sequences of human RuvBL2 (NP_006657.1), Saccharomyces 
cerevisiae Rvb2 (KZV07276.1), and Chaetomium thermophilum Rvb-2 (4WW4-B). The sequence 
alignment was performed by ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clust alw2/) and the identical 
and conserved amino acids were identified using the Boxshade.  

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clust%20alw2/
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3.2. RVB-1 and RVB-2 are essential proteins in N. crassa 

 

 The rvb-1 and rvb-2 strains, purchased from FGSC, are heterokaryon 

strains, which means that they possess both wild-type and knockout nuclei. Different 

approaches (induction of microconidiation and crossing with a wild-type strain) were 

performed to try to isolate homokaryon strains from the FGSC #13658 and #13216 

heterokaryon strains; however, the strains were non-viable suggesting that the genes 

are essential for growth, like what is described for Saccharomyces cerevisiae [1,2] 

and Drosophila melanogaster [3]. Growth analyses of the heterokaryon strains in the 

presence of hygromycin showed that they present several phenotypic defects related 

to growth and development (Fig. 1 and S3). A mutant strain (mus52::hph) able to 

grow in the presence of hygromycin was used as a wild-type strain for comparison. 

They exhibit less aerial hypha and a paled phenotype suggesting defective 

production of -carotene (Fig. 1A and S3A) and low production of conidia (Fig. 1B) 

after 10 days culture. Growth in race tubes in a constant darkness (DD) and in plates 

under day light condition showed that they exhibit a low growth rate compared to the 

wild-type strain (Fig. S3B and S3C). Wild-type strains individually expressing V5-

tagged proteins (RVB-1-V5 and RVB-2-V5) were constructed and both proteins were 

detected in mycelia grown for 24 h (Fig. S3D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. The rvb-1 and rvb-2 heterokaryon mutant strains exhibit defects related to growth and 
development. (A) Strains growth in VM medium plus 2% sucrose in the absence and in the presence 

of hygromycin (150 g/ml). (B) Production of conidia by the wild-type and mutant strains after 10 days 
growing in the presence of hygromycin. Total conidia were collected, suspended in equal volume of 
water, and counted in a Neubauer camera. Values from three different experiments were used to 
compare the strains by the T-student test (****p < 0.001). 
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Fig. S3. Phenotypic analysis of the mus52::hph (control) and the rvb-1het and rvb-2het mutants 
strains. (A) Vegetative growth without agitation in VM liquid medium plus 2% sucrose and 150 µg/ml of 
hygromycin. About 104 conidia were inoculated in the first day and aerial hypha extension was 
evaluated after 10 days at room temperature. (B) Race tubes assay of the mus52::hph and mutants 
strains. The strains growth was evaluated every 24 h after transferring from constant light for 12 h to 
constant dark (DD). Growth was performed in VM solid medium supplemented with 0.1% glucose, 
0.17% arginine and 150 µg/ml of hygromycin. (C) Plate growth assays. 107 conidia were inoculated at 
the center of plates containing VM solid medium and 150 µg/ml of hygromycin and growth was 
evaluated after 24 and 48 h. (D) RVB-1-V5 and RVB-2-V5 expression in mycelium of strains producing 
V5-tagged proteins grown for 24 h. Western blot analyses using 20 µg of total protein fractionated in a 

12% SDS-PAGE and blotted with -V5 monoclonal antibody (upper panel). Ponceau S-stained gels 
were used as loading control (bottom panel). The numbers on the right side represent the MM in kDa. 
(1) and (3), fungus strains producing V5-tagged RVB-1 and RVB-2 proteins, respectively; (2) and (4), 
wild-type strain.  
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3.3. RVB-1 and RVB-2 are oligomer proteins, interact with each other and the 

oligomerization states are influenced by nucleotides 

 

To perform biochemical and biophysical assays, the rvb-1 and rvb-2 cDNAs 

were co-expressed in E. coli leading to the production of the His6-RVB-2-RVB-1-V5 

complex. Due to the fact the RVB-1 and RVB-2 proteins have close MM (50 kDa for 

RVB-1 and 52 kDa for RVB-2), which impairs their independent visualization in SDS-

PAGE gels, differently tagged-fused recombinant proteins were co-produced. 

Proteins were purified by affinity chromatography in a Ni2+ column, based on the 

His6-RVB-2 affinity to the column, showing a high degree of purity (results not 

shown). As these proteins are described to exist in solution in different 

oligomerization states [43], the affinity-purified proteins were submitted to a pSEC, 

which allowed to obtain a protein preparation in a high purity grade (Fig. 2A). 

Fractions 8-15 were pooled, and the proteins further used in biochemical and 

biophysical assays. The proteins showed a MM slightly higher than 50 kDa in SDS-

PAGE gel, consistent with the theoretical MM of both individual proteins (54 kDa for 

His6-RVB-2 and 52 kDa for RVB-1-V5) (Fig. 2B). The interaction between RVB-1 and 

RVB-2 was analyzed by Western blot using samples eluted from the affinity and size 

exclusion chromatography and specific antibodies for each protein. Both proteins 

were identified after both chromatographic procedures (Fig. 2B, lanes 6-9) confirming 

that RVB-1-V5 and His6-RVB-2 interact with each other. 

 The secondary structure content of His6-RVB-2-RVB-1-V5 complex was 

investigated by CD experiments, and the spectrum (Fig. 2C) showed a characteristic 

α-helix profile with minimums at 208 and 222 nm. Spectral deconvolution with 

Dichroweb software indicated an α-helix content of approximately 30%, β-sheet 

content of 27% and 43% of random coil. The CD assays performed in the presence 

of ADP indicated slight changes in the spectrum, and the ATP presence does not 

influence the secondary structure of the protein complex (Fig. 2C). Furthermore, the  
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Fig. 2. Biochemical and biophysical characterization of the His6-RVB-2-RVB-1-V5 protein 
complex. (A) Preparative size-exclusion chromatography with His6-RVB-2-RVB-1-V5 performed on 
HiLoad 26/60 Superdex 200 prep grade column coupled to FPLC system ÄKTA Prime Plus. The lower 
panel shows the Coomassie Brilliant Blue (CBB) stained 12% SDS-PAGE gel of the chromatographic 
samples indicated in the upper panel. P1 and P2 are fractions from affinity chromatography. (B) 
Chromatographic fractions after His6-RVB-2-RVB-1-V5 copurification using HisTrap Chelating HP 5 ml 
(GE Helthcare Lifesciences). The eluted proteins after affinity chromatography were subjected to 
pSEC after dialysis. The steps of expression and purification were analyzed by 12% SDS-PAGE gel 

followed by Western blot using either the monoclonal -V5 or -His antibodies. 1. crude cell extract 
after sonication, 2. insoluble proteins after cell extract centrifugation, 3. supernatant after 
centrifugation, 4. column flow throw, 5. washing buffer, 6. eluted proteins from affinity purification, 7 
and 8. protein fractions after dialysis, and 9. eluted proteins from pSEC. The numbers on the left side 
represent the MM in kDa. The lower panel shows the Coomassie Brilliant Blue (CBB) stained 12% 
SDS-PAGE gel. (C) Circular dichroism of the His6-RVB-2-RVB-1-V5 complex performed in the J-815 
spectropololarimeter coupled with Peltier system for temperature control. The spectra were obtained in 
GF buffer (50 mM HEPES-KOH, pH 7.5, 500 mM NaCl, 5% glycerol) using 10 μM of protein complex 
and a 0.1 cm circular cuvette of optical path. The data was normalized to mean residual molar 
ellipticity (EMR). The analyses in the presence of ATP and ADP were performed using 2 mM of each 
nucleotide. 
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secondary structure content of the RVB-1/RVB-2 complex in silico model agrees with 

the experimental assays, presenting approximately 37.3% of α-helix, 21.4% of β-

sheet and 41.3% of random coil.  

 To investigate the oligomeric states of the complex and the influence of 

nucleotides in the oligomerization we performed aSEC (Fig. 3). The elution profile 

(Fig. 3A, upper panel) shows the existence of two protein fractions for the complex 

(dark line), the major fraction showing an experimental MMapp of approximately 160 

kDa (likely a dimer) and the minor fraction showing MMapp below 480 kDa (likely a 

hexamer), both exhibiting experimental MMapp higher than the theoretical for both 

oligomeric states (Table 1), most probably due to an elongated shape of proteins, 

which causes changes in the elution profile. These results suggest that the His6-RVB-

2-RVB-1-V5 complex may predominantly exist as a dimer after the pSEC. Moreover, 

high MM species, likely hexamers, may also exist in solution, although at low levels. 

The addition of either ATP or ADP strongly affects the observed elution profile. While 

ATP shifts to a major specie showing an experimental MMapp of approximately 420 

kDa (Fig. 3A, middle panel, Table 1), in the presence of ADP the major peak 

corresponds to proteins showing higher MMapp, which were eluted in the column void 

volume (Fig. 3A, bottom panel, Table 1). These results suggest that the His6-RVB-2-

RVB-1-V5 complex predominantly exists as a hexamer in the ATP presence and, 

more likely, as a dodecamer in the ADP presence. The presence of both proteins in 

the chromatographic fractions corresponding to the elution peaks was confirmed by 

Western blot using specific antibodies for each protein (Fig. 3C). 

 The influence of the protein complex concentration on the oligomerization 

state was also investigated by varying the protein concentration from 0.1 to 10 

mg/ml. We observed a major and broad peak showing a MMapp of 98 kDa at low  
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Fig. 3. Biophysical characterization of the His6-RVB-2-RVB-1-V5 protein complex. (A) aSEC 
performed on Superdex 200 GL 10/30 column in GF buffer (50 mM HEPES-KOH, pH 7.5, 500 mM 
NaCl, 5% glycerol) with and without of either ATP or ADP. Aliquots of 100 µl of 10 µM protein complex 
pre-incubated or not with either ATP or ADP were injected and eluted using a 0.8 mL/min flow rate. 

Apoferritin (480 kDa), -globulin (160 kDa), BSA (67 kDa), ovalbumin (45 kDa), carbonic anhydrase 
(30 kDa), and cytochrome C (12 kDa) (Sigma-Aldrich) were used as standards for MM (represented in 
the upper graph), whereas Blue Dextran 2000 was used for determination of the column void volume. 
The dotted blue line represents the MM standards. (B) SEC-MALS performed in a static light 
scattering module at multiple angles miniDAWS TREOS, with Wyatt QELS detector for DLS 
measurements and OptiLABr EX refractive index detector for sample concentration measurements 
(Wyatt Tecnology Corporation). The modules are connected in line to a high-pressure liquid 
chromatograph (HPLC - Waters) connected to a Superdex 200 GL 10/30 column (GE Helthcare 
Lifesciences) for aSEC. The experiments were performed with GF buffer with or without 2 mM of ATP 
(middle panel) or ADP (bottom panel) and MgCl2, at a final protein concentration of 4.5 mg/ml. The 
runs were carried out in duplicates, at a flow rate of 0.33 ml/min. The samples were purified at 4 ºC 
and kept on ice for the entire waiting time and the aSEC runs were carried out at 20 ºC. The dotted 
line represents the Refractive Index, the red line the Light Scattering and the blue line the 
experimental Molecular Mass (kDa). (C) aSEC fractions from the APO form chromatography were 

fractionated by CBB stained 12% SDS-PAGE gel and subjected to Western blot using either -V5 or 

-His antibodies. The numbers on the left side are the MM in kDa. 
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  Table 1. Analytical size-exclusion chromatography of His6-RVB-2-RVB-1-V5 recombinant protein complex.  

Conditions 
Theoretical Experimental 

Oligomeric State MM (kDa) Speciesa MMapp (kDa)b MM (kDa)c 

APO 
Hexamer RVB-1/2 319.5 II 390 ± 20 - 

Dimer RVB-1/2 106.5 III 160 ± 10 100 ± 10 

ATP 

*  I Void Void 

Hexamer RVB-1/2 319.5 II 420 ± 20 310 ± 10 

Dimer RVB-1/2 106.5 III 170 ± 10 80 ± 40 

Monomers RVB-1 and RVB-2 52.1 IV 80 ± 05 - 

ADP 

*  I Void Void 

Hexamer RVB-1/2 319.5 II 420 ± 20 330 ± 10 

Dimer RVB-1/2 106.5 III 160 ± 10 120 ± 20 

Monomers RVB-1 and RVB-2 52.1 IV 75 ± 05 - 

aPeaks eluted from aSEC experiments.bApparent MM estimated by aSEC.cMM estimated by SEC-MALS. 
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concentration (0.1 mg/ml) suggesting that the complex exists in an equilibrium of 

dimer-monomers in solution. At higher concentration (10 mg/ml), the peak was 

asymmetric and eluted at lower volumes indicating that the majority form may 

correspond to the heterodimer with a MMapp of 154 kDa and suggesting that the 

oligomeric state of the complex may be dependent on protein concentration (Fig. 

S4A and S4B).  

 Since the qualitative nature of the aSEC experiments do not show accurate 

MM values when compared to the theoretical data and considering the elongated 

shape of RVB-1 and RVB-2 proteins, we investigated the oligomeric state of the 

complex by SEC-MALS experiments. In the absence of nucleotides, we observed 

that the samples are in an equilibrium of dimers and monomers, with an average MM 

of 100 ± 10 kDa and polydispersity of 20% (Fig. 3B, upper panel, peak 1). This MM 

value is an indication that the average MM of the species present is more displaced 

to the dimer. In the presence of ATP, the chromatographic profile changes, as 

expected based on the result shown in Fig. 3A, eluting with an average MM of 310 ± 

10 kDa and polydispersity of 5% (Fig. 3B, middle panel, peak 2). This profile 

indicates that in the presence of ATP, the RVB-1/2 complex is organized mainly in 

the form of a hexamer (theoretical MM of 318 kDa), representing 94.5% of the 

injected mass. However, about 5% of the sample eluted on the void volume form a 

large oligomer, with a MM greater than 1,000 kDa (Fig. 3B, middle panel, peak 3). A 

small fraction elutes in a volume likely corresponding to dimer-monomer peak, with 

MM 80 ± 30 kDa and polydispersity of 20%. The MM values in the presence of ATP 

agree with the elution profile observed in the aSEC assay, suggesting that in the 

presence of ATP the complex is organized mainly as a hexamer.  
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Fig. S4. The oligomeric state of His6-RVB-2-RVB-1-V5 complex is dependent on protein 
concentration. (A) Different concentrations of protein complex were fractionated by aSEC experiments 
in GF buffer. The arrows point to the elution of the major peak (left panel). Concentration protein vs. 
elution volume was plotted (right panel). (B) Calculated MMapp obtained for each complex 
concentration.  
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In the presence of ADP, we observed an elution profile like the one in the 

presence of ATP with a MM of the order 330 ± 10 kDa (Fig. 3B, bottom panel, peak 

2) and polydispersity of 6.7%, which represents about 60% of the injected mass. 

However, there is a considerable increase in the high fraction eluting in the column 

void volume with MM (10,000 kDa) (Fig. 3B, bottom panel, peak 3) estimated to be 

about 20% of the injected mass. In addition, about 4% of the recovered mass elutes 

with a MM of 120 ± 20 kDa (Fig. 3B, bottom panel, peak 1) and polydispersity of 

24%, which most likely correspond to a dimeric fraction. 

 The His6-RVB-1 and His6-RVB-2 recombinant proteins were also individually 

produced in E. coli; however, because His6-RVB-1 was highly unstable during the 

purification steps, only His6-RVB-2 was partially characterized (Fig. S5). 

Recombinant His6-RVB-2 was produced at high levels in a highly homogenous 

preparation as shown by the presence of one major elution peak (Fig. S5A). CD 

results showed a characteristic α-helix profile, which was slightly influenced by the 

protein concentration (Fig. S5B). Due to the instability under the experimental 

conditions used to analyze the ATPase activity, we were not able to precisely 

quantify such activity for the His6-RVB-2 protein. The aSEC profile showed the 

presence of a predominant peak of approximately 67 kDa when a protein 

concentration of 1.4 mg/ml was used suggesting that the protein predominantly exists 

as a monomer in solution. However, a protein fraction exhibiting higher MMapp (130 

kDA) was achieved at higher concentration (5.4 mg/ml), and a minor peak of high 

MMapp (412 kDa) was observed in all protein concentrations suggesting that it may 

also exist in solution as a hexamer (Fig. S5C). All results indicate that, similar to what 

was described for the complex, the His6-RVB-2 oligomerization is dependent on 

protein concentration. 
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Fig. S5. Partial characterization of His6-RVB-2 recombinant protein. The protein was produced in E. 
coli and purified by Ni+2 affinity purification. (A) Preparative size-exclusion chromatography with His6-
RVB-2 performed on HiLoad 26/60 Superdex 200 prep grade column coupled to FPLC system ÄKTA 
Prime Plus. The chromatographic samples 1 to 9 were fractionated in 12% SDS-PAGE gel stained 
with Coomassie Brilliant Blue (lower panel). The number on the left side is the MM in kDa. (B) CD 
experiments performed in J-815 spectropolarimeter coupled with Peltier system. The spectra were 
obtained in GF (50 mM HEPES-KOH, pH 7.5, 500 mM NaCl, 5% glycerol) buffer using 2, 5, 10 and 17 
μM of His6-RVB-2 protein and a 0.1 cm circular cuvette of optical path. The data were normalized to 
mean residual molar ellipticity (EMR). (C) Analytical size-exclusion chromatography performed on 

Superdex 200 GL 10/30 in GF buffer using 1.4 and 54 mg/ml of His6-RVB-2. Apoferritin (480 kDa), -
globulin (160 kDa), BSA (67 kDa), ovalbumin (45 kDa), carbonic anhydrase (30 kDa), and cytochrome 
C (12 kDa) (Sigma-Aldrich) were used as standards for the MM, and Blue Dextran 2000 was used for 
the determination of the void volume of the column, represented upper the graph. The numbers 
represent de species eluted from aSEC and the values above the graph represent the theoretical MM 
standard proteins. The experimental MMapp from aSEC experiment under different His6-RVB-2 protein 
concentrations is represented below the graph. 
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3.4. Molecular modeling suggests an intermonomer cooperativity of RVB-1 and 

RVB-2 in the presence of nucleotides 

 

The structural model of RVB-1/RVB-2 was built by molecular modeling using 

the Chaetomium thermophilum ctRvb1 and ctRvb2 as a template (PDB id 4WW4) 

[10], as it showed the higher identity among RVB proteins. In agreement with that, 

Swiss-Model results showed an identity of 89.69 % and coverage 0.99, yielding a 

high-quality model. The missing loops were modeled, and ADP molecules were 

added to obtain the final monomeric models of RVB-1 and RVB-2. The ability of 

RVB-1 and RVB-2 to oligomerize is reported by experimental results, resulting in 

heterodimers or hexamers. The structural organization of these oligomeric forms was 

obtained by crystallographic symmetry and can be visualized in detail in Fig. 4A. 

The hexameric model was used to study how the ATP-binding sites of RVB-1 

and RVB-2 behave in the presence of either ADP or ATP using Molecular Dynamics 

(MD) simulations. The Walker A domain of RVB proteins is the binding site of ATP 

molecules [6]. In the present work, MD simulations revealed that this domain binds to 

either ADP or ATP molecules by embracing their phosphate substitutions through 

their mainchain nitrogen atoms, maintaining them tightly bound to the protein (Fig. 

4A1-4). According to this, the prevalence of contacts of the segments corresponding 

to the Walker A domain, G71-A79 for RVB-1 and G75-A84 for RVB-2, showed values 

above 95%, emphasizing the participation of this region to stabilize either ADP or 

ATP molecules. The stabilization of either ADP or ATP inside the sites of RVB-1 and 

RVB-2 induced different conformational changes in the proteins, and such changes 

can be important to understand how the ligand affects the dimeric interface of both 

proteins. MD simulations also showed that some residues are important to stabilize  
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Fig. 4. Structural aspects of the N. crassa RVB proteins. (A) RVB-1 and RVB-2 proteins were 
modeled as dimers using the C. thermophilum RVB proteins as templates, resulting in a high-quality 
model. RVB-1 and RVB-2 are shown as cartoons in green (a1) and cyan (a2), respectively. Both RVB-
1 and RVB-2 possess a common ATP-binding site called Walker A domain, which was modeled as 
ADP molecules, shown as spheres in magenta (a1 and a2). These proteins have the ability to 
oligomerize in heterodimers (a3) and further hexamers (a4). (B) MD simulation study suggests that 
RVB-1 and RVB-2 cooperate to stabilize either ADP or ATP molecules. For each RVB protein, the 
ATP-binding site was filled with ADP or ATP molecules, shown as spheres in magenta (b1 and b3) or 
purple (b2 and b4), respectively. 
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both nucleotides, the H19, K77, T78 and R405 residues in RVB-1 and the H23, S79, 

T80, K82 and T83 residues in RVB-2 (Fig. 4B1-4). However, depending on the 

molecule bound in the ATP-binding site, RVB monomers can cooperate to stabilize 

either ADP or ATP molecules. When ADP is bound to RVB-1, the R351 residue in 

RVB-2 contacts with ADP in 26.8% of the time, while when ATP is bound, the 

participation of the same residue decreases to 4.4% (Fig. 4B1). Rearrangements 

inside RVB-1 are also observed, with R15 changing from a conformation that never 

interacts with ADP to one in contact with ATP during 11.4% of time (Fig. 4B2). 

Similarly, when ATP is bound to RVB-2, the participation of RVB-1 R358 residue 

increases from 2.9 to 22.6% (Fig. 4B3, 4B4). 

 

3.5. RVB-1-RVB-2 complex binds dsDNA and exhibits ATPase activity 

 

As previously mentioned, the RVB-1 was identified as a protein present in N. 

crassa crude nuclear extract and was reported to bind to DNA fragments of the gsn 

(glycogen synthase gene) promoter [18]. Binding ability was previously demonstrated 

by analyzing the formation of DNA-protein complex using a fragment of the gsn 

promoter containing the STRE motif (5’-AGGGG-3’). In S. cerevisiae, this motif is 

present in promoters of stress responsive gene [44]. In this work, we investigated the 

dsDNA binding ability of the His6-RVB-2-RVB-1-V5 complex by gel mobility shift 

assay using the same oligonucleotide (Pgsn) as before [18] and different protein 

concentrations. A DNA-protein complex started to be observed at low protein 

concentration (3 g), and the complex levels increased up to a maximum of 8 g 

(Fig. 5A, left panel). The presence of ATP, which favors the hexamer oligomerization 

state (see Fig. 3B, middle panel), seems not to influence the protein complex binding 

to the dsDNA fragment (Fig. 5A, middle panel). This result suggests that the ATPase 

activity may not influence the binding ability of the protein complex to the dsDNA 

fragment. On the other hand, the ADP presence, which shifts the oligomerization 

state from a dimer to large oligomers (see Fig. 3B, bottom panel), seems to impair 

the formation of dsDNA-protein complex (Fig. 5A, right panel). The gel shift 

performed in the presence of a mutant DNA fragment (mPgsn), in which the STRE 

motif core sequence (5’-AGGGG-3’) was mutated to 5’-CTTTT-3’, showed that the 

His6-RVB-2-RVB-1-V5 complex binds dsDNA in a sequence unspecific manner (Fig. 
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5B). In addition, the complex formation was also impaired in the ADP presence. We 

confirmed the result that the dsDNA binding was independent of the energy from the 

hydrolysable ATP by performing the reaction in the presence of a non-hydrolysable 

ATP (ATP,-imido) (Fig. 5C). In this case, similar results to those in the absence of 

ATP (Fig. 5A, APO) were observed, and the protein binding to dsDNA was again 

independent of the DNA fragment used in the binding reaction (either Pgsn or 

mPgsn) (Fig. 5C). 

As the protein members of the His6-RVB-2-RVB-1-V5 complex belong to the 

AAA+ protein family, we evaluated the ATPase activity of the complex by quantifying 

the Pi released after ATP hydrolysis. The Fig. 6A shows the experimental data for the 

ATPase activity as a function of the ATP concentration, and the fitting of the 

experimental data for a Michaelis-Menten. The fitting routine yielded a Vmax of 0.84 ± 

0.03 M/min, a kcat of 0.42 ± 0.02 min-1 and a KM of 0.14 ± 0.02 M (Fig. 6A, inset). 

The data also shows the adjustment from the experimental data to a Lineweaver-

Burk plot presenting a good relation to a linear model, as can be observed by the R-

adjust value (Fig. 6A, inset). The ATPase activity was also quantified in the presence 

of DNA using the same fragment used in the EMSA at concentrations of 0.5 and 1.0 

µg and 0.5 mM ATP. The activity was highly increased in the presence of DNA, 

reaching almost 170% of stimulation at 1.0 g of DNA (Fig. 6B). 
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Fig. 5. The His6-RVB-2-RVB-1-V5 complex binds in vitro to dsDNA in an ATP/ADP-independent 
manner. (A-C). Binding of the protein complex to DNA fragments by electrophoretic mobility shift 
assay (EMSA). (A) Binding assay to the Pgsn DNA fragment. Increased amounts (3-10 µM) of the 
protein complex were incubated for 1 h at 30 ºC with the 156 bp double-stranded DNA fragment. 
Assay was performed in the absence (APO) and in the presence of either ATP or ADP (2 mM). (B) 
Binding assay to the mPgsn DNA fragment. An amount of 10 µM of the protein complex was 
incubated with the DNA fragment and the assay was performed in the absence (APO) and in the 
presence of either ATP or ADP (2 mM). (C) Binding assay to the Pgsn and mPgsn DNA fragments in 

the presence of non-hydrolysable ATP (ATP,-imido). After incubation, all samples were fractionated 
in a 3% agarose gels in 0.5% TBE buffer stained with ethidium bromide. 
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Fig. 6. The His6-RVB-2-RVB-1-V5 complex exhibits ATPase activity and the activity is 
stimulated by DNA. (A) ATPase activity of the His6-RVB-2-RVB-1-V5 complex. The amount of 2 µM 
(approximately 1 µM of each RVB-1/2 proteins) protein complex was incubated with ATP (0-2 mM) for 
25 min at 30 ºC, and the Pi released as a result of ATP hydrolysis was quantified. The data were 
treated through Michaelis-Menten fitting for determination of the kinetic parameters, which are 
presented in the graph. (B) ATPase activity of the His6-RVB-2-RVB-1-V5 complex in the presence of 
DNA. The amount of 2 µM (approximately 1 µM of each RVB-1/2) protein complex was incubated with 
0.5 mM of ATP and different concentrations of the 156 bp dsDNA for 25 min at 30 ºC. The Pi released 
as a result of ATP hydrolysis was quantified and compared to the reaction without DNA. The 
experiment was performed in triplicate and the results represent the percentage of activity stimulation 
in the presence of DNA. Triplicate values from two independent experiments were used for 
comparison by the T-student test (***p < 0.001).  
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3.6. RVB-1 and RVB-2 are nuclear proteins and their NLSs bind to N. crassa 

Importin (NcIMP) 

To investigate the protein location, we constructed wild-type strains 

endogenously expressing GFP-tagged RVB-1 and RVB-2 proteins (rvb-1-gfp and 

rvb-2-gfp). No phenotypic changes were observed in the tagged strains compared to 

the wild-type (results not shown). Both proteins predominantly localized in the cell 

nucleus under normal growth conditions (Fig. 7A). Protein translocation from 

cytoplasm to nucleus involves the importin α and β proteins, which recognize cargo 

proteins that contain nuclear localization signal (NLS) and translocate them into the 

nucleus. We identified two putative NLSs in RVB-1 and one in RVB-2 (Fig. 7B). The 

localization of the RVB-1 and RVB-2 NLSs at the 3D protein structure revealed that 

all studied NLSs (RVB-1 sites A and B and RVB-2 site) are exposed to the solvent. 

However, RVB-1 NLS-site B sequence is located in an -helix, which prevents its 

binding to importin- since the sequence needs to be in an extended conformation to 

interact with the importin- (Fig. 7C). 

We also in vitro analyzed the interaction between N. crassa importin-α 

(NcIMPα) and peptides corresponding to putative nuclear localization signals (NLSs) 

of both proteins. In this assay, the interaction of recombinant NcIMPα with the three 

NLSs peptides was analyzed by ITC to obtain the dissociation constant and the 

thermodynamic values for the formation of this complex. ITC data revealed a 

sigmoidal isotherm for the NcIMPα binding to RVB-1 NLS 199GACKRVGRSDA209 

(site A) and for the NcIMPα binding to RVB-2 NLS 410ICAKRKAKQVG420 (Fig. 8A and 

8B), resulting in dissociation constants (Kd) of 10.32 ± 1.33 µM (RVB-1 NLS) and 

2.47 ± 0.18 µM (RVB-2 NLS) with a stoichiometry of 0.81 ± 0.07 (RVB-1 NLS) and 

1.04 ± 0.01 (RVB-2 NLS) (Fig. 8C). The titration data of the RVB-1 and RVB-2 NLS 

peptides to NcIMPα showed similar Kd values to ITC assays of NcIMPα and NLS 

peptides from proteins previously analyzed [45-47]. ITC data also demonstrated 

exothermic H values for the binding of both peptides with NcIMPα (Fig. 8C). 

NcIMPα was not able to bind to RVB-1 NLS 370EEIKRIVKIRS380 (site B) indicating 

that only site A is a real NLS, supporting the structural data shown in Fig. 8C. In 

summary, the RVB-1 and RVB-2 NLSs are able to bind to NcIMPα indicating that 

both proteins can be translocated to the nucleus using the classical import pathway 

[48].  
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Fig. 7. RVB-1 and RVB-2 are nuclear proteins. (A) Conidia from the rvb-1-gfp and rvb-2-gfp strains 
were grown on coverslips in liquid VM medium containing 2% sucrose at 30ºC for 8 h. Mycelia were 
fixed in PBS with formaldehyde, the nuclei were stained with DAPI (0.5 mg/ml), and the fluorescence 
was evaluated using the AXIO Imager.A2 microscope (Zeiss) at a magnification of 100 X. (B) 
Schematic representation of RVB-1 and RVB-2 and the localization of their putative NLSs sequences. 
(C) NLS regions of the RVB proteins. The structural localization of NLS regions identified in both RVB-
1 and RVB-2 are show in the hexameric form of RVB bound to ADP. RVB-1 showed two NLS sites, 
called site A and site B, while RVB-2 showed only one site. Every site is shown in detail, evidencing 
the positively charged residues that are conserved in NLS of proteins. RVB-1, RVB-2 and ADP are 
shown in green, cyan and purple, respectively. 
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Fig. 8. RVB-1 and RVB-2 NLS peptides bind to NcIMPα. (A) ITC of RVB-1 NLS 
199GACKRVGRSDA209. The upper panel shows the analysis of the RVB-1 NLS peptide binding to 
NcIMPα. Raw power output (μcal/s) per unit time (min) of replicate titrations (thermal power as a 
function of time). The bottom panel displays the integrated data (kcal/mol of injectant versus molar 
ratio of RVB-1 NLS to NcIMPα). (B) ITC of RVB-2 NLS 410ICAKRKAKQVG420. The upper panel shows 
the analysis of the RVB-2 NLS peptide binding to NcIMPα. Raw power output (μcal/s) per unit time 
(min) of replicate titrations (thermal power as a function of time). The bottom panel displays the 
integrated data (kcal/mol of injectant versus molar ratio of RVB-1 NLS to NcIMPα). These data were 
obtained from the raw power output as the area underneath each peak, which was then corrected for 
baseline heat injections and NIT-2 NLS dilution heat and mixing. The solid lines represent the best fit 
of the data. (C) ITC data showing the dissociation constant and the thermodynamic values for the 
three peptides analyzed. 
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4. DISCUSSION 

 

Since their first identification, the RVB proteins are described as apparently 

involved in distinct biological events, with focus in the cancer context; however, their 

precise functional roles are not completely understood. As members of the AAA+ 

protein superfamily, they are active ATPases; moreover, they may also exhibit DNA 

helicase activity. A number of studies have reported their characterization using 

recombinant proteins produced either individually or together in a complex and the 

influence of tags on their biochemical properties and structural organization. The 

comparison to untagged versions may explain the contradictory results reported 

mainly regarding their structural organization. For example, the Saccharomyces 

cerevisiae untagged Rvb1 and Rvb2 proteins were individually produced, and when 

mixed the complex assembled predominantly as a single heterohexameric ring with a 

low proportion of dodecamers [49,50]. In addition, the complex exhibits both ATPase 

and DNA helicase activities [50]. On the other hand, the yeast His-tagged complex 

was characterized as heterododecamers after cryo-electron microscopy and 

exhibited ATPase activity [50,51]. The human RUVBL1/TIP49 and RUVBL2/TIP48 

proteins, on the other hand, which share high identity to the yeast orthologs proteins, 

were characterized using complexes containing either tagged or untagged proteins. 

While the single-tagged complex (RUVBL1/ RUVBL2-His) assembled as a high 

molecular mass oligomer, probably a dodecamer [8], the untagged protein complex 

contained single and double hexamers, were shown to exist in different oligomeric 

forms, whose assembly could be regulated by the II domain [9]. Cryo-electron 

microscopy structures of the untagged complex revealed the coexistence of two 

conformations of the dodecameric complex, a compact and a stretched conformation, 

which could regulate the exposition of DII domain [52]. The lack of DNA helicase 

activity was also reported for the human complex [8] and for the RUVBL1/TIP49 [6]; 

however, a robust DNA helicase activity was described for the rat RUVBL1 (TIP49a) 

protein individually produced [2,53]. 

 In the present study, we characterize the RVB-1 and RVB-2 proteins from the 

filamentous fungus Neurospora crassa. They are both essential proteins, and the 

heterokaryotic cells exhibit several phenotypic defects suggesting their participation 

in cellular processes related to growth and development. Although orthologous 
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proteins are described to be involved in diverse cellular processes, the most studied 

biological function for this protein family regards to transcriptional control as they are 

components of several chromatin remodeling complexes, such as the INO80, SWR-

C/SRCAP, and TIP60/NuA4complexes [54]. They are also component of the R2TP 

complex described in yeast and in higher eukaryotes. In yeast, besides the Rvb 

proteins, the R2TP complex is formed by two additional proteins, Pih1 (Protein 

interacting with Hsp90) and Tah1 (TPR-containing protein associated with Hsp90), 

both interactors of Hsp90, a molecular chaperone involved in folding and assembly of 

proteins and complexes [5,55]. However, Pih1 and Tah1 orthologous proteins were 

not identified in the N. crassa genome, which makes this fungus an excellent model 

organism to investigate the RVB-1 and RVB-2 partners proteins; therefore, to identify 

cellular functions not yet described for these proteins.  

 In this work, the proteins were individually produced and co-expressed in E. 

coli fused to short tags (His6-RVB-2-RVB-1-V5 complex). Both proteins exhibited low 

stability when individually expressed, mainly His6-RVB-1, impairing its 

characterization, However, when co-expressed, the protein complex showed high 

stability and displayed ATPase activity suggesting that they may exist as an active 

complex in the cellular environment and that the complex is required for function. 

Although both proteins exhibited high identity when compared to the yeast and 

human orthologs, differences in the oligomerization states of the N. crassa proteins 

were observed. While the yeast and human orthologs exhibit a high molecular mass 

oligomer, as above mentioned, the N. crassa proteins exist as low molecular mass 

oligomer, most likely a dimer, under the experimental conditions used in our aSEC 

and SEC-MALS experiments (Figure 2, Table 1). In addition, our results clearly 

demonstrate that, similar to the human protein [9], the ATP and ADP nucleotides 

influence the complex oligomerization state, shifting the oligomerization state to high 

molecular mass forms. In yeast, nucleotides do not influence the proteins 

oligomerization; rather than, the proteins undergo nucleotide-dependent 

conformational changes as shown by electron microscopy [49]. The hugely increased 

ATPase activity in the presence of a linear dsDNA fragment exhibited by the N. 

crassa RVB-1/2 complex is a very interesting property of the fungus proteins that 

requires further investigation. It is important to mention that the ATPase activity of 

yeast proteins is not affected by different DNA molecules; dsDNA with 5’ or 3’ 
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overhangs only allowed to support activity for longer times [49]. On the other hand, 

the RUVBL1 (TIP49a) human protein, individually produced, exhibited a weak 

ATPase activity that was strongly stimulated by the presence of ssDNA [53].  

 The structural effect induced by nucleotides bound to RVB proteins is 

evidenced by crystallographic studies in complex to ADP or ATP molecules. Such 

molecules promote a rearrangement of the nucleotide-binding site caused by an 

approximation of a region from the adjacent monomer containing an arginine, called 

arginine finger [6,10]. The arginine finger is a domain conserved in many members of 

AAA+ proteins, highlining its relevance in the activity of these proteins by 

participating in ATP hydrolysis and hexamer stability [56]. Further, mutagenesis 

studies in a bacterial AAA+ ATPase showed the importance of this region to promote 

global structural changes in the proteins necessary to express their activity [57]. In 

the present work, MD simulations showed how the arginine finger can behave 

differently according to the nucleotide bound to either RVB-1 or RVB-2, suggesting 

cooperativity between monomers (Fig. 4b). In RVB-2, we observed that the arginine 

finger from the adjacent monomer (R358 in RVB-1) tends to approximate to the site 

when ATP is bound (Fig. 4b4), being able to participate in ATP stabilization for 

hydrolysis. However, in RVB-1, the arginine finger of RVB-2 (R351) was preferentially 

near to the ATP-binding site in the presence of ADP (Fig. 3b1). Interestingly, the 

arginine finger interacts with ADP in some other AAA+ proteins like p97 [58] and 

human RUVBL1 [59], which could explain the ability of the arginine finger to interact 

with the nucleotide-binding site even when ADP is present. These local alterations of 

the ATP-binding site may lead to large conformational changes [60] that can be 

related to relevant functional activities for these proteins, such as binding to partner 

proteins [58] or to DNA fragments, modulating their ATPase activity, as we show here 

for the dsDNA fragment (Fig. 4a, b).  

 

5. CONCLUSIONS 

 

 In the present study we characterize the RVB-1 and /RVB-2 proteins from the 

N. crassa filamentous fungus. They are essential proteins, and the heterokaryotic 

strains exhibit phenotypic defects related to growth and development. The high 

instability of the individually produced recombinant proteins suggests that they may 
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function in vivo as a protein complex. Biochemical and biophysical approaches, used 

to evaluate their structural properties, show that they are mainly present as a dimer in 

solution, and the ATP/ADP nucleotides strongly influence the complex 

oligomerization. Molecular Dynamics (MD) studies revealed that ATP/ADP 

nucleotides induce conformational changes in the proteins, which affect the complex 

dimeric interface and may explain the differences in oligomerization. In addition, also 

revealed the contribution of amino acid residues important for nucleotides 

stabilization. Although both proteins show high identity to orthologous proteins, some 

of biochemical properties exhibited by the fungus proteins, such as the influence of 

nucleotides on the oligomerization state and the strong activation of DNA in the 

ATPase activity of the complex suggest that the fungus proteins may be more 

correlated to orthologous proteins from higher eukaryotes. The RVB-1 protein was 

previously identified in an approach to search for proteins involved in stress 

response, and the phenotypic defects exhibited by the fungus mutant strains indicate 

that N. crassa might be an excellent model organism for further investigating 

additional biological functions of this protein complex. 
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CAPÍTULO 2. Estudos do envolvimento do complexo RVB-1/RVB-2 na resposta 

a estresse em Neurospora crassa  

 

Neste capítulo, as proteínas RVB-1 e RVB-2 foram estudadas no contexto da resposta a estresse em 
N. crassa. Uma busca por proteínas que provavelmente estariam envolvidas na regulação da 
resposta a estresse levou à identificação da proteína RVB-1 como capaz de se ligar a um fragmento 
de DNA da região promotora do gene que codifica a enzima glicogênio sintase (gsn). A proteína RVB-
1, envolvida em muitos processos celulares, interage com sua paráloga RVB-2 formando complexos 
de maneira dependente de ATP. Uma análise in silico do promotor destas proteínas, revelou diversos 
motifs de ligação a fatores de transcrição envolvidos na resposta a estresse, luz, desenvolvimento e 
relógio circadiano, bem como estas proteínas mostraram ser diferencialmente expressas 
dependentes nestes processos biológicos. Ensaios de imunoprecipitação da proteína RVB-1 
revelaram que muitos papeis descritos para estas proteínas também estão conservados em N. 
crassa, principalmente os relacionados à participação de complexos de remodelagem de cromatina, 
como INO80 e SWR-1. Após estresse térmico e osmótico, condições que ativam a expressão desta 
proteína, componentes de grânulos de estresse como proteínas ribossomais 40S, fatores eucarióticos 
de elongamento da tradução e a presença da proteína glicolítica GAPDH foram identificados como 
prováveis proteínas parceiras. Além disso, na condição de choque térmico, identificamos a proteína 
ortóloga a shugoshin, recentemente identificada como essencial para a resposta ao choque térmico 
em células de camundongos e a proteína glicogenina (GNN), envolvida na síntese de glicogênio. 
Com base nestes resultados, linhagens mutantes para proteínas alvo de RVB-1 envolvidas nos 
complexos INO80 e SWR-1 foram analisadas sob estresse e revelaram serem sensíveis, bem como 
uma linhagem mutante para o gene sgo-1 revelou ser sensível ao estresse, principalmente térmico e 
osmótico. Ensaios de interação proteína-proteína in vitro mostraram que a RVB-1 interage 
diretamente com SGO-1 e ensaios de localização subcelular da proteína SGO-1 mostraram que ela é 
majoritariamente nuclear em condições vegetativas de crescimento, mas responde ao estresse 
apresentando forte marcação citoplasmática, mesmo que ainda presente no núcleo. Linhagens 
mutantes heterocárias para ambas as proteínas RVBs mostraram menor acúmulo de glicogênio, e 
ensaios de imunoprecipitação mostraram que a proteína RVB-1 interage com GNN in vivo. Também 
demonstramos que as proteínas RVB-1 e RVB-2 são componentes de grânulos de estresse em N. 
crassa, nos quais GA3PDH também participa no fungo, mostrando que esta interação pode ocorrer 
via complexos envolvidos na montagem e desmontagem destes grânulos. Por fim, este trabalho 
mostra que funções muito conservadas das proteínas RVBs de leveduras até mamíferos, também 
estão presentes em N. crassa e traz luz para novas funções relacionadas à resposta ao estresse.  

 

 

 

Manuscrito em redação: as seções Introdução e Materiais e Métodos serão 

apresentadas em formato de manuscrito e Resultados e Discussão de maneira 

convencional.  

 

 

 

Segundo INSTRUÇÃO NORMATIVA No 01, de 29 de abril de 2022, que dispõe sobre as normas para 
apresentação de dissertações e teses do Programa de Pós-graduação em Biotecnologia, despacho 
n° 083/2022 – CoPGB/IQ-CAr, aprovada pelo Conselho do Programa de Pós-Graduação em 
Biotecnologia em Reunião de 13/04/2022, esta tese será apresentada na forma de capítulos contendo 
os manuscritos gerados a partir dos resultados obtidos durante as atividades de doutorado.  
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INTRODUCTION 

 

All organisms respond to stresses by activating stress defense mechanisms 

that stimulate physiological responses. The understanding of the mechanisms used 

by the organisms to sense external signals and to properly respond and adapt their 

cellular and metabolic state still needs investigation. Stresses are considered as 

environmental signals that induce changes in gene expression and protein synthesis 

leading cells to a rapid and robust stress adaptation. In general, response to the 

stresses requires a complex network of sensing and signaling mechanisms, and in 

microorganisms the fundamental aspects involved in the adaptative processes are 

largely influenced by the evolutionary pressure exerted by the different niches [53]. 

However, in fungi the molecular mechanisms involved in the adaptative responses to 

different stresses have highly diverged across the fungal kingdom and even in fungi 

closely related [29,116,117]. Although major advances have been achieved in the 

understanding of how fungi respond to the different stresses imposed by the natural 

environment, many aspects still need to be investigated. 

 The RVB proteins, known as RUVBLs, Pontin/Reptin and TIP48/TIP49, belong 

to the AAA+ (ATPases Associated with various cellular Activities) protein superfamily 

described to participate in a wide range of cellular processes [94,118]. They are 

essential proteins [19,101,102,119] and composed of two paralogs, which interact 

with each other forming a complex that participates in several macromolecular 

complexes. We previously identified the Neurospora crassa RVB-1 in heat-shocked 

mycelium using an approach to search for proteins able to bind to the STRE (Stress 

Responsive Element) motif (5’-AGGGG-3’) [120]. In S. cerevisiae, this motif is 

present in promoters of stress responsive genes and is bound by the Msn2p and 

Msn4p (Msn2/4p) transcription factors [36], which mediate cellular response to 

multiple stress conditions. The N. crassa genome lacks Msn2/4p orthologs, 

suggesting that the stress response in filamentous fungi may have evolved differently 

from yeast and requires alternative cellular proteins. Recently, we identified the N. 

crassa RVB-2 paralog, and the RVB-1/2 complex was characterized [19]. We 

demonstrated that the complex exhibits biochemical and biophysical characteristics 

common to the yeast and human complexes; however, it shows specific features to 

the fungus proteins despite of their high identity to orthologous proteins.  
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 The first indications of the RVBs involvement in stress response have been 

reported for the Rvb1/2 yeast protein complex. They have been identified in 

aggregates of cells upon heat stress [107] and both are present in perinuclear 

condensates, independently of other proteins, in yeast cells in the stationary phase 

and under some stress conditions [108]. However, neither protein expression nor 

protein localization were significantly changed under different stressing conditions for 

both proteins [108]. More recently, the RUVBL1 and RUVBL2 proteins from mouse 

embryonic fibroblasts (MEF) cells submitted to heat shock were identified as partners 

of the Anolis sagrei AsHSF1 heat shock factor in an in vitro evolutionary approach 

involving comparative analysis of HSF1 paralogs in vertebrates [114] Using such 

approach, the authors demonstrated that the RUVBL1 and RUVBL2 proteins are 

HSE-dependent components of the AsHSF1 complexes formed on the human 

HSP70 promoter. In addition, the same study demonstrated that under heat stress 

both proteins are partners of the SGO2 shugoshin protein. This protein, together with 

SGO1, was originally identified as protectors of centromeric cohesion during meiosis 

and mitosis in mice [121]. Although a direct interaction of RUVBLs and HSF1 and 

shugoshin was not demonstrated, this study implies both proteins in the context of 

heat stress response. 

In the present work, we investigated the N. crassa the RVB-1 and RVB-2 

involvement in stress response and using an immunoprecipitation assay we aimed to 

identify RVB-1 partners under the stress condition. We report, for the first time, that 

they are both required for a proper response when cells from both heterokaryon 

strains are cultured under different stress inductive environmental conditions. Their 

expression levels are significantly increased under salt and heat stresses, and they 

are detected both in cytoplasm and nucleus under normal growth conditions. In 

addition, their nuclear location is slightly increased when cells were exposed to the 

same stress conditions. Immunoprecipitation assay successfully identified 

conservative partners already described to interact with RVB proteins, such as 

components of the INO80/SWR-1 complexes, and mutant strains in some of these 

proteins exhibited sensitivity to stress. New interactors were also identified, 

implicating these proteins as likely involved in a wide range of cellular processes. 

The findings reported here provide new insight into the functional role of these 

proteins and expand our knowledge of their function in the stress response context. 
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MATERIALS AND METHODS 

 

Neurospora crassa strains and growth conditions 

The strains used in this work are listed in Table S1 [122]. They were 

maintained on solid Vogel’s minimal (VM) medium [2], pH 5.8 containing 2 % sucrose 

at 30 ºC. All mutant homokarion strains were confirmed by PCR using the 

oligonucleotides listed in Table S2. Conidia from 10-day old culture were suspended 

in sterile water, counted and used in the experiments. Growth of mutant strains was 

analyzed under different stress conditions and compared to growth of either the 

FGSC 9568 (mus52::hyg+, a) or FGSC#2489 strains. For this, conidia were collected 

from the strains grown in VM medium in the presence of hygromycin (200 μg/ml) for 

the heterokaryon strains and without hygromycin for the homokaryon strains and 

inoculated (107 conidia) onto Petri dishes containing solid FGS (0.05% fructose, 

0.05% glucose and 2% sorbose) medium plus hygromycin or not depending on the 

strain and the stressors agents: NaCl, H2O2, and Congo Red (CR). Sorbose medium 

was used to allow colonial growth [123]. Conidial growth was also analyzed in VM 

medium pH 4.2 and 7.8 (pH stress) and by transferring the plates to 45 ºC (heat 

stress). The sensitivity of mutant strains to stressors was also evaluated by spotting 

10-fold serial dilution conidial samples in plates containing the stressors or after 

exposing the plates to heat stress. Colony growth and size were analyzed after 24 

and 48 h of growth at 30 ºC. 

 For protein expression and microscopy analyses, strains expressing C-

terminus either V5- or GFP-tagged proteins were constructed as previously described 

[19] using the oligonucleotides listed in Table S2. After transformation, homokaryons 

were isolated either by crossing with the #2489 strain in 0.5% Westergaard’s medium 

or by microconidiation induction and filtration using Millex SV (5 μm) filters [124]. The 

segregantes were confirmed by PCR using the primer pairs described in Table S2. N. 

crassa transformation and molecular techniques were performed as previously 

described [10] or using the protocols available at the Neurospora homepage.   

(http://www.fgsc.net/Neurospora/NeurosporaProtocolGuide.htm). 

 For protein expression analyses under stress conditions, 10-day conidia (1 x 

108 conidia) were inoculated into 1 L of VM medium containing 2 % sucrose, pH 5.8, 

at 30 ºC, 200 rpm. After 24 h, the mycelia were harvested by filtration and divided in 

http://www.fgsc.net/Neurospora/NeurosporaProtocolGuide.htm
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samples. One sample was frozen in liquid nitrogen and stored at -80 ºC until use 

(control sample). The remaining samples were individually transferred into 150 ml of 

fresh VM liquid medium containing either 0.5% sucrose preheated at 45 ºC (for heat 

stress), or VM containing 0.5% sucrose and 1.5 M NaCl (for osmotic stress), or VM 

containing 0.5% sucrose at pH 7.8 (for alkaline pH stress), or VM containing 0.5% 

sucrose at pH 4.2 (for acid pH stress), or VM containing 0.5% sucrose and 20 mM of 

H2O2 (for oxidative stress), or VM without carbon source (for carbon starvation 

stress). Cultures were incubated at 250 rpm for different times. For light stress 

experiments, samples were transferred to 150 ml of fresh VM liquid medium 

containing 0.5% sucrose and incubated in the dark for 24 h, at 30 ºC with shaking 

(100 rpm). Subsequently, the flasks were transferred to light and incubated in a 

Percival incubator (Percival Scientific, Inc. Boone) for different times. All samples 

were harvested by filtration, frozen in liquid nitrogen and stored at -80 ºC for further 

use. 

 

Microscopy analyses under stress 

To analyze the subcellular localization of the fluorescent RVB-1-GFP, RVB-2-

GFP and SGO-1-GFP proteins under heat and osmotic stress, 200 μl of a conidial 

suspension (2 x 106 conidia/ml) from the rvb-1::rvb-1-gfp, rvb-2::rvb-2-gfp and sgo-

1::sgo1-gfp strains were inoculated onto coverslips, covered with VM liquid plus 2% 

sucrose and incubated at 30 ºC for 8 h. After incubation, the coverslips were 

transferred to fresh VM media containing 0.5% sucrose either pre-heated at 45 ºC or 

containing 0.5% sucrose plus 1.5 M NaCl and incubated for up to 1 h. For nuclei 

analysis, mycelia were fixed in 3.7% formaldehyde, 1% phosphate buffered saline 

(PBS), pH 7.0, 0.2% (v/v) Tween 80, washed twice with PBS and stained with 100 µl 

Hoechst (0.5 µg/ml) or DAPI (0.5 µg/ml) for 5 min. Confocal Laser Scanning 

Microscopy (CLSM) was performed using a CARLS ZEISS LSM 800 Confocal 

Microscopy with Airyscan and GaAsp detector, Germany) with a Plan Apochromat 

63x/1.40 Oil DIC M27 objective. The images were analyzed using the ZEN Blue 2.3. 

Conventional Fluorescent Microscopy was carried out using AXIO Imager.A2 Zeiss 

coupled with an AXIOCam MR3 camera. Images were collected and processed using 

AxioVision software. GFP fluorescence was visualized with excitation and emission 

at wavelengths of 490 and 525 nm (FITC filter), respectively, and DAPI/Hoechst 
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fluorescence at excitation wavelengths at 358 nm (UV) and emission at 461 nm, 

respectively. Further processing was performed using Corel®PHOTO-PAINTTM X7. 

The Pearson correlation coefficient was used to estimate the degree of nuclear 

localization [125].  

 

Protein expression analyses and nuclear protein isolation 

Protein expression was analyzed by Western blot. Mycelial pads from strains 

submitted or not to different stress conditions were disrupted by grinding in a mortar 

with liquid nitrogen, and proteins were extracted with extraction buffer (50 mM 

HEPES, pH 7.5, 137 mM NaCl, 10% glycerol, 1 mM PMSF, 0.1 mM TCLK, 1 mM 

benzamidine, and 1 μg/ml of each pepstatin and antipain) plus 200 µL of glass beads 

(710-1180 m, Sigma). Proteins were quantified [126] using BSA as standard, and 

separated by 10% SDS-PAGE gels, electro-transferred to nitrocellulose blotting 

membrane (GE Healthcare) and probed with a monoclonal anti-V5 antibody 

(Invitrogen). Blots were subsequently probed with HRP-conjugated secondary 

antibodies (Sigma) and developed with luminol reagent. Blots were visualized with 

the ChemiDoc Imaging System (BioRad). The polyclonal anti-AfHsp90 antibody was 

gently donated by Dr. Iran Malavazi (UFSCar, São Carlos, SP, Brazil). 

For nuclear protein analyses, the nuclei were isolated according to the 

procedure previously described [120]. Briefly, the nuclei were isolated, lysed in a high 

salt buffer, the proteins were quantified, and the protein expression was analyzed by 

Western blot as described above.  

 

Immunoprecipitation assays and mass spectrometry analysis 

To identify RVB-1 binding partners, mycelia from the wild-type (FGSC #2489) 

and rvb-1::rvb-1-v5 strains were used in co-immunoprecipitation (CoIP) assays, 

according to [127] procedure with modifications. Mycelia grown at 30 ºC for 24 h, 

submitted or not to heat (45 ºC, 1 h) or osmotic (1.5 M, NaCl) stress were ground in a 

pre-chilled mortar in liquid nitrogen and suspended in 50 mM HEPES-KOH, pH 7.5 

buffer containing 137 mM NaCl, 10% glycerol, 0.4% IGEPAL, 5 mM EDTA, 0.5 mM 

PMSF, 1 mM benzamidine and 1 g/ml pepstatin A. Cell extracts were cleared by 

centrifugation, and approximately 10 mg of protein were incubated with Anti-V5 

Agarose Affinity Gel (Sigma) at 4 ºC for 12 h. Beads were washed four times in the 
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suspension buffer without IGEPAL and proteins were eluted in a minimal volume of 8 

M urea. Immunoprecipitated proteins were reduced by adding DTT to 5 mM and 

alkylated with iodoacetamide to 15 mM final concentration. The solution was diluted 

in ammonium bicarbonate (10 mM final concentration), CaCl2 was added (1 mM final 

concentration) and proteins were digested with Trypsin Gold (Promega) for 16 h at 

37 ºC. Purified peptides were separated by the Easy NLC-LTQ-Orbitrap Velos mass 

spectrometer, and the proteins identified against the N. crassa database 

(http://fungidb.org/fungidb) using the MASCOT MS/MS ion search tool 

(http://www.matrixscience.com). Common proteins that were detected in the wild-type 

and rvb-1::rvb-1-v5 experiments were discounted. 

 

Cloning, co-expression and direct interaction of SGO-1 with RVBs  

To analyze the in vitro interaction of SGO-1 with either RVB-1 or RVB-2, the 

sgo-1 cDNA was amplified by RT-PCR using the SGO1duet-F1/R1 and SGO1duet-

F2/R2 primers pairs leading to sgo-1 (NdeI/KpnI) and sgo-1 (BamHI/NotI) sequences, 

respectively (Table S2). The SGO1duet-R1 prime removes the sgo-1 stop codon 

leading to the production of a S-tag fused recombinant protein. The plasmid 

pRSFduet-1-his6-rvb-2 (MCS1) rvb-1-V5 (MCS2) construction [19], which leads to 

production of the N-terminus His6-tagged RVB-2 and the C-terminus V5-tagged 

RVB-1 recombinant proteins, was used for cloning the sgo-1 cDNAs. To produce 

SGO-1-S and His6-RVB-2 proteins, the entire sequence of sgo-1 (NdeI/KpnI) 

replaced the rvb-1-V5 (MCS2) sequence leading to pRSFduet-1-his6-rvb-2 (MCS1) 

sgo-1-s (MCS2) construction. To produce His6-SGO-1 and RVB-1-V5 proteins, the 

entire sequence of sgo-1 (BamHI/NotI) replaced the his6-rvb-2 (MCS1) leading to 

pRSFduet-1-his6-sgo-1 (MCS1) rvb-1-V5 (MCS2). The plasmids constructions were 

individually transformed into E. coli Rosetta™ (DE3) pLysS competent cells and 

cultivated in LB media. The recombinant protein expression and extraction were 

performed as previously described (Campanella et al. 2021). Briefly, bacterial pads 

were disrupted by sonication in lysis buffer (50 mM HEPES-KOH, pH 7.5 buffer 

containing 200 mM NaCl, 10% glycerol, 0.4% IGEPAL, 1 mM PMSF, and 1 µg/ml 

pepstatin A, 0.01 mg/ml of lysozyme e 5 U of DNAse and 25 mM imidazole), 

centrifuged and the soluble cell lysate was filtered in 0.2 µm filter (Sigma).   

http://fungidb.org/fungidb
http://www.matrixscience.com/
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The in vitro interaction between either RVB-1-V5 and His-6-SGO-1 or His6-

RVB-2 and SGO-1-S was performed using HisTrap Chelating HP 1 ml (GE Helthcare 

Lifesciences). The columns were washed 10 CV (column volumes) in wash buffer (50 

mM HEPES-KOH, pH 7.5 buffer containing 200 mM NaCl, 10% glycerol, 1 mM 

PMSF, 1 µg/ml pepstatin A and 50 mM of Imidazole) and the proteins were eluted in 

the same buffer using a gradient of imidazole concentration (200, 600, 800 mM and 1 

M). The samples were dialyzed against elution buffer without imidazole and the 

proteins were co-purified again using cobalt beads (Talon, Sigma) for the His-tagged 

proteins, for 2 h and washed four times with elution buffer contained 50 mM 

imidazole. To verify if RVB-1-V5 was able to co-purify His-SGO-1, the dialyzed 

sample was incubated with Anti-V5 Agarose Affinity Gel (Sigma) for 2 h and washed 

four times with elution buffer. Proteins were eluted from the beads using 1 X Laemmli 

buffer (Laemmli, 1970), boiled for 5 min and analyzed by Western blot using anti-

His6 fused to alkaline phosphatase (Sigma) and reveled using BCIP/NBT reagents. 

Blots were also probed with either anti-V5 (Invitrogen) or anti-S (Sigma) primary 

antibodies and subsequently with HRP-conjugated antibodies and revealed with the 

ECL substrate (BioRad). Blots were visualized by either colorimetric or 

chemiluminescence using the ChemiDoc Imaging System (BioRad).  

 

Stress granules isolation from N. crassa  

To analyze if RVB-1 and RVB-2 are components of stress granules in N. 

crassa we performed a differential centrifugation of the cellular extracts from the rvb-

1::rvb1-gfp and rvb-2::rvb-2-gfp strains submitted or not to heat stress (45 ºC, 1 h) or 

osmotic stress (1.5 M NaCl, 1 h). The stress granules isolation was performed 

following the isolation procedure described for yeast and mammalian cells [128]. 

Briefly, the mycelia were ground to a fine powder in liquid nitrogen and suspended in 

50 mM HEPES-KOH, pH 7.5 buffer containing 137 mM NaCl, 10% glycerol, 0.4% 

IGEPAL, 5 mM EDTA, 0.5 mM PMSF, 1 mM benzamidine and 1 g/ml pepstatin A 

and centrifuged at 2,000 X g for 2 min at 4 ºC. The supernatant was transferred to a 

new Eppendorf tube and centrifuged at 18,000 X g for 10 min at 4 ºC. The pellet was 

washed with the same buffer containing RNAse (1 µg/ml) and DNAse (1 µg/ml) for 10 

min at 14 000 X g. The pellet was suspended in a minimal volume of the last buffer, 

centrifuged at 850 X g for 2 min and the supernatant collected and transferred to a 
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new Eppendorf tube. Aliquots of extracts enriched of stress granules core were 

visualized under fluorescent microscopy to identify the presence of either GFP-

tagged RVB-1 or RVB-2. To confirm the presence of the RVB-1-GFP or RVB-2-GFP 

in the enriched stress granules extract, Western blot was performed using anti-GFP 

antibody (Sigma), and to confirm the nature of the stress granules the hybridization 

was performed with anti-GAPDH antibody (Sigma) (Jain et al., 2016). Blots were 

subsequently probed with HRP-conjugated antibodies, revealed with the ECL 

substrate (BioRad) and visualized with the ChemiDoc Imaging System (BioRad).  

 

Co-imunoprecipitation assay 

Protein extracts from heat and osmotic stresses of the rvb-1::rvb-1-v5 strain 

were used to assay the in vivo interaction between RVB-1, HSP90 and GNN 

proteins. For that, the extracts were incubated with either Anti-V5 Agarose Affinity 

Gel (Sigma), polyclonal anti-GNN or polyclonal anti-AfHsp90 antibodies raised in 

rabbit coupled to magnetic beads (Invitrogen) at 4 ºC for 16 h under gentle rotation. 

The beads were collected by centrifugation 1000 X g and washed with 50 mM 

HEPES-KOH, pH 7.5 buffer containing 137 mM NaCl, 10% glycerol, 5 mM EDTA, 0.5 

mM PMSF, 1 mM benzamidine and 1 µg/ml pepstatin A. The beads were suspended 

in Laemmli buffer and heated for 5 min at 98 ºC, and the proteins were assayed by 

Western blot using the primary anti-V5, anti-GNN or anti-AfHsp90 antibodies and 

secondary anti-mouse IgG or anti-rabbit IgG, respectively, coupled to peroxidase and 

reveled using ECL reagent. Images were captured using ChemiDoc (BioRad).  

 

Glycogen quantification  

Growth conditions and glycogen quantification was performed in the wild-type 

#9568, ∆rvb-1 and ∆rvb-2 strains in the presence of hygromycin (200 µg/ml) under 

dark condition in HGV media as previously described [17]. Briefly, glycogen was 

precipitated with cold ethanol and digested with α-amylase (Sigma) and 

amyloglucosidase (Sigma). Free glucose was quantified with a glucose oxidase kit 

(Labtest) and the glycogen concentration was normalized to the total protein 

concentration [129].  
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Table S1. Strains used in this work. 

 

Strain Genotype Reference 

WT2489 WT FGSC #2489 

WT9718 mus52::bar+ FGSC #9718 

WT9568 mus52::hyg+ FGSC #9568 

∆rvb-1 rvb-1::hyg+, NCU03482 (heterokayon) FGSC #13658 

∆rvb-2 rvb-2::hyg+, NCU06854 (heterokayon) FGSC #13216 

∆arp-4 arp-4::hyg+, NCU02555 (heterokayon) FGSC#16358 

∆arp-5 arp-5::hyg+, NCU06394 (heterokayon) FGSC#14901 

∆crc-1 crc-1::hyg+, NCU04002 (heterokayon) FGSC#12086 

∆arp-6 arp-6::hyg+, NCU05587 (homokayon) FGSC#12182 

∆arp-8 arp-8::hyg+, NCU06232 (homokayon) FGSC#11910 

∆sgo-1 sgo-1::hyg+, NCU01842 (homokayon) FGSC#13858 

RVB-1-V5 rvb-1::rvb-1-V5::hyg+ Campanella et al. 2021 

RVB-2-V5 rvb-2::rvb-2-V5::hyg+ Campanella et al. 2021 

RVB-1-GFP rvb-1::rvb-1-gfp::hyg+ Campanella et al. 2021 

RVB-2-GFP rvb-2::rvb-2-gfp::hyg+ Campanella et al. 2021 

SGO-1-V5 sgo-1::sgo-1-V5::hyg+ this work 

SGO-1-GFP sgo-1::sgo-1-gfp::hyg+ this work 

ARP-6-GFP arp-6::arp-6-gfp::hyg+ this work 

ARP-8-GFP arp-8::arp-8-gfp::hyg+ this work 
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Table S2. Oligonucleotides used in this work. The start and stop codons are 
represented in red. The 10xGly and Lox sequences are represented in bold. The 
restriction sites are underlined.  

Name  Sequence (5'→3') 

N. crassa strains constructions 

SGO-1-F ATGGCCCGCCTCAACG 

SGO-1-R TCAAAGCATCATGCTTCTCC 

ARP-6-F ATGACCGGACGAGGAGGG 

ARP-6-R TCAGGGGTCGAGTCCGAGC 

ARP-8-F ATGGTCGGGAAAGTCAGCG 

ARP-8-R TCAGTACTGCCACAGCGC 

SGO-1-GLY-F GGCTCTGGAACCTACTCC 

SGO-1-GLY-R CCTCCGCCTCCGCCTCCGCCGCCTCCGCCAAGCATCATGCTTCTCCTCC 

SGO-1-LOX-F TGCTATACGAAGTTATGGATCCGAGCTCGATGGACCTTGGCAGAGCTGG 

SGO-1-LOX-R CGGTAGGTATAGACTATGTC 

ARP-6-GLY-F GGAGACCTGGAAAAGACTTGG 

ARP-6-GLY-R CCTCCGCCTCCGCCTCCGCCGCCTCCGCCGGGGTCGAGTCCGAGCCC 

ARP-6-LOX-F TGCTATACGAAGTTATGGATCCGAGCTCGGCATTTGCTTGGAGTCTATTATTGC 

ARP-6-LOX-R GGCGAGATTGAGCAGCTG 

ARP-8-GLY-F CTACCAGGAAATCAATCTACGC 

ARP-8-GLY-R CCTCCGCCTCCGCCTCCGCCGCCTCCGCCGTACTGCCACAGCGCCTTGTGG 

ARP-8-LOX-F TGCTATACGAAGTTATGGATCCGAGCTCGTTGGTCTCTCTGTCATCATGTG 

ARP-8-LOX-R GCTATAGCAGCACGTAAGCAGC 

10Gly-F GGCGGAGGCGGCGGAGGCGGAGGCGGAGG 

LoxP-R TGCTATACGAAGTTATGGATCCGAGCTCG 

Hph-F AAAAAGCCTGAACTCACCGCGACG 

Hph-R GGTCATTGACTGGAGCGAGGCGA 

Shugoshin cDNA cloning 

SGO1duet-F1 (BamHI) CGCGGATCCGGCCCGCCTCAACGAACAA 

SGO1duet-R1 (NotI) TTTATAGCGGCCGCTTAAAGCATCATGCTTCTCCTCC 

SGO1duet-F2 (NdeI) GGGAATTCCATATGGCCCGCCTCAACGAACAA 

SGO1duet-R2 (KpnI) CGGGGTACCAAGCATCATGCTTCTCCTCC 
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RESULTADOS 

 

1. As proteínas RVB-1 e RVB-2 de Neurospora crassa desempenham uma 

função na resposta ao estresse 

 

A proteína RVB-1 de N. crassa foi previamente identificada em nosso 

laboratório em uma abordagem bioquímica para isolar proteínas capazes de se ligar 

ao elemento STRE do promotor gsn, um motivo de DNA presente em promotores de 

genes responsivos ao estresse [120]. Posteriormente, sua proteína paráloga foi 

identificada e tanto as proteínas individuais RVB-1 e RVB-2, quanto o complexo 

RVB-1/RVB-2 foram caracterizados bioquímica e biofisicamente [19]. 

Para estudos do envolvimento destas proteínas na resposta ao estresse, 

linhagens mutantes heterocárias para os genes rvb-1 e rvb-2 foram utilizadas nas 

análises, uma vez que ambas são proteínas são essenciais. As análises foram 

realizadas na presença de higromicina para selecionar células com núcleos 

mutantes, utilizando uma linhagem selvagem para os genes rvb-1 e rvb-2, mas 

resistente à higromicina (mus52::hph) como controle. Esta linhagem controle é 

amplamente utilizada como linhagem selvagem em laboratórios, pois o gene mus52 

codifica para uma proteína envolvida em recombinação não homóloga, sendo esta 

linhagem mutante importante para realização de ensaios envolvendo recombinação 

homóloga (construção de mutantes). Ela não apresenta fenótipo alterado sendo os 

mesmos semelhantes à linhagem selvagem FGSC#2489 [9]. 

Para definir a melhor concentração de higromicina, primeiro realizamos um 

ensaio de crescimento em placa com as linhagens sob diferentes concentrações de 

higromicina, variando de 0 a 300 µg/ml (Figura 1A). O crescimento das linhagens 

mutantes heterocárias foi afetado pela presença de higromicina mesmo em baixas 

concentrações (50 µg/ml), apresentando redução considerável de crescimento 

quando comparadas ao controle (Figura 1A). A linhagem mus52::hph parece não ser 

afetada pela presença de higromicina (Figura 1A, mus52::hph), sugerindo que os 

fenótipos nas linhagens mutantes foram devidos à seleção de núcleos mutados e 

consequente redução das proteínas da célula (Figura 1A, ∆rvb-1het e ∆rvb-2het). 
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Figura 1. Crescimento das linhagens mutantes heterocárias ∆rvb-1het e ∆rvb-2het na presença de 
higromicina. Cerca de 5x104 conídios de cada linhagem foram inoculados no centro da placa de Petri 
contendo meio VM 1X, 2% sacarose e concentrações crescentes de higromicina. Como controle, foi 
utilizado uma linhagem selvagem do fungo resistente a higromicina (mus52::hph). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para investigar se as proteínas estão envolvidas na resposta ao estresse, 

ensaios de crescimento radial em placa das linhagens ∆rvb-1het e ∆rvb-2het foram 

realizados na presença de diferentes agentes indutores de estresse, como NaCl, 

sorbitol, alta temperatura (45 ºC), H2O2 e pH. Conídios de cada linhagem, bem como 

da linhagem controle, foram inoculados em placa em meio VM contendo 2% 

sacarose e a presença dos agentes estressores, cultivados a 30 ºC e os resultados 

analisados após 24 e 48 h de crescimento (Figura 2). O crescimento das linhagens 

mutantes a 30 ºC foi afetado na presença de higromicina após 24 h (Figura 2, 

controle), assim como esperado, mas também foi severamente afetado na presença 

dos estresses de NaCl 1.5 M, sorbitol 1,5 M, H2O2 1 mM, pH 7.8 e térmico (Figura 2). 

Alguns agentes estressores, como a presença de alta concentração de NaCl (1,5 M) 

e estresse térmico inibiram o crescimento das linhagens mesmo após 48 h de 

crescimento (Figura 2, NaCl 1,5 M, HS REC), sugerindo alta sensibilidade das 

linhagens mutantes frente a estes agentes de estresse. A presença de sorbitol, outro 

agente causador de estresse osmótico, afetou o crescimento das linhagens, assim 

como a presença de H2O2 como indutor de estresse oxidativo. Entretanto, ambos 

não inibiram o crescimento uma vez que as linhagens continuaram a crescer após 

48 h, mas com considerável redução de densidade radial ou micelial, 

respectivamente (Figura 2, sorbitol 1,5 M, H2O2 1 mM). A presença de pH ácido e 
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baixa concentração de NaCl parece não afetar o crescimento das linhagens, quando 

comparado ao controle (Figura 2, NaCl 0,25 M e pH 4.8).  

 

Figura 2. Análise do crescimento das linhagens mutantes Δrvb-1het e Δrvb-2het. Crescimento em 
placa após 24 e 48 h das linhagens mutantes e WT (controle) crescidas na presença de higromicina e 
agentes ou situação estressante. Para os experimentos de estresse térmico, as linhagens foram 
crescidas por 12 h a 30 ºC, transferidas para 45 ºC por mais 12 h e então deixadas recuperar por 48 h 
a 30 ºC. Para estresse oxidativo foi utilizado 1 mM de peróxido de hidrogênio (H2O2) Os controles de 
crescimento a 30 °C por 12, 16, 24 e 48 h já foram previamente publicados [19]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Para confirmar a sensibilidade ao estresse, experimentos de diluição seriada 

com conídios de cada linhagem (5x104 a 5 conídios) foram realizados em placas de 

Petri contendo meio VM suplementado com FGS 1x. A presença de sorbose como 

fonte de açúcar inibe a formação de hifas aéreas e estimula o crescimento colonial 

em N. crassa [124]. Uma concentração fixa de cada agente estressante foi utilizada. 

As placas foram mantidas a 30 °C por 48 h, exceto para os experimentos de 
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estresse térmico. Os resultados observados nos testes em placas reproduziram os 

ensaios de crescimento radial, indicando uma resposta pronunciada em estresse 

térmico (Figura 3, linha 2), osmótico (Figura 3, linhas 5 e 6), pH alcalino (Figura 3, 

linha 4) e oxidativo (Figura 3, linha 3). Outro dado interessante foi que as linhagens 

foram sensíveis à presença de Congo Red (CR), o qual interfere na construção e 

manutenção da parede celular, agindo como um indutor de estresse de parede.  

 

Figura 3. Ensaio de sensibilidade das linhagens em diferentes condições de estresse. Amostras 

de conídios da diluição em série das linhagens selvagem e mutantes foram inoculadas em meio FGS 

(0,05% de frutose, 0,05% de glicose e 2% de sorbose) e higromicina (200 μg/ml) com e sem os 

agentes estressantes NaCl, H2O2 e CR. As amostras também foram expostas ao estresse térmico (45 

ºC) e a pH 4,2 e 7,8. O crescimento foi avaliado após 24 e 48 h. 1. Controle de crescimento a 30 ºC, 

pH 5,8 na ausência e na presença de higromicina após 48 h. 2. Crescimento sob estresse térmico. Os 

conídios foram cultivados a 30 ºC por 12 h e as placas foram transferidas a 45 ºC por 12 h. 

Recuperação do estresse térmico (REC). Os conídios foram cultivados por 12 h a 30 °C, as placas 

foram transferidas para 45 ° C por mais 12 h e permitidas recuperar por 48 h a 30 °C. 3. Crescimento 

na presença de H2O2 1 mM por 48 h. 4. Crescimento em pH 4,2 (estresse ácido) e 7,8 (estresse 

alcalino) por 24 h. 5. Crescimento na presença de NaCl 0,25 M e 1,5 M durante 48 h. 6. Crescimento 

na presença de 50, 100 e 200 μg/ml CR por 48 h. 
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2. A expressão das proteínas RVB-1 e RVB-2 e a localização celular são 

influenciadas pelo estresse  

 

 2.1 Análise in silico da região promotora dos genes rvb-1 e rvb-2 

 

Como as linhagens apresentaram sensibilidade frente à presença de agentes 

causadores de estresse, a expressão dessas proteínas na presença de alguns 

destes agentes foi investigada. Para isso, utilizamos linhagens de N. crassa 

expressando endogenamente proteínas fusionadas ao tag V5 (linhagens rvb-1-v5 e 

rvb-2-v5, [19]). Primeiramente, realizamos uma análise in silico em ambos os 

promotores (aproximadamente 2 kb upstrem ao ATG) para identificar a presença de 

motifs para fatores de transcrição envolvidos na resposta a estresse, como o motif 

STRE (5'-AGGGG-3' [39]), HSE (5’-AGAAA-3’ [35] ) e PAC-3 (5’-GGCCAAGA-3’). 

Identificamos três STREs em ambos os promotores (Figura 4) nas posições de 

aproximadamente -450, -700 e -900 bp para o promotor rvb-1 e nas posições de -

600, -700 e -1.100 bp para o promotor rvb-2 (Figura 4, STRE, 5’-AGGGG-3’;). 

Também identificamos a presença de motifs HSE nas regiões -21, -181, -500, -600 e 

-603 no promotor rvb-1 e -68, -1090 e -1249 no promotor rvb-2 (Figura 4, HSE, 5’-

AGAAA-3’;). Curiosamente, também identificamos a presença de motifs para o fator 

de transcrição PAC-3 nas regiões -863 e -1063 nos promotores rvb-1 e rvb-2, 

respectivamente (Figura 4, PAC-3 motif, 5’-GG/CCCAAGA/T-3’). Motifs 

correspondentes a elementos de resposta à luz (LRE, Light Responsive Element, 5'-

RGATCR-3'; [130,131] também estão presentes. Eles são reconhecidos pelos 

fatores de transcrição white color-1 e white color-2 (complexo heterodimérico WCC-

1/2), os quais regulam a expressão transcricional de genes responsivos à luz. Foram 

identificados três LREs em ambos os promotores, dois nas posições de 

aproximadamente -1,5 kb e -1,9 kb para o promotor rvb-1 e três nas posições de 

aproximadamente -1,8 kb para o promotor rvb-2 (Figura 4, LRE, 5’-RGATCR-3’).   
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Figura 4. Representação esquemática dos promotores rvb-1 e rvb-2 e os possíveis sítios de 
ligação a diferentes fatores de transcrição. Representação esquemática dos promotores rvb-1 e 
rvb-2 e a localização dos motivos STRE (Stress Responsive Element, 5'-AGGGG-3 '), HSE (Heat 
shock element, 5’-AGAAA), PAC-3 (5’-GG/CCCAAGA/T-3’) e LRE (Light Responsive Element, 5'-
RGATCR-3'). As sequências e posições dos motivos em relação ao ATG estão representadas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 2.2 Expressão das proteínas RVB-1 e RVB-2 em diferentes condições de 

estresse 

 

Resultados previamente realizados mostraram que a expressão da proteína 

RVB-1-V5 aumentou significativamente após o fungo ser exposto a estresse térmico 

(45 °C) (CAMPANELLA, J. E. M; Dissertação. Disponível em: 

http://hdl.handle.net/11449/153234). Para estudar o envolvimento das proteínas 

RVB-1 e RVB-2 em outros tipos de estresse, além do térmico, análises de expressão 

proteica foram realizados utilizando linhagens construídas que produzem as 

proteínas RVB-1-V5 e RVB-2-V5. Para isso, suspensões de conídios das linhagens 

foram individualmente inoculadas em meio VM líquido e crescidas a 30 ºC por 24 h. 

Após esse período, os micélios foram submetidos a diferentes estresses: 1,5 M NaCl 

(para o estresse osmótico), pH 7,8 (estresse alcalino), pH 4,2 (estresse ácido), 20 

mM de peróxido de hidrogênio (estresse oxidativo) e na ausência de fonte de 

carbono e mantidos por 1 h na situação estressante. Experimentos de choque 

térmico também foram realizados, transferindo a massa micelial crescida a 30 ºC 

para meios previamente aquecidos a 45 ºC e mantidos por 30 e 60 min.  

Os resultados mostraram que a expressão de ambas as proteínas foi 

regulada positivamente sob estresse térmico e osmótico, sendo o NaCl um forte 

agente indutor destas proteínas (Figuras 5A e 5B, canaletas 3 e 4, respectivamente). 

A expressão de RVB-1 não foi afetada pelo estresse oxidativo, no entanto, os níveis 

de RVB-2 aumentaram significativamente sob a mesma condição de estresse 
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(Figuras 5A e 5B, canaleta 5). A expressão de ambas as proteínas não foi 

influenciada pelo estresse de pH ácido e alcalino e nem pela falta de carbono 

(Figuras 5A e 5B, canaletas 6, 7 e 8, respectivamente). 

 

Figura 5. A expressão das proteínas RVB-1 e RVB-2 é regulada sob estresse. A e B. Expressão 
das proteínas RVB-1-V5 (A) e RVB-2 (B) sob diferentes condições de estresse. As amostras miceliais 
foram incubadas sob condições normais de crescimento a 30 ºC por 24 h e, em seguida, submetidas 
a estresse térmico (45 °C), osmótico (NaCl 1,5 M), ácido (4,2) e alcalino (7,8), oxidativo (H2O2) e falta 
de carbono. As amostras foram removidas em tempos diferentes. Análises de Western blot usando 20 
µg de proteína total fracionada em 12% de SDS-PAGE e anticorpo monoclonal anti-V5 (Invitrogen). 
CBB. Gel corado com Coomassie Brilliant Blue usado como controle de carregamento. Os asteriscos 
indicam diferenças significativas em comparação com os micélios crescidos a 30 °C (teste de 
correlação de Tukey, * P <0,05, ** P <0,01 e *** P <0,001, n=3). Os números ao lado esquerdo 
representam a MM em kDa. 
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 Devido à presença de motifs LRE nos promotores de ambos os genes que 

codificam as proteínas RVBs (Figura 4), ensaios de estresse causado por luz 

também foram realizados, nos quais o micélio foi previamente cultivado no escuro e 

transferidos para a luz por diferentes tempos. A modulação da expressão de ambas 

as proteínas mostrou ser regulada de maneira oposta pela luz (Figura 6). Enquanto 

a expressão da proteína RVB-1 foi ativada pela luz na primeira 0,5 h, a expressão da 

proteína RVB-2 foi reprimida pela luz no mesmo tempo (Figuras 6A e 6B). A 

identificação de elementos de resposta à luz (LRE) nos promotores rvb-1 e rvb-2, e 
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este resultado de expressão proteica, reforça que os genes, bem como as proteínas 

RVB-1 e RVB-2, podem ser regulados pela luz.  

 

Figura 6. A expressão das proteínas RVB-1 e RVB-2 é regulada por luz. Expressão das proteínas 
RVB-1-V5 (A) e RVB-2 (B) após exposição à luz. As amostras miceliais foram incubadas no escuro a 
30 ºC por 24 h e depois transferidas para luz constante (LL). Análises de Western blot usando 20 µg 
de proteína total fracionada em 12% de SDS-PAGE e anticorpo monoclonal anti-V5 (Invitrogen ). 
CBB. Gel corado com Coomassie Brilliant Blue usado como controle de carregamento. Os asteriscos 
indicam diferenças significativas em comparação com os micélios crescidos a 30 °C (teste de 
correlação de Tukey, * P <0,05, ** P <0,01 e *** P <0,001, n=3). Os números no lado esquerdo 
representam a MM em kDa. 
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2.3 Localização subcelular das proteínas RVB-1/RVB-2-GFP por microscopia 

confocal e análise dos extratos nucleares submetidos a estresse térmico e 

osmótico 

 

As análises de localização celular foram realizadas sob estresse térmico e 

osmótico, condições indutoras destas proteínas (Figura 5) em micélios das linhagens 

expressando endogenamente ambas as proteínas fusionadas a GFP (rvb-1-sfgfp e 

rvb-2-sfgfp). Os conídios foram germinados a 30 ºC e os micélios foram então 

transferidos para VM pré-aquecido a 45 ºC para o choque térmico ou VM contendo 

1,5 M de NaCl para estresse osmótico. As células foram fixadas com formaldeído, os 

núcleos corados com DAPI e as lâminas analisadas por microscopia confocal em 
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colaboração com a Dr. Paula A. Barbugli do Departamento de Materiais Dentários e 

Prótese, na Faculdade de Odontologia,UNESP, Araraquara. 

Os resultados mostraram que ambas as proteínas mostraram ser 

predominantemente localizadas no núcleo (Figuras 7A e 8A) com um coeficiente de 

correlação de Pearson (PCC) de 0,78 e 0,83 para RVB-1-GFP e RVB-2-GFP, 

respectivamente (Figuras 7B e 8B). Após a indução do estresse, observamos um 

leve decréscimo na localização nuclear com um PCC variando de 0,59 a 0,67 para 

ambas as proteínas (Figuras 7B e 8B). Os níveis de expressão foram quantificados 

medindo primeiramente a intensidade de fluorescência da GFP de ambas as 

proteínas nos núcleos (em aproximadamente 20) de cada cepa após exposição ao 

calor e estresse osmótico. Núcleos pertencentes à interfase do ciclo celular foram 

utilizados nos ensaios de quantificação. Observamos níveis de fluorescência de 

RVB-1-GFP e RVB-2-GFP significativamente maiores após a exposição ao estresse 

(Figuras 7C e 8C) e também a presença de condensados proteicos na região 

perinuclear (indicada pelas setas) sob estresse induzido por sal e temperatura 

(Figuras 7B e 8B).  Além disso, também validamos a presença de quantidades 

maiores das proteínas no núcleo, realizando a quantificação de seus níveis de 

expressão em extratos enriquecidos com a fração nuclear das células, preparados a 

partir de micélios das linhagens rvb-1-v5 e rvb-2-v5 expostos ao estresse, nos quais 

as células foram lisadas em condições que não promovem a ruptura nuclear e os 

núcleos foram separados por centrifugação diferencial, lisados e analisados por 

Western blot. Níveis de expressão mais elevados foram observados nos extratos 

enriquecidos com a fração nuclear para ambas as proteínas após a indução de 

estresse (Figuras 9A e 9B, paineis esquerdos e direitos). Estes resultados 

corroboram os dados de expressão proteica aumentada mostrados na Figura 5. 
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Figura 7. A. Localização subcelular da proteína RVB-1-sfGFP sob estresse térmico e osmótico. 
Conídios da linhagem expressando a proteína foram cultivados em meio VM líquido contendo 
sacarose a 2% a 30 ºC por 10 h. Após esse período, os micélios foram transferidos para o meio VM 
pré-aquecido a 45 ºC (estresse térmico) ou para o meio VM contendo NaCl 1,5 M (estresse osmótico) 
e incubados por 1 h. O micélio cultivado em meio VM líquido a 30 ºC por 8 h foi utilizado como 
controle. Os micélios foram fixados em PBS com formaldeído, os núcleos foram corados com DAPI 
(0,5 mg/ml) e a fluorescência foi avaliada usando a microscopia de varredura a laser confocal CARLS 
ZEISS LSM 800 com detector Airyscan e GaAsp (Alemanha) com um Apocromat plano 63x / 1.40 
Objetiva do óleo DIC M27. As imagens são representativas de pelo menos três experimentos 
independentes. B. Visualização aproximada da área representada em A e o coeficiente de Pearson 
calculado para mostrar a co-localização entre sfGFP e DAPI (roxa). C. Análises densitométricas das 
áreas de co-localização mostradas em B. As intensidades de fluorescência foram quantificadas com o 
software Image J em aproximadamente 20 núcleos de cada amostra. Teste de correlação de Tukey, 
*** P <0,001, n=20). 
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Figura 8. A. Localização subcelular da proteína RVB-2-sfGFP sob estresse térmico e osmótico. 
Conídios da linhagem expressando a proteína foram cultivados em meio VM líquido contendo 
sacarose a 2% a 30 ºC por 10 h. Após esse período, os micélios foram transferidos para o meio VM 
pré-aquecido a 45ºC (estresse térmico) ou para o meio VM contendo NaCl 1,5 M (estresse osmótico) 
e incubados por 1 h. O micélio cultivado em meio VM líquido a 30 ºC por 8 h foi utilizado como 
controle. Os micélios foram fixados em PBS com formaldeído, os núcleos foram corados com DAPI 
(0,5 mg/ml) e a fluorescência foi avaliada usando a microscopia de varredura a laser confocal CARLS 
ZEISS LSM 800 com detector Airyscan e GaAsp (Alemanha) com um Apocromat plano 63x/1.40 
Objetiva do óleo DIC M27. As imagens são representativas de pelo menos três experimentos 
independentes. B. Visualização aproximada da área representada em A e o coeficiente de Pearson 
calculado para mostrar a co-localização entre sfGFP e DAPI (roxa). C. Análises densitométricas das 
áreas de co-localização mostradas em B. As intensidades de fluorescência foram quantificadas com o 
software Image J em aproximadamente 20 núcleos de cada amostra. Teste de correlação de Tukey, 
*** P <0,001, n=20). 
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Figura 9. Expressão das proteínas RVB-1 e RVB-2-V5 no núcleo sob estresse térmico e 
osmótico. A. RVB-1-V5. B. RVB-2-V5. Análises de Western blot usando proteínas nucleares de 
micélios submetidos a estresse térmico e osmótico em diferentes tempos. O gel corado com CBB foi 
utilizado como controle de carregamento e os números no lado esquerdo representam o MW em kDa. 
A quantificação da expressão (gráfico à direita) foi realizada usando ImageJ. Asteriscos indicam 
diferenças significativas em comparação com os micélios cultivados a 30 °C (teste de correlação de 
Tukey, * P <0,05, ** P <0,01 e *** P <0,001, n=3). 

 

A 

 

 

B 

 

 

 

 

3. Experimentos de imunoprecipitação revelaram prováveis alvos de interação 

com a proteína RVB-1 durante estresse térmico e osmótico  

 

 Buscando entender mais profundamente as funções das proteínas RVB-1 e 

RVB-2, principalmente associadas à resposta a estresse, ensaios de 

imunoprecipitação da proteína RVB-1-V5 foram realizados com extratos proteicos de 

micélios cultivados na condição vegetativa de crescimento e após estresse térmico 

(45°C, 1 h) e osmótico (1,5 M NaCl, 1h). Após incubação, a resina foi lavada, as 

proteínas tripsinizadas e analisadas por espectrometria de massas. Como controle, 

todos os experimentos também foram realizados paralelamente com uma linhagem 

selvagem do fungo (que não expressa nenhuma proteína de fusão) e as proteínas 

comuns entre os experimentos foram descontados. Apenas proteínas que 

apareceram em ambas as réplicas foram consideradas. Uma análise comparativa 

entre as proteínas identificadas durante o crescimento normal do fungo e após 

estresse térmico e osmótico foi realizado, mostrando alvos comuns e específicos 

para cada situação (Figura 10A). 

Um total de 16 proteínas foram identificadas como possíveis proteínas 

parceiras de RVB-1 tanto em condições vegetativas como após estresse e um total 

50 
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de oito proteínas apareceram comuns após estresse térmico e osmótico (Figura 

10A).  

 

Figura 10. Resultado da interpretação dos experimentos de espectrometria de massas. (A) 
Diagrama de Venn mostrando o total de proteínas identificadas em cada uma das situações 
estudadas: crescimento normal (30 ºC), após estresse térmico (45 ºC/1h) e osmótico (1 M NaCl/1h). 
(B) Prováveis alvos identificados em todas as condições analisadas (30 °C/HS e NaCl) e identificados 
apenas nos estresses (HS/NaCl).  
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 Entre as proteínas identificadas (Figura 10B), destaca-se que a proteína RVB-

1, seguido da proteína RVB-2, ambas tiveram o maior número de peptídeos 

identificados em todas as condições e em todos os experimentos (Tabela S3), o que 

valida o procedimento de imunoprecipitação utilizado. Foram também identificados 

componentes majoritários dos complexos de remodelagem de cromatina INO80 e 

SWR-1 bem como a presença de várias proteínas relacionadas a actina (Actin-

related proteins, ARPs). A proteína INO80 (anotada como ATPase envolvida em 

remodelagem de cromatina, NCU08919) é homóloga à proteína Ino80p de S. 

cerevisiae (54% de identidade, e-value 0.0) conhecida por interagir com o complexo 

Rvb/RuvBLs formando uma unidade multimolecular envolvida na remodelagem de 

cromatina (Eustermann et al., 2018). Outras proteínas assessórias do complexo 

INO80 foram identificadas nos experimentos como prováveis homólogos em N. 

crassa, as proteínas IES-2 (NCU01534), IES-4 (NCU01410), ARP-4 (NCU02555), 

ARP-5 (NCU06394), e ARP-8 (NCU06238), todas anotadas como constituintes do 

complexo INO80 por meio de análise de BLASTP (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) ou 

no banco de dados do fungo. Vale ressaltar que muitas dessas ORFs não foram 

caracterizadas em fungos filamentosos e estão anotadas como proteínas 

hipotéticas. 

Também foram imunoprecipitadas proteínas do complexo SWR-1: a 

subunidade 4 do complexo SWR-1 (NCU04002), a helicase SWR-1 (NCU09993) e 

ARP-6 (NCU05587) e outras (Tabela S3) também conhecidas como participantes do 

complexo de remodelagem da cromatina SWR-C/SRCAP e descritas interagir com 

as proteínas Rvb/RuvBLs (NANO e HOURY, 2013; Dauden, López Perrote e Llorca, 

2020). Outro alvo interessante é a presença de um fator de transcrição anotado 

como C2H2 zinc-finger domain-containing protein (ORF NCU03206) que mostrou alta 

homologia com o fator de transcrição Zap1p de S. cerevisiae.  

Das proteínas identificadas como comuns nos estresses, destacam-se a 

presença da gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GA3PDH, NCU01528), fatores 

de elongamento da tradução, como EF-1a (NCU02003) e aEF-2 (NCU07700), 

proteínas ribossomais e subunidades do proteassomo (Figura 10B, comuns HS e 

NaCl, Tabela S3). Curiosamente, identificamos proteínas envolvidas no metabolismo 

de glicogênio, como a proteína ramificadora de glicogênio (GBE, NCU05429) a 30°C 

(Tabela S3, Control) e a proteína glicogenina (GNN, NCU06698) durante estresse 
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(Figura 10B, Tabela S3), o que também pode sugerir um papel funcional destas 

proteínas no metabolismo do carboidrato de reserva. 

 

3.1 Proteínas identificadas após estresse térmico  

 

Especificamente após estresse térmico, foram identificados componentes do 

proteassomo, tais como RPT-1 (NCU02840), RPN-2 (NCU09450) e outras (Tabela 

S3), proteínas envolvidas no transporte de vesículas de maneira ATP-dependente 

(NCU04581), t-RNA sintetases (NCU06722), aminopeptidases (NCU00112) e 

proteínas envolvidas em poliubitiquinação (NCU08405), indicando que as proteínas 

RVBs podem estar associadas com constituintes de grânulos de estresse (proteínas 

40S ribossomais e fatores de elongamento da tradução), mas também com o 

complexo do proteassomo e possivelmente no agressomo em N. crassa. Também 

chama a atenção a presença de um componente anotado como regulador da síntese 

de quitina (NCU02351) e actina (NCU04173) podendo indicar função das RVBs na 

remodelagem da parede celular, corroborando com os resultados de sensibilidade 

das mutantes RVBs a Congo Red (Figura 3). Curiosamente, foi identificado 

especificamente no estresse térmico e apenas por uma busca mais ampla 

(considerando proteínas que apareceram em baixo score) um peptídeo da proteína 

Shugoshin (ORF NCU01842). Esta proteína não foi encontrada utilizando o banco 

de dados de Neurospora pelo Mascot, mas foi identificada contra o banco de dados 

de Sordariaceae e nos chamou a atenção pois sua paráloga (SGO2) foi 

recentemente descrita como essencial para a resposta ao choque térmico em 

células de camundongos [114]. No que se refere a presença de chaperonas, foram 

identificadas diferentes HSPs em todos os experimentos, principalmente da família 

das HSP70, 40 e 30. No entanto, elas apareceram nos controles tanto a 30 ºC como 

a 45 ºC e apenas no estresse osmótico elas apareceram de forma exclusiva nos 

experimentos (Tabela S3). A lista completa de proteínas identificadas está 

relacionada na Tabela S3. Também foram identificadas proteínas envolvidas com o 

metabolismo de carboidratos, como glicogenina (GNN, NCU06698), mencionada 

anteriormente, glicogênio sintase (GSN, NCU06687) e glucosaminidases 

(NCU04726).  
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3.2 Proteínas identificadas após estresse osmótico  

 

Nos experimentos de estresse osmótico, foram encontrados a presença de 

proteínas envolvidas em sinalização celular importantes, como a Ca/CaM-

dependente quinase-1 (CAMK-1, NCU09123), fosfatidilinositol 3-quinase 3 

(NCU09367), proteína de controle de divisão celular 25 (CDC-25, NCU06500), uma 

ciclina dependente de quinase (PCL-1, NCU08772) e uma small GTPase RHO-1 

(NCU03407) envolvida na transdução do sinal, o que fortemente sugere o 

envolvimento das proteínas RVB-1 e RVB-2 em processos de sinalização celular, ou 

na estabilização de seus componentes. Além destas proteínas, também foram 

identificadas a presença de t-RNA sintetases, componentes do proteassomo, 

proteínas envolvidas na tradução, como fatores eucarióticos de elongamento (EFs e 

EIFs) e proteínas ribossomais, indicando uma função conservada como possíveis 

componentes de grânulos de estresse nesta condição. Além disso, a presença de 

subunidades de tubulina, reforça a importância da proteína RVB-1 na manutenção 

da estrutura celular durante estresse (Tabela S3). Também foram identificadas as 

chaperonas HSP70 (NCU02075, isoforma HSP70-2), HSP70-Like (NCU1581, 

Isoforma HSP70-4), HSP30 (NCU07232) e uma proteína com domínio DNAJ, similar 

a HSP40 (NCU07414) (Tabela S3), o que reforça a importância das RVBs na 

estabilização de proteínas nesta condição. 

 

4. Componentes de complexos de remodelagem a cromatina podem estar 

envolvidos com a resposta a estresse em N. crassa  

 

 4.1. Caracterização das linhagens mutantes homocárias Δarp-6 e Δarp-8 

 

Foram adquiridas do FGSC linhagens mutantes homocários para os genes 

NCU05587 (arp-6::hph) e NCU06238 (arp-8::hph), os quais foram identificados nos 

ensaios de interação com a proteína RVB-1 durante estresse (Figura 10B). Ambas 

ORFs estão anotadas no FungiDB (https://fungidb.org/fungidb) como codificadoras 

para proteínas da família Actin-like ATPase domain e denomidadas de Actin-related 

proteins, ARP-6 e ARP-8, respectivamente. A proteína ARP-6 de N. crassa 

compartilha 31% (e-value 4e-62) e 36% (e-value 1e-80) de identidade com as 
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proteínas de S. cerevisiae e humanos, respectivamente, e a proteína ARP-8, com 

identidade de 34% (e-value 1e-74) e 33% (e-value 1e-54) em relação às proteínas 

de levedura e humano, respectivamente. Ambas participam de complexos de 

remodelagem de cromatina distintos, SWR/SCAP e INO80, respectivamente, e já 

estão descritas interagir via estes complexos com as proteínas RVB-1 e RVB-2 

[132]. O genótipo homocário destas linhagens foi confirmado por PCR utilizando 

oligonucleotídeos para regiões que anelam dentro da sequência de cada ORF 

(Tabela S2) e mostraram serem mutantes nulos.  

Alguns ensaios de crescimento na presença de agentes indutores de 

estresse, previamente realizados para os mutantes Δrvb-1het e Δrvb-2het, foram 

realizados para investigar o envolvimento destas proteínas em estresse. Os 

resultados mostraram que as linhagens apresentam consideráveis diferenças 

fenotípicas quando comparado à linhagem selvagem, sendo as mais expressivas a 

coloração mais pálida e baixa densidade micelial (Figura 11A), um atraso no 

crescimento radial da colônia quando crescida em placa (Figura 11B) e significativa 

redução na produção de conídios (Figura 11C). Ensaios de crescimento radial com 

estas linhagens em placa na presença de agentes estressantes mostraram que 

ambas apresentam significativa diminuição do crescimento na presença de estresse 

oxidativo por 1 mM H2O2 (Figura 11D e 11E), mas apresentaram resultados 

contrários frente a presença de pH ácido ou alcalino, bem como na presença de 

NaCl. Enquanto a linhagem Δarp-6 apresentou certa sensibilidade a estresse ácido, 

a mesma apresentou uma leve tolerância ao pH alcalino (Figura 11D), bem como 

apresentou leve tolerância na presença de concentrações moderadas de NaCl 

(Figura 11D, 0,5 M NaCl). Entretanto, a linhagem Δarp-8 mostrou certa tolerância ao 

pH ácido, mas não respondeu ao pH alcalino e mostrou sensibilidade a sal em todas 

as concentrações (Figura 11E). Não foram observadas diferenças significativas no 

crescimento na presença de sorbitol, indicando uma função possivelmente não 

relacionada ao estresse osmótico, mas na resposta a hiper salinidade. Ensaio de 

choque térmico em placa, revelou que a linhagem Δarp-6 não recupera após ser 

submetida por 12 h a 45 °C, mas Δarp-8 sim, embora seja possível verificar uma 

visível perda da massa micelial (Figura 10F).  
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Figura 11. Análise fenotípica das linhagens mutantes Δarp-6 e Δarp-8. (A) Aspectos 
morfológicos, (B) de crescimento em placa e (C) quantidade de conídios produzidos pelas linhagens 
mutantes. Um total de 5 x 104 conídios foram inoculados para todas as linhagens no centro da placa. 
Uma média de três experimentos biológicos foram realizadas. 
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 Com base nestes resultados, decidimos realizar um ensaio de diluição seriada 

de sensibilidade destas linhagens (5 x 105 a 5 conídios) na presença de quantidades 

fixas de agentes estressantes e sorbose (Figura 12D). Ambas apresentaram 

considerável redução do crescimento colonial conforme a quantidade de conídios foi 

diminuindo (Figura 12D, linha 1) e apresentaram alta sensibilidade frente a presença 

dos diferentes estresses, praticamente inibindo o crescimento na diluição de 5 x 104 

conídios, principalmente após choque térmico (linha 2), presença de peróxido (linha 

3), pH ácido e alcalino (linha 4 e 5) e osmótico por NaCl e sorbitol (linhas 6 e 7). As 

linhagens pareceram não ser muito sensíveis à baixa concentração de CR (50 µg/ml, 

linha 8), mas mostraram certa sensibilidade em alta concentração (150 µg/ml, linha 

8).  
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Figura 12. Análise das linhagens mutantes Δarp-6 e Δarp-8 na presença de agentes 
estressantes. (A e B) Ensaio de crescimento em placa na presença de agentes estressantes para as 
linhagens Δarp-6 e Δarp-8, respectivamente. Cerca de 5 x 104 conídios foram inoculados no centro da 
placa e deixados crescer por 24h a 30°C na presença de agentes estressantes. Como controle, foi 
utilizada a linhagem selvagem WT FGSC#2489. As medidas de crescimento foram realizadas após 
24 h e expressas em porcentagem. *p<0.5, **p<0.05 (Teste T-student). (C) Choque térmico. Placas 
crescidas a 30°C por 24h foram transferidas para 45 °C por 12 h e fotografadas. Após isso, as placas 
submetidas a choque térmico foram deixadas recuperar a 30 °C por 48 h e fotografadas. (D) Ensaio 
de sensibilidade das linhagens mutantes em diferentes condições de estresse. Amostras de conídios 
diluídos em série (5 x 105 a 5) das linhagens selvagem e mutantes foram inoculadas em meio FGS 
com e sem os agentes estressantes NaCl, sorbitol, H2O2 e CR. As amostras também foram expostas 
ao estresse térmico (45 ºC) e em pH 4,2 e 7,8. O crescimento foi avaliado após 24 e 48 h. 1. Controle 
de crescimento a 30 ºC, pH 5.8 após 48 h. 2. Crescimento sob estresse térmico (acima). 3. 
Crescimento na presença de 1 mM H2O2 por 48 h. 4. Crescimento em pH 4,2 (estresse ácido) e 5. 
Crescimento em pH 7,8 (estresse alcalino) por 24 h. 6. Crescimento na presença de NaCl 0,25 M e 
1,5 M durante 48 h. 7. Crescimento na presença de 1.5 M de sorbitol. 8. Crescimento na presença de 
50 e 150 μg/ml CR por 48 h. 
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4.2. Caracterização das linhagens mutantes heterocárias Δarp-4, Δarp-5 e Δcrc-

1 (swc-4)  

  

Linhagens mutantes heterocários para os genes NCU02555 (arp-4), 

NCU06394 (arp-5) e NCU04002 (cfc-1, swc-4) também foram adquiridas do FGSC e 

confirmadas serem homocários por PCR. Os genes arp-4 e arp-5 estão anotados do 

FungiDB como codificadores para as proteínas da família Actin-like ATPase domain, 

Actin-related proteins, ARP-4 e ARP-5, respectivamente, e o gene NCU04002 

codifica para a subunidade 4 do complexo SWR-1, homóloga a Swc4p de S. 

cerevisiae.  

A proteína ARP-4 apresenta 30% (e-value 3e-29) e 33.76% (e-value 4e-80) 

de identidade com as proteínas de S. cerevisiae e Homo sapiens, respectivamente, 

enquanto ARP-5 apresenta 40% (e-value 8e-151) e 29% (e-value 7e-34), 

respectivamente, e SWC-4 29% (e-value 3e-29) e 35% (e-value 2e-19), 

respectivamente. O gene NCU04002 está anotado do FungiDB como crc-1, porém 

foi renomeando neste trabalho como swc-4 para evitar confusões com outras 

proteínas do complexo SWR-1. Tentativas de isolar homocários para estas três 

linhagens foram realizadas, sem sucesso, sugerindo que são proteínas essenciais.  

De uma maneira geral, as três linhagens mutantes apresentaram considerável 

perda da massa micelial quando crescidas em VM com higromicina por 10 dias em 

garrafas (Figura 13A), sendo que a linhagem Δarp-4 apresentou uma considerável 

perda de coloração quando comparado à linhagem selvagem ou às outras mutantes, 

sugerindo um papel desta proteína na produção de metabolitos secundários como o 

β-caroteno.  

Ensaios de diluição seriada para estas linhagens também foram realizados 

como descrito para as homocários, mas em meio VM contendo higromicina. O 

crescimento das linhagens foi levemente afetado pela presença de higromicina, 

considerando as placas na ausência do meio de seleção e da linhagem selvagem, 

sendo mais proeminente o crescimento da linhagem arp-4 (Figura 13C, linha 1). Sob 

estresse, no entanto, o crescimento das linhagens foi severamente afetado, 

principalmente no estresse térmico, não sendo capazes de recuperar (Figura 13C, 

linha 2), bem como sensibilidade ao estresse oxidativo (linha 3), alta concentração 

de sal (linha 6) e presença de sorbitol (linha 7). Entretanto, não apresentaram 
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considerável sensibilidade ao pH (linhas 4 e 5), moderada concentração de sal (linha 

6) e na presença de CR (linha 8).  

 

Figura 13. Caracterização das linhagens mutantes heterocárias Δarp-4 e Δarp-6 e Δcrc-1. (A) 
Aspectos morfológicos e (B) quantidade de conídios produzidos nas linhagens mutantes. Um total de 
5 x 104 conídios foram inoculados para todas as linhagens no centro da placa.Uma média de três 
experimentos biológicos foram realizadas. (C) Ensaio de sensibilidade das linhagens mutantes em 
diferentes condições de estresse. Amostras de conídios diluídos em série (5 x 105 a 5) das linhagens 
selvagem e mutantes foram inoculadas em meio FGS com e sem os agentes estressantes NaCl, 
H2O2 e CR. As amostras também foram expostas ao estresse térmico (45 ºC) e em pH 4,2 e 7,8. O 
crescimento foi avaliado após 24 e 48 h. 1. Controle de crescimento a 30 ºC, pH 5.8 após 48 h, na 
presença e ausência de higromicina. 2. Crescimento sob estresse térmico. Os conídios foram 
cultivados a 30 ºC por 12 h e então as placas foram transferidas a 45 ºC por 12 h. Recuperação do 
estresse térmico (REC). Os conídios foram cultivados por 12 h a 30 °C, as placas foram transferidas 
para 45 ° C por mais 12 h então permitidas recuperar por 48 h a 30 °C. 3. Crescimento na presença 
de 1 mM H2O2 por 48 h. 4. Crescimento em pH 4,2 (estresse ácido). 5. Crescimento em pH 7,8 
(estresse alcalino) por 24 h. 6. Crescimento na presença de NaCl 0,25 M e 1,5 M durante 48 h. 7. 
Crescimento na presença de 1,5 M de sorbitol. 8. Crescimento na presença de 50 e 150 μg/mL de CR 
por 48 h. 
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5. A proteína shugoshin é uma proteína nuclear, exerce uma função na 

resposta a estresse em N. crassa e interage diretamente com RVB-1 in vitro 

 

 5.1. A ORF NCU01842 de N. crassa codifica para uma proteína shugoshin 

 

 Como descrito anteriormente, a identificação de um peptídeo da proteína 

shugoshin de N. crassa nos ensaios de imunoprecipitação da proteína RVB-1 após 

estresse térmico, nos levou a investigar a função desta proteína na resposta ao 

estresse, levantando a hipótese de que a ortóloga de N. crassa (denominada de 

SGO-1) pode ser uma ortóloga funcional da paráloga SGO2 de camundongo. Em 

camundongos e em S. cerevisiae, estas proteínas estão descritas existir como duas 

parálogas (SGO1 e SGO2). No entanto, em eucariotos superiores, elas também são 

descritas em diferentes isoformas geradas por splicing alternativo possuindo baixa 

similaridade, mesmo dentro de uma mesma espécie. Uma análise no banco de 

dados de N. crassa expandido para outros fungos filamentosos não revelou a 

existência de outros genes codificantes da proteína SGO-1 no genoma e a proteína 

apresenta baixa identidade de sequência quando comparada com a SGO1 ou SGO2 

de camundongos (Figura 14A e 14B) ou com as de S. cerevisiae (dados não 

mostrados). A predição da estrutura da proteína SGO-1 utilizando AlphaFold 

(https://alphafold.ebi.ac.uk) revelou que a proteína de N. crassa é mais parecida em 

tamanho e estrutura com a SGO2 do que com a SGO1 de camundongo (Figura 14C) 

e revelou que a mesma é composta pelo domínio N-terminal longo -hélice com boa 

predição da estrutura (>90%, regiões azuis), no entanto a mesma apresenta quase 

em sua totalidade regiões desprovidas de estrutura (Figura 14C, regiões amarelas 

ou laranjas), característica esta semelhante aos modelos de predição para as 

proteínas de camundongo (Figura 14C), S. cerevisiae e Homo sapiens (banco de 

dados do AlphaFold).  
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Figura 14. O produto da ORF NCU01842 codifica para uma provável proteína ortóloga as 
Shugoshins. (A) Alinhamento de sequência com o produto da ORF NCU01842 e a proteína SGO-1 e 
(B) SGO2 de Mus músculus. O alinhamento foi realizado pelo ClustalW e analisado pelo programa 
Jalview. Os aminoácidos conservados estão representados por cores diferentes. (C) Modelo 
estrutural previsto para as proteínas SGO-1 de N. crassa, SGO1 e SGO2 de Mus musculus. O 
modelo foi gerado pelo banco de dados estruturais AlphaFold.  
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Fonte: https://alphafold.ebi.ac.uk (acesso em 28/07/2022).  

https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/Q872U8
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 5.2. Análise fenotípica da linhagem mutante ∆sgo-1 e sensibilidade a 

diferentes estresses 

 

 A linhagem mutante para o gene sgo-1 foi adquirida do FGSC como uma 

linhagem homocária e a mutação foi confirmada por meio de PCR utilizado os pares 

de primers SGO-1-F e SGO-1-R. O fenótipo da linhagem foi visualizado pelo 

crescimento em garrafa e apresentou um aspecto semelhante ao da linhagem 

selvagem, porém com aparente diminuição da massa micelial (Figura 15A). A 

quantidade de conídios não apresentou diferenças em relação à linhagem selvagem 

(dados não mostrados), o que indica que a proteína não está envolvida no 

desenvolvimento assexual do fungo. Para os ensaios de crescimento sob estresse, 

primeiro realizamos um experimento em placa para verificar o comportamento da 

linhagem frente ao choque térmico. Conídios foram inoculados em placa e deixados 

crescer por 24 h a 30 ºC, e não foi observado diferença significativa no diâmetro da 

colônia quando comparado à linhagem selvagem (Figura 15B). Em seguida, as 

placas foram submetidas a choque térmico (Figura 15B) e deixadas recuperar por 

mais 48 h a 30 °C, sendo que ambas linhagens selvagem e mutante foram capazes 

de recuperar nestas condições, embora com aparente diminuição da densidade 

micelial na mutante (Figura 15B, REC). Ensaios de crescimento em placa na 

presença de agentes estressores também foram realizados e a linhagem mutante 

apresentou significativa diminuição no crescimento na presença de H2O2, pH ácido e 

mostrou sensibilidade a NaCl em todas as concentrações utilizadas (Figura 15C). 

Ensaios de sensibilidade da linhagem em meios contendo quantidade fixa de 

agentes estressantes e variando a concentração de conídios mostrou sensibilidade 

da linhagem ∆sgo-1 frente ao choque térmico (Figura 15D, linha 2), estresse 

oxidativo (linha 3), estresse osmótico por sal (linha 6) e sorbitol (linha 7), mas não 

apresentou sensibilidade a CR e pH.  
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Figura 15. Caracterização da linhagem mutante ∆sgo-1. (A) Aspectos morfológicos da linhagem 
∆sgo-1. Um total de 5 x 104 conídios foram inoculados em garrafa e cultivados por 10 dias em meio 
VM. (B) Choque térmico. Placas crescidas a 30°C por 24h foram transferidas para 45 °C por 12 h e 
fotografadas. Após isso, as placas submetidas a choque térmico foram deixadas recuperar (REC) a 
30 °C por 48 h e fotografadas. Análise das linhagens mutantes na presença de agentes estressantes. 
(C) Ensaio de crescimento em placa e de (D) sensibilidade na presença de agentes estressantes. 
Cerca de 5 x 104 conídios foram inoculados no centro da placa e deixados crescer por 24 h/30 °C na 
presença dos agentes estressantes 1 mM H2O2, pH 4,2 (ácido) e 7,8 (alcalino) e quantidades 
crescentes de NaCl e sorbitol. Como controle, foi utilizada a linhagem selvagem WT FGSC#2489 e os 
experimentos foram todos realizados na ausência de higromicina. As medidas de crescimento foram 
realizadas após 24 h e expressas em porcentagem. *p<0.5, **p<0.05 (Teste T-student). Para o ensaio 
de sensibilidade da linhagem mutante em diferentes condições de estresse, amostras de conídios 
diluídos em série (5 x 105 a 5) das linhagens selvagem e mutantes foram inoculadas em meio FGS 
com e sem os agentes estressantes NaCl, H2O2 e CR. As amostras também foram expostas ao 
estresse térmico (45 ºC) e em pH 4,2 e 7,8. O crescimento foi avaliado após 24 e 48 h. 1. Controle de 
crescimento a 30 ºC, pH 5.8 após 48 h. 2. Crescimento sob estresse térmico. Os conídios foram 
cultivados a 30 ºC por 12 h e então as placas foram transferidas a 45 ºC por 12 h. Recuperação do 
estresse térmico (REC). Os conídios foram cultivados por 12 h a 30 °C, as placas foram transferidas 
para 45 ° C por mais 12 h então permitidas recuperar por 48 h a 30 °C. 3. Crescimento na presença 
de 1 mM H2O2 por 48 h. 4. Crescimento em pH 4,2 (estresse ácido) e 5. Crescimento em pH 7,8 
(estresse alcalino) por 24 h. 6. Crescimento na presença de NaCl 0,25 M e 1,5 M durante 48 h. 7. 
Crescimento na presença de 1,5 M de sorbitol. 8. Crescimento na presença de 50 e 150 μg/mL CR 
por 48 h. 
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 5.3. A localização nuclear da proteína SGO-1-GFP é influenciada por 

estresse térmico e osmótico 

 

 Para ensaios de localização subcelular da proteína SGO-1, uma linhagem de 

N. crassa foi construída expressando a proteína SGO-1 fusionada a GFP na região 

C-terminal. Esta linhagem apresentou aspecto selvagem, sugerindo que a quimera 

SGO-1-GFP é funcional. Os resultados estão mostrados na Figura 16 e mostraram 

que a proteína SGO-1-GFP apresentou uma forte fluorescência colocalizada no 

núcleo em condições controle (Figura 16A, 30 °C, 8h) como descrito para outras 

proteínas ortólogas. A proteína de N. crassa apresenta em sua sequência a 

presença de dois sinais de localização nuclear (NLS) monopartidos e pelo menos 

sete bipartidos, previstos pelo programa NLS Mapper, corroborando com o resultado 

de microscopia (Figura 16B). No entanto, a proteína parece localizar 

majoritariamente no citoplasma após exposição a estresse térmico e osmótico 

(Figura 16A, HS e NaCl), embora ainda seja visível no núcleo nestas condições. 

Este resultado mostra que a localização da proteína muda em função do estresse o 

que sugere que ela pode ser requerida em diferentes compartimentos celulares 

nesta condição. Ensaios utilizando microscopia confocal deverão ser realizados para 

confirmar este resultado. 
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Figura 16. A proteína SGO-1 é nuclear e sua localização é influenciada por estresse térmico 
(45°C) e osmótico (NaCl). (A) Localização celular da proteína SGO-1-GFP. As imagens foram 
capturadas em um microscópio AXIO Imager.A2 Zeiss acoplado com uma câmera AXIOCam MR3. 
Imagens das lâminas foram coletadas e processadas pelo software AxioVision. A fluorescência da 
GFP foi visualizada com a excitação e emissão nos comprimentos de onda de 490 e 525 nm (filtro 
FITC), respectivamente, e a fluorescência do DAPI nos comprimentos de onda de excitação em 358 
nm (UV) e emissão 461 nm, respectivamente. (B) Prováveis sinais de localização nuclear (NLS) na 
sequência da proteína SGO-1 preditos pelo programa NLS Mapper. As barras em A representam 
uma distância de 20 µm. 
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 5.4 A proteína SGO-1 interage in vitro com a proteína RVB-1  

 

Para verificar se a proteína SGO-1 é capaz de interagir com a proteína RVB-1, 

ensaios de interação entre proteínas recombinantes foi realizado. Para isso, células de E. 

coli carregando uma construção plasmidial contendo o vetor pRSFduet-rvb-1-v5/his6-sgo-1 

foi induzida com IPTG para ensaios de co-expressão da proteína RVB-1-V5 e His-SGO-1, 

com metodologia semelhante à padronizada para o complexo RVB-1-V5/His6-RVB-2 

(Campanella et al., 2021) (Figura 17A). O mesmo foi realizado para a proteína His6-RVB-2, 

porém co-expressando a proteína SGO-1-S (Figura 17B). Em ambas as construções, a 

proteína SGO-1 fusionada a His6 ou a  S-tag, mostrou estar na fração solúvel e co-

expressando RVB-1-V5 ou His6-RVB-2 (Figura 17A e 17B). Ensaios preliminares em 

pequena escala utilizando resina de Ni-NTA (Invitrogen) mostraram que a proteína RVB-1-

V5 co-purifica com a proteína His6-SGO-1 (Figura 17C, E), assim como como a proteína 

RVB-1-V5 co-imonoprecipita com His6-SGO-1 (Figura 17C, IP). Porém, neste primeiro 

ensaio a proteína SGO-1-S não co-purifica com a proteína His6-RVB-2, quando a mesma foi 

purificada com Ni-NTA (Figura 17D, E).  
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Figura 17. Ensaio de co-expressão da proteína SGO-1 com RVB-1 ou RVB-2.  Western blot de 
extratos solúveis co-expressando as proteínas (A) His6-SGO-1 e RVB-1-V5 e (B) His6-RVB-2 e SGO-
1-S. As proteínas foram induzidas em quatro clones diferentes (construção His6-SGO-1 e RVB-1-V5) 
e três clones (His6-RVB-2 e SGO-1-S). As células foram lisadas, centrifugadas e a fração solúvel de 
cada teste foi analisado por SDS-PAGE seguido de Western blot com anti-His (Sigma) e anti-V5 
(Invitrogen) ou anti-S (Sigma). (C) Ensaio de purificação em pequena escala com resina de Ni-NTA 
ou Anti-V5 Agarose Affinity Gel com o extrato das células expressando His6-SGO-1 e RVB-1-V5. E. 
Proteínas eluidas da resina de Ni-NTA. IP, Proteínas eluidas da resina anti-V5 agarose. (D) Ensaio de 
purificação em pequena escala com resina de Ni-NTA com o extrato das células expressando His6-
RVB-2 e SGO-1-S. T. extrato total. S. extrato solúvel aplicado as resinas. As setas em vermelho 
servem como referência para presença da proteína recombinante His6-SGO-1 nos blottings. Os 
números ao lado dos géis representam a MM em kDa. RVB-1-V5 (52 kDa), His6-RVB-2 (54 kDa), 
His6-SGO-1/SGO-1-S (85 kDa).  
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 Em seguida, um ensaio em larga escala foi realizado utilizando extratos de 

bactérias co-expressando RVB-1-V5 e His6-SGO-1. Como pode ser observado, 

ambas as proteínas mantiveram ligadas à coluna e co-eluíram durante as etapas da 

purificação utilizando a coluna de 1 mL HP HisTrap (GE) (Figura 18). Baixas 

quantidades das proteínas foram eluídas na lavagem indicando saturação da resina, 

mas as mesmas foram co-eluindo conforme o gradiente de imidazol foi aplicado. A 

maior eluição das proteínas foi observada com imidazol 1 M, indicando uma forte 

interação entre as proteínas (Figura 18, frações 1 M).  

 

Figura 18. Ensaio de purificação em larga escala do complexo His6-SGO-1/RVB-1-V5. O extrato 

contendo as duas proteínas co-expressas e 25 mM de imidazol (CE) foi clarificado por centrifugação 

e filtragem (S) e submetido à cromatografia em uma coluna HisTrap HP 1mL para a purificação da 

proteína His6-SGO-1. Em seguida, a coluna foi lavada com 10 CV (volumes de coluna) de tampão 

contendo 50 mM Imidazol (W) e as proteínas eluídas em um gradiente de imidazol variando de 0,2 a 

1 M. U. Proteínas não ligadas à coluna. Amido. Membrana corada com solução de Amido Black. A 

presença do complexo nos extratos foi identificada por Western blot utilizando anticorpos anti-V5 

(RVB-1-V5) e anti-His (His6-SGO-1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Como descrito no capítulo I, a proteína RVB-1 quando expressa na forma 

recombinante em E. coli mostrou ser extremamente instável, precipitando durante as 

etapas de purificação ou diálise e apresentando estabilidade apenas na presença da 

sua parceira RVB-2 (Campanella et al. 2021). Por isso, um novo experimento foi 

realizado na qual as proteínas RVB-1-V5 e His6-SGO-1, após eluição da coluna 

foram unidas e dialisadas contra o tampão de eluição sem imidazol. Em seguida, 

elas foram purificadas novamente utilizando ou Anti-V5 Agarose Affinity gel (para 

purificar RVB-1-V5) ou His-Select Cobalt Affinity Gel. O resultado foi analisado por 
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SDS-PAGE corado com Comassie brilliant blue (CBB) e Western blot (Figura 19) e 

mostrou a presença das proteínas RVB-1-V5 e His6-SGO-1 nos extratos dialisados 

e após as etapas de co-purificação e co-imunoprecipitação (Figura 19, CoP e Co-IP). 

Isto indicou que a proteína RVB-1-V5, embora não muito abundante na fração 

dialisada (Figura 19, D), foi concentrada após purificação com ambas His-Select 

Cobalt Affinity Gel ou Anti-V5 Agarose Affinity Gel. Os extratos purificados da 

proteína His6-SGO-1 apresentam muitas bandas que marcam no gel de CBB ou nos 

ensaios de Western blot com anticorpo anti-His. Uma hipótese levantada é que esta 

proteína sofra algum tipo de proteólise durante o processo de purificação ou até 

mesmo nas células bacterianas. Curiosamente, a membrana contendo a mesma 

proteína, mas marcada com S-tag não apresenta este padrão de degradação (Figura 

17B e 17E). É importante mencionar que o S-tag está fusionado na porção C-

terminal da proteína ao passo em que o His6-tag está na porção N-terminal.  

 

Figura 19. Ensaio de co-purificação e co-imunoprecipitação do complexo His6-SGO-1/RVB-1-
V5. O extrato contendo as duas proteínas co-expressas e 25 mM de imidazol foi clarificado por 
centrifugação e filtragem (S) e submetido à cromatografia em uma coluna HisTrap HP 1mL para a 
purificação da proteína His6-SGO-1. Em seguida, a coluna foi lavada com 10 CV (volumes de coluna) 
de tampão contendo 50 mM Imidazol (W) e as proteínas eluídas com um gradiente de imidazol 
variando de 0,2 a 1 M. Após cromatografia, as frações foram reunidas e dialisadas contra tampão de 
diálise sem imidazol (D) e co-purificadas novamente utilizando His-select Cobalt Affinity Gel (CoP) ou 
co-imunoprecipitadas utilizando resina anti-V5 agarose (Co-IP). CBB. Gel corado com Comassie 
Brilliant Blue. A presença do complexo nos extratos foi identificada por Western blot utilizando os 
anticorpos anti-V5 (RVB-1-V5) e anti-His (His6-SGO-1). As setas em vermelho servem como 
referência para presença da proteína recombinante His6-SGO-1 nos blottings. 
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6. As proteínas RVB-1 e RVB-2 são componentes de grânulos de estresse em 

N. crassa  

 

 A presença no ensaio de imunoprecipitação de componentes envolvidos na 

tradução proteica, tais como fatores de elongamento da traduação e proteínas 40S 

ribossomais, além de componentes do proteassomo, nos levaram a investigar se as 

proteínas RVB-1 e RVB-2 poderiam ser componentes de grânulos de estresse (SGs) 

em N. crassa. Utilizando centrifugação diferencial, nós adaptamos um procedimento 

bem padronizado para S. cerevisiae e células de mamíferos, no qual é possível 

obter frações enriquecidas com grânulos de estresse e seus componentes, os quais 

quando marcados com proteínas fluorescentes são passíveis de serem visualizados 

por microscopia de fluorescência. Para isso, extratos foram realizados com as 

linhagens expressando as proteínas RVB-1-GFP ou RVB-2-GFP após exposição a 

estresse térmico e osmótico, mantendo uma amostra sem estresse como controle. O 

procedimento utilizado mostrou a presença de corpos de fluorescência em extratos 

enriquecidos para grânulos de estresse, os quais continham as proteínas RVB-1-

GFP ou RVB-2-GFP (Figura 20A). Tais corpos fluorescentes variaram de tamanho 

médio de 1,6 ± 0,4 µm para os SGs encontrados nos extratos de ambas as 

linhagens, embora também tenha sido possível observar uma quantidade 

significativa de grânulos menores (0,7 ± 0,2 µm) considerando uma média de 25 

grânulos analisados para cada linhagem.  

 Como a proteína GA3PDH está descrita imunoprecipitar com grânulos de 

estresse em células de mamífero [110] e considerando que a mesma foi identificada 

nos ensaios de IP, a presença das proteínas GA3PDH, RVB-1-GFP e RVB-2-GFP 

foi analisada por Western blot nos extratos obtidos. Como pode ser observado, foi 

possível identificar a presença de GA3PDH e das proteínas RVB-1-GFP e RVB-2-

GFP nos extratos enriquecidos com grânulos de estresse (Figura 20B). Este 

resultado de hibridização é preliminar e deverá ser confirmado utilizando linhagens 

produzindo as proteínas RVBs fusionadas a V5, uma vez que a hibridização com o 

anticorpo anti-GFP não levou a resultados de boa qualidade.  Entretanto, este 

resultado preliminar mostrou a presença das proteínas RVBs e GA3PDH nas frações 

de SGs analisadas (Figura 20B).  
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Figura 20. Isolamento de grânulos de estresse em N. crassa. (A) As proteínas RVB-1-GFP e 
RVB-2-GFP foram observadas em extratos enriquecidos de grânulos estresse provenientes de 
micélios das linhagens submetidas a estresse térmico e osmótico. Os extratos foram obtidos por 
centrifugação diferencial e as imagens foram capturadas em um microscópio AXIO Imager.A2 Zeiss 
acoplado com uma câmera AXIOCam MR3. Imagens das lâminas foram coletadas e processadas 
pelo software AxioVision. A fluorescência da GFP foi visualizada com a excitação e emissão nos 
comprimentos de onda de 490 e 525 nm (filtro FITC), respectivamente. (B) Análise de Western blot 
para confirmar a presença das proteínas RVB-1/2-GFP e GA3PDH nas frações enriquecidas com 
grânulos de estresse. C, Controle sem estresse. HS, Após 1h de estresse térmico a 45 ºC. Sal, Após 
1 h de estresse osmótico com 1,5 M NaCl. T, Extrato total. SG, Fração enriquecida com grânulos de 
estresse. O carreamento das proteínas não foi normalizado em concentração, mas em quantidades 
iguais dos extratos preparados a partir de uma mesma quantidade de micélio (~1 g/mL de tampão). 
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7. A proteína RVB-1 interage com glicogenina (GNN) durante estresse e o 

complexo RVB-1/RVB-2 pode exercer uma função no metabolismo de 

glicogênio  

 

A presença de enzimas envolvidas no metabolismo de glicogênio no ensaio 

de IP nos levou a investigar se RVB-1 interage com GNN in vivo durante estresse, 

confirmando a presença da proteína nos resultados de espectrometria de massas 

(Figura 10, tabela S3). Os ensaios foram realizados conforme descrito em Materiais 

e Métodos e mostraram a interação entre RVB-1-V5 e GNN tanto antes como após 

estresse. Entretanto,os resultados mostraram uma maior interação entre as 

proteínas nas situações estressantes (Figura 21A). A interação entre as duas 

proteínas foi confirmada tanto quando a proteína RVB-1-V5 foi ligada à resina Anti-

V5 Affinity Gel como quando anticorpos policlonais anti-GNN acoplados a proteína A 

foram utilizados para ligar GNN. Controles foram realizados e não mostraram ligação 

inespecífica da resina anti-V5 contra a proteína GNN (resultado não mostrado).  

O resultado obtido também sugeriu que a expressão da proteína GNN poderia 

ser regulada de maneira dependente de estresse, uma vez que ela apresentou uma 

maior intensidade de expressão nas situações estressantes. Para comprovar que a 

expressão da proteína é ativada por estresse, um ensaio de expressão proteica com 

micélios submetidos a estresse térmico e osmótico foi realizado e o resultado 

mostrou que GNN é uma proteína com baixa expressão após 24 h de cultivo (Figura 

21B, controle), mas possui níveis de expressão aumentados após estresse térmico 

(HS 45 ºC, 1h) e osmótico com NaCl (1,5 M, 1 h) em N. crassa (Figura 21B, HS e 

NaCl). 

Este resultado de interação proteica nos levou a investigar se as proteínas 

RVBs poderiam influenciar no conteúdo de glicogênio em N. crassa. Para isso, 

utilizamos as linhagens ∆rvb-1het e ∆rvb-2het cultivadas na presença de higromicina e 

os níveisde glicogênio foram quantificados na condição de escuro constante. Nesta 

condição, é conhecido que o acúmulo de glicogênio em uma linhagem selvagem é 

rítmico, ou seja, é regulado pelo relógio endógeno do fungo [17]. Como controle, 

utilizamos a linhagem Δmus52, crescida nas mesmas condições. O experimento 

revelou que ambas as linhagens mutantes acumulam níveis menores de glicogênio 

comparados à linhagem selvagem (Figura 21C) sugerindo um papel para ambas 
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proteínas na regulação dos níveis do carboidrato. Um ponto importante foi que 

embora tenha sido possível observar diferenças no acúmulo de glicogênio entre as 

linhagens, a presença de higromicina parece ter afetado o conteúdo da linhagem 

Δmus52, uma vez que em experimentos sem higromicina a linhagem selvagem 

apresenta um conteúdo de glicogênio que varia de 400 a 600 µg de glicogênio/mg 

[17].  

 

Figura 21. A proteína RVB-1 interage com GNN e as proteínas RVB-1 e RVB-2 atuam na 
regulação do metabolismo de glicogênio. (A) Interação entre RVB-1-V5 e GNN in vivo em extratos 
de micélios submetidos ou não a estresse térmico (45 °C, 1 h) e osmótico (1,5 M NaCl, 1 h). Cerca de 
5 mg de proteínas totais foram incubadas com Anti-V5 Affinity Gel (Sigma) ou com anticorpo 
policlonal anti-GNN acoplado à proteína A por 12 h, sob agitação branda a 4 ºC. Em seguida, as 
resinas foram lavadas e resuspendidas em tampão de Laemmlli e as amostras foram analisadas por 
Western blot utilizando anticorpo anti-V5 ou anti-GNN seguidos de anticorpos secundários anti-mouse 
IgG ou anti-rabbit IgG acoplados a peroxidade (Sigma). As imagens foram capturadas utilizando 
ChemiDoc (BioRad). As membranas foram superexpostas em alguns pontos para melhorar a 
visualização do blotting (*). Input, alíquota retirada dos extratos antes da imunoprecipitação (IP). C, 
controle crescido 30 ºC por 24 h. Estresse térmico (HS 45 °C, 1 h) e osmótico (NaCl 1,5 M, 1 h). (B) 
Análise da expressão da proteína GNN após estresse térmico e osmótico. Cerca de 50 µg de 
proteínas totais provenientes de micélios submetidos ou não a estresse térmico e osmótico foram 
analisados por Western blot utilizando anticorpo policlonal anti-GNN. C, Controle sem estresse. (C) 
Acumulo de glicogênio nas linhagens mutantes ∆rvb-1het e ∆rvb-2het e na linhagem mus52::hph. As 
linhagens foram cultivadas na presença de luz por 24 h em meio HGV (high glucose media) contendo 
200 µg/mL de higromicina. Após este período, os frascos foram transferidos para o escuro e retirados 

nos pontos indicados, o micélio foi coletado e o conteúdo de glicogênio foi quantificado.  
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8. A ausência de proteínas componentes do complexo R2TP/PAQossomo 

sugere diferenças na interação entre a proteína RVB-1 e HSP90-1 em N. crassa 

 

 Como descrito na Introdução geral e deste capítulo, fungos filamentosos 

incluindo N. crassa não possuem ortólogos anotados para as proteínas Pih1 e Tah1, 

componentes do complexo R2TP/PAQossomo, sugerindo a não existência deste 

complexo conservado nestes fungos. Como esperado, não identificamos as 

proteínas ortólogas a elas nos resultados de espectrometria de massas (Tabela S3) 

e também a ausência de HSP90 nas condições analisadas. Como está descrito na 

literatura que Hsp90 interage com Rvb1 em S. cerevisiae mesmo na ausência de 

Pih1 e Tah1 (Lakshminarasimhan et al., 2016), um ensaio preliminar de interação in 

vivo da proteína RVB-1 com HSP90 foi realizado utilizando o anticorpo anti-AfHsp90. 

Entretanto, resultados de interação entre as duas proteínas não foram observados 

(Figura 22A), corroborando com os resultados de espectrometria de massas (Tabela 

S3). No entanto, a HSP90 apresentou ser regulada positivamente em estresse 

térmico, mas não osmótico (Figura 22B). Novos experimentos estão sendo 

realizados, com o objetivo de comprovar se, de fato, esta interação não ocorre nas 

condições analisadas.  

 

Figura 22. Ausência de R2TP pode influenciar a interação entre HSP90-1 e RVB-1 em N. crassa. 
(A) Imunoprecipitação da proteína RVB-1-V5 utilizando Anti-V5 Affinity Gel (Sigma) em extratos de 
proteínas totais provenientes de micélios crescidos a 30 °C por 24 h (controle, C) ou após estresse 
térmico (HS 45 °C, 1 h) ou osmótico (NaCl 1,5 M, 1 h). As proteínas foram eluídas da resina com 
tampão de Laemmli e analisadas por Western blot utilizando anticorpos anti-V5 e anticorpo policlonal 
anti-AfHsp90. O Input representa alíquota retirada dos extratos antes da imunoprecipitação (IP). As 
amostras não estão normalizadas em concentração de proteínas. (B) Ensaio de expressão da 
proteína HSP90-1 de N. crassa após estresse. Cerca de 25 µg de proteínas totais provenientes dos 
extratos de proteína controle (C) e submetidas a estresse térmico (HS) e osmótico (NaCl) foram 
analisadas por Western blot com anticorpo anti-AfHsp90. A membrana corada com PonceauS 
(Sigma) foi utilizada como controle de carregamento.  

         A                                                           B 
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Tabela S3. Proteínas identificadas por espectrometria de massas nos experimentos de 
imunoprecipitação da proteína RVB-1, durante crescimento vegetativo (30ºC, 24 h) e após 
estresse térmico (HS 45°C, 1 h) ou osmótico (NaCl 1,5 M, 1 h). Os resultados são representativos 
de dois experimentos, descontadas de proteínas comuns identificadas no experimento controle 
realizado na ausência da proteína de fusão RVB-1-V5. 

 

Putative targets of RVB-1 

Control (30° C, 24 h) 

Gene Gene name Score Maches Sequences 

NCU03482 RVB-1 3688 276 (167) 42 (34) 

NCU06854 RVB-2 3496 579 (211) 49 (32) 

NCU08919 
related to DNA-dependent ATPase 

DOMINO B 
1181 164 (54) 78 (25) 

NCU08919 Putative DNA helicase INO80 (Crf-2-1) 1139 164 (59) 77 (24) 

NCU06394 chromatin remodeling complex subunit 918 78 (36) 42 (21) 

NCU06395 hypothetical protein NCU06395 405 26 (13) 10 (6) 

NCU01534 conserved hypothetical protein 402 46 (18) 16 (8) 

NCU07568 hypothetical protein NCU07568 179 10 (4) 7 (2) 

NCU02555 Actin-related protein 4 169 28 (8) 19 (6) 

NCU09993 helicase swr-1 138 102 (5) 36 (4) 

NCU03206 C2H2 finger domain-containing protein 122 14 (3) 11 (2) 

NCU05587 RecName: Full=Actin-related protein 6 96 16 (2) 12 (2) 

NCU04002 conserved hypothetical protein 78 25 (3) 18 (2) 

NCU01362 INO80 chromatin remodeling complex 68 27 (5) 15 (4) 

NCU08296 mito ribosomal protein S4 63 17 (1) 10 (1) 

NCU04770 TATA-binding protein 63 6 (1) 5 (1) 

NCU03766 
probable U6 snRNA-ASSOCIATED SM-

LIKE 
53 4 (3) 3 (2) 

NCU03858 hypothetical protein NCU03858 48 21 (3) 10 (2) 

NCU06453 hypothetical protein NCU06453 47 25 (1) 20 (1) 

NCU03922 
probable hydroxymethylglutaryl-CoA 

synthase 
43 14 (1) 12 (1) 

NCU01410 DUF1711 domain-containing protein 42 12 (1) 9 (1) 

NCU00567 arg-6 41 27 (1) 19 (1) 

NCU02539 cell division control protein 54 40 38 (1) 20 (1) 

NCU06928 hypothetical protein NCU06928 39 27 (3) 22 (3) 

NCU05937 GDP-mannose pyrophosphorylase 38 33 (2) 10 (2) 

NCU00212 
NCU01634 

histone H4 37 9 (3) 6 (2) 

NCU09221 HIT finger domain-containing protein 37 14 (1) 7 (1) 

NCU04202 nucleoside diphosphate kinase 36 5 (2) 4 (1) 

NCU01331 
probable 13 kD U4/U6.U5 snRNP associate 

protein 
34 5 (1) 2 (1) 

NCU02437 histone H2A 33 16 (1) 6 (1) 

NCU06238 chromatin remodeling complex subunit 31 14 (2) 10 (1) 

NCU16005 
RecName: Full=Ribosomal protein S5, 

mitochondrial 
30 10 (1) 8 (1) 

NCU08720 hypothetical protein 29 3 (1) 1 (1) 



133 
 

NCU00086 glycosyl hydrolase 28 10 (1) 5 (1) 

NCU05429 probable branching enzyme (be1) 28 11 (1) 11 (1) 

NCU04768 
electron transfer flavoprotein-ubiquinone 

oxidoreductase 
27 15 (1) 11 (1) 

NCU02650 
26S proteasome non-ATPase regulatory 

subunit 12 
26 10 (1) 9 (1) 

NCU05620 putative protein 25 4 (1) 4 (1) 

NCU03241 FK506-binding protein 4 21 23 (1) 13 (1) 

NCU00173 esterase D 20 14 (1) 10 (1) 

NCU05392 hypothetical protein GE21DRAFT_1206658 20 45 (1) 19 (1) 

NCU01767 related to Type 2C Protein Phosphatase 20 26 (1) 14 (1) 

NCU01195 NADP-specific glutamate dehydrogenase 18 9 (1) 9 (1) 

After Heat Stress (45ºC / 1 h) 

Gene Gene name Score Maches Sequences 

NCU03482 RVB-1 1278 269 (93) 47 (30) 

NCU06854 RVB-2 436 138 (34) 39 (16) 

NCU01534 conserved hypothetical protein 252 73 (17) 17 (6) 

NCU08919 Putative DNA helicase INO80 (Crf-2-1) 225 129 (28) 63 (16) 

NCU06238 chromatin remodeling complex subunit 221 77 (13) 28 (7) 

NCU06394 chromatin remodeling complex subunit 155 53 (8) 20 (4) 

NCU01528 
glyceraldehyde 3-phosphate 

dehydrogenase (ccg-7) 
111 29 (5) 14 (3) 

NCU01534 hypothetical protein, variant 104 33 (6) 15 (4) 

NCU02003 elongation factor 1-alpha 98 68 (11) 20 (6) 

NCU04173 actin 92 42 (8) 13 (5) 

NCU06395 hypothetical protein NCU06395 87 35 (7) 12 (3) 

NCU01410 DUF1711 domain-containing protein 82 12 (5) 7 (3) 

NCU06698 glycogenin 79 13 (3) 11 (2) 

NCU09993 helicase swr-1 70 43 (4) 24 (4) 

NCU07568 hypothetical protein NCU07568 49 15 (4) 8 (2) 

NCU02555 Actin-related protein 4 46 47 (6) 18 (4) 

NCU06453 hypothetical protein NCU06453 44 18 (2) 9 (2) 

NCU02840 
probable 26S proteasome regulatory 

particle chain RPT1 
37 10 (2) 8 (1) 

NCU09450 26S proteasome regulatory subunit rpn2 36 17 (1) 12 (1) 

NCU04581 probable kinesin-related protein KLPA 34 12 (1) 8 (1) 

NCU03757 probable ribosomal protein RPL4A 33 14 (1) 12 (1) 

NCU08627 ribosomal protein CRP7 32 4 (1) 1 (1) 

NCU09788 endonuclease/exonuclease/phosphatase 30 19 (1) 5 (1) 

NCU03964 hypothetical protein NCU03964 29 4 (1) 4 (1) 

NCU04751 hypothetical protein NCU04751 29 8 (1) 6 (1) 

NCU03739 ERp38 28 8 (1) 7 (1) 

NCU09511 hypothetical protein NCU09511 27 17 (1) 8 (1) 

NCU07700 translation elongation factor aEF-2 27 32 (1) 14 (1) 

NCU16673 hypothetical protein NCU16673 26 5 (1) 2 (1) 

NCU09711 hypothetical protein NCU09711 26 8 (1) 4 (1) 

NCU03858 hypothetical protein NCU03858 25 23 (2) 13 (2) 
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NCU10344 cytochrome P450 98A3 25 11 (1) 4 (1) 

NCU03206 C2H2 finger domain-containing protein 24 11 (1) 7 (1) 

NCU00022 hypothetical protein NCU00022 24 8 (1) 6 (1) 

NCU03011 related to hxB protein 23 8 (1) 6 (1) 

NCU01317 probable ribosomal protein L12 23 7 (1) 4 (1) 

NCU01064 hypothetical protein NCU01064 23 13 (1) 4 (1) 

NCU04726 related to beta-N-acetylglucosaminidase 22 77 (1) 9 (1) 

NCU03628 conserved hypothetical protein 21 7 (1) 5 (1) 

NCU00112 aminopeptidase P 21 3 (1) 2 (1) 

NCU08405 hypothetical protein NCU08405 20 7 (1) 5 (1) 

NCU04487 hypothetical protein NCU04487 20 6 (1) 4 (1) 

NCU02351 chitin synthase regulator 3 20 27 (1) 8 (1) 

NCU03505 
related to regulator of deoxyribodipyrimidine 

photo-lyase PHR1 
20 34 (1) 14 (1) 

NCU03107 MFS transporter 18 7 (1) 5 (1) 

NCU06928 hypothetical protein NCU06928 18 20 (1) 13 (1) 

NCU06722 tryptophanyl-tRNA synthetase 18 8 (1) 6 (1) 

NCU06326 pectate lyase 1 18 5 (1) 2 (1) 

NCU03128 hypothetical protein NCU03128 18 13 (1) 5 (1) 

NCU01529 hypothetical protein 18 4 (1) 1 (1) 

NCU06687 glycogen synthase 17 20 (1) 15 (1) 

NCU05587 RecName: Full=Actin-related protein 6 17 10 (1) 8 (1) 

NCU10258 transcription factor 16 14 (1) 6 (1) 

NCU08294 pathway-specific regulatory protein 15 10 (1) 8 (1) 

NCU03468 conserved hypothetical protein 15 20 (1) 4 (1) 

NCU09063 nuclear condensin complex subunit Smc4 15 23 (1) 17 (1) 

NCU01842 Shugoshin OS=Neurospora crassa 0 1 (1) 1 (1) 

After osmotic stress (NaCl / 1h) 

Gene Gene name Score Maches Sequences 

NCU03482 RVB-1 4711 241 (157) 42 (35) 

NCU06854 RVB-2 3899 339 (204) 52 (41) 

NCU08919 
related to DNA-dependent ATPase 

DOMINO B 
1091 326 (84) 93 (35) 

NCU08919 Putative DNA helicase INO80 (Crf-2-1) 1011 301 (80) 103 (33) 

NCU06394 chromatin remodeling complex subunit 529 133 (35) 48 (17) 

NCU01528 
glyceraldehyde 3-phosphate 

dehydrogenase (ccg-7) 
450 78 (29) 18 (10) 

NCU01534 conserved hypothetical protein 341 65 (19) 15 (5) 

NCU06395 hypothetical protein NCU06395 324 31 (14) 11 (4) 

NCU02555 Actin-related protein 4 300 95 (26) 30 (11) 

NCU06238 chromatin remodeling complex subunit 282 93 (22) 39 (12) 

NCU01362 INO80 chromatin remodeling complex 264 106 (13) 42 (8) 

NCU03858 hypothetical protein NCU03858 228 68 (24) 26 (10) 

NCU09993 helicase swr-1 220 130 (17) 49 (9) 

NCU02003 elongation factor 1-alpha 191 81 (17) 28 (9) 

NCU03206 C2H2 finger domain-containing protein 168 50 (15) 19 (9) 

NCU07568 hypothetical protein NCU07568 154 54 (12) 14 (5) 
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NCU07700 translation elongation factor aEF-2 127 53 (6) 24 (4) 

NCU06453 hypothetical protein NCU06453 108 55 (7) 21 (4) 

NCU01410 DUF1711 domain-containing protein 99 26 (9) 11 (4) 

NCU09450 26S proteasome regulatory subunit rpn2 93 29 (4) 22 (3) 

NCU05587 Actin-related protein 6 78 26 (7) 16 (6) 

- 
probable 26S proteasome regulatory 

particle chain RPT1 
66 22 (3) 16 (2) 

NCU03297 Cytochrome c peroxidase, mitochondrial 62 15 (2) 9 (2) 

NCU09221 HIT finger domain-containing protein 58 31 (6) 15 (4) 

NCU02846 p63 related protein 58 25 (2) 12 (1) 

NCU01224 
probable 26S ATP/ubiquitin-dependent 

proteinase chain S4 
53 22 (2) 14 (1) 

NCU00775 
isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit 1, 

mitochondrial 
51 9 (1) 8 (1) 

NCU09132 Tubulin alpha-A chain 46 11 (2) 10 (2) 

NCU03608 
alpha-keto-beta-hydroxylacyl 

reductoisomerase 
45 21 (2) 12 (2) 

NCU01552 probable ribosomal protein S28 44 3 (1) 3 (1) 

NCU01317 probable ribosomal protein L12 43 8 (1) 6 (1) 

NCU06928 hypothetical protein NCU06928 41 52 (5) 30 (5) 

NCU00573 conserved hypothetical protein 41 12 (2) 9 (1) 

NCU03757 probable ribosomal protein RPL4A 37 17 (1) 12 (1) 

NCU07830 40S ribosomal protein S14 37 17 (3) 7 (2) 

NCU08627 ribosomal protein CRP7 35 5 (1) 3 (1) 

NCU02260 26S protease regulatory subunit 6B 34 10 (2) 7 (1) 

NCU03982 glucose-regulated protein 33 33 (1) 12 (1) 

NCU00137 ssDNA binding protein 31 7 (1) 3 (1) 

NCU08893 60S ribosomal protein L1 31 16 (1) 8 (1) 

NCU04002 Component of the SWR1 complex 30 40 (3) 23 (2) 

NCU00768 mRNA binding post-transcriptional regulator 30 6 (1) 5 (1) 

NCU00618 40S ribosomal protein S27 30 6 (1) 2 (1) 

NCU06110 thiazole biosynthetic enzyme 30 11 (2) 8 (2) 

NCU00502 ATP synthase subunit 4 30 7 (1) 7 (1) 

NCU02016 hypothetical protein NCU02016 29 4 (2) 3 (1) 

NCU03181 hypothetical protein 29 7 (1) 5 (1) 

NCU03394 
related to ribosomal protein S15 precursor 

(mitochondrial) 
29 15 (3) 6 (1) 

NCU01581 related to mitotic apparatus protein p62 29 18 (1) 11 (1) 

NCU01444 rheb small monomeric GTPase RhbA 28 3 (1) 3 (1) 

NCU08693 hsp70-like protein 27 22 (2) 14 (2) 

NCU07922 elongation factor 3 27 11 (1) 9 (1) 

NCU06003 mannose-1-phosphate guanyltransferase 27 2 (1) 2 (1) 

NCU03806 put. ribosomal protein 27 2 (1) 1 (1) 

NCU00359 YEATS family protein 26 11 (1) 7 (1) 

NCU06500 cell division control protein 25 26 23 (1) 17 (1) 

NCU07366 
hypothetical protein GE21DRAFT_1645, 

partial 
26 18 (1) 10 (1) 

NCU05132 hypothetical protein NCU05132 25 33 (1) 21 (1) 

NCU08515 V-type proton ATPase subunit B 25 10 (2) 8 (2) 
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NCU09109 60S ribosomal protein L33 25 6 (1) 5 (1) 

NCU09123 Ca/CaM-dependent kinase-1 25 13 (1) 10 (1) 

NCU00258 ribosomal protein 24 3 (1) 3 (1) 

NCU07367 proteasome 26S subunit 24 8 (1) 8 (1) 

NCU05075 mitochondrial tricarboxylate transporter 24 7 (1) 6 (1) 

NCU08620 40S ribosomal protein S16 23 7 (1) 5 (1) 

NCU05833 hypothetical protein NCU05833 23 26 (1) 14 (1) 

NCU10344 cytochrome P450 98A3 23 30 (1) 16 (1) 

NCU01398 thiol methyltransferase 23 7 (1) 5 (1) 

NCU03407 rho1, variant 23 19 (1) 11 (1) 

NCU02075 unnamed protein product 23 24 (2) 16 (2) 

NCU00444 
related to transcription initiation factor IIF 

30K chain 
22 10 (1) 6 (1) 

NCU02623 
mitochondrial hypoxia responsive domain-

containing protein 
22 11 (1) 8 (1) 

NCU09119 ATP synthase subunit gamma 22 7 (2) 6 (1) 

NCU01452 probable ribosomal protein 10, cytosolic 22 3 (1) 3 (1) 

NCU07414 DnaJ family protein 92 14 (3) 9 (3) 

NCU00489 cytoplasmic ribosomal protein 10 21 10 (1) 9 (1) 

NCU07232 heat shock protein 30 21 24 (1) 11 (1) 

NCU01577 hypothetical protein 21 17 (1) 3 (1) 

NCU02123 Mitochondrial GTPase 21 25 (1) 15 (1) 

NCU07556 TBP associated factor 21 55 (1) 34 (1) 

NCU07072 galactose-1-phosphate uridylyltransferase 20 9 (1) 8 (1) 

NCU08307 hypothetical protein, variant 20 20 (1) 12 (1) 

NCU16511 ADP-ribose 1''-phosphate phosphatase 20 28 (1) 16 (1) 

NCU08772 
Cyclin-dependent protein kinase complex 

component 
20 9 (1) 3 (1) 

NCU00962 hypothetical protein 19 37 (1) 24 (1) 

NCU06037 hypothetical protein NCU06037 19 4 (1) 4 (1) 

NCU06110 Thiamine thiazole synthase 19 8 (1) 8 (1) 

NCU06511 hypothetical protein NCU06511 19 15 (1) 12 (1) 

- Uncharacterized protein 19 5 (1) 4 (1) 

NCU00405 glycyl-tRNA synthetase 1 19 23 (1) 18 (1) 

NCU03592 Phospholipid-transporting ATPase 19 35 (1) 25 (1) 

NCU07806 hypothetical protein NCU07806 19 7 (1) 4 (1) 

NCU10806 putative protein 18 15 (1) 4 (1) 

NCU02405 hypothetical protein NCU02405 18 16 (1) 5 (1) 

NCU08718 related to integral membrane protein pth11 18 7 (1) 5 (1) 

NCU01981 
Translation machinery-associated protein 

22 
17 2 (1) 2 (1) 

NCU06438 DNA repair helicase RAD25 17 17 (1) 11 (1) 

NCU09468 alpha-tubulin B 17 9 (1) 6 (1) 

NCU04088 hypothetical protein NCU04088 17 29 (1) 21 (1) 

NCU07050 hypothetical protein NCU07050 17 6 (1) 4 (1) 

NCU05151 Phosphoketolase 17 19 (1) 12 (1) 

NCU00634 ribosomal protein L14 16 5 (1) 4 (1) 

NCU09132 alpha-tubulin A 16 10 (1) 6 (1) 
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NCU05363 probable 26S protease subunit RPT6 16 15 (1) 11 (1) 

NCU09367 phosphatidylinositol 3-kinase 3 16 61 (1) 33 (1) 

NCU09072 hypothetical protein NCU09072 15 16 (1) 2 (1) 

NCU08885 hypothetical protein NCU08885 15 8 (1) 7 (1) 

NCU02609 conserved hypothetical protein 15 21 (1) 13 (1) 

NCU07516 RING finger membrane protein 14 24 (1) 12 (1) 

NCU09898 hypothetical protein NCU09898 14 20 (1) 8 (1) 

 

 

DISCUSSÃO 

 

A resposta ao estresse é uma propriedade fundamental para os 

microrganismos e garante a sobrevivência quando ocorre mudanças no meio 

ambiente. Para alcançar tal habilidade, mecanismos evoluíram para sentir e 

responder às diferentes condições de estresse. Em geral, as redes de resposta ao 

estresse incluem reguladores que são altamente conservados em eucariotos e 

aqueles que são específicos de um organismo em particular. Vários estudos têm 

demonstrando que as proteínas AAA+ ATPases RVBs aparentemente estão 

envolvidas em distintos eventos biológicos, com foco no contexto do câncer; no 

entanto, seus papéis funcionais precisos em cada um destes processos ainda não 

são completamente compreendidos. Recentemente, sua associação com a resposta 

ao estresse começou a ser discutida na literatura [107–110]. Entretanto, os dados 

preliminares não confirmaram a conexão funcional entre as proteínas RVBs e a 

resposta ao estresse, exceto sua importância como desagregases proteicas 

componentes do agressomo em mamíferos [109]. Neste trabalho, uma nova 

funcionalidade das proteínas RVB-1 e RVB-2 é discutida no contexto da resposta 

induzida por estresse em N. crassa. 

Em um trabalho anterior, a proteína RVB-1 foi identificada em extratos 

nucleares do fungo Neurospora crassa submetidos a estresse térmico, como uma 

proteína que liga à região promotora do gene gsn de maneira STRE-dependente 

[120]. Estes resultados levaram nosso grupo de pesquisa a investigar as 

propriedades estruturais e funcionais dessa família de proteínas [19] e seu 

envolvimento na resposta ao estresse neste fungo filamentoso. [19], mostraram que 

as proteínas RVB-1 e RVB-2 de N. crassa são proteínas nucleares essenciais para o 

fungo, influenciando em diversas fases do seu desenvolvimento. Além disso, foi 
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demonstrado que ambas interagem formando múltiplos estados oligoméricos 

dependentes de nucleotídeos, sendo hexâmeros os majoritariamente identificados. 

Elas são ATPases ativas que ligam a DNA dupla fita estimulando consideravelmente 

sua atividade ATPase [19].  

Na levedura Saccharomyces cerevisiae, a proteína Rvb1 foi identificada em 

agregados celulares sob estresse térmico [107] e em condensados perinucleares em 

células da levedura sob certas condições de crescimento [108], no entanto, a 

expressão e a localização da proteína não foram alteradas sob diferentes condições 

de estresse [108]. Em células de mamíferos, as proteínas RuvBLs exercem uma 

função importante na proteostase proteica, interagindo com componentes do 

agressomo sob estresse proteotóxico e desempenhando papeis como desagregases 

proteicas, sendo sua atividade ATPase influenciada pela presença de proteínas 

desagregadas [109]. Neste trabalho, nós demonstramos por meio de ensaios de 

expressão proteica e de localização subcelular que as proteínas RVB-1 e RVB-2 

permanecem nucleares após estresse induzido por sal e temperatura e também 

observamos suas presenças em condensados na região perinuclear sob estresse, 

um fenômeno previamente descrito em células de levedura e humanos estressadas, 

como mencionado anteriormente [108,109]. Porém, a expressão das proteínas de 

levedura não é regulada sob estresse, diferentemente do que é descrito aqui para as 

proteínas de N. crassa.  

Os promotores dos genes rvb-1 e rvb-2 mostraram serem ricos em motifs de 

ligação para fatores de transcrição de N.crassa descritos ativar genes de resposta a 

estresse, como a presença do motif HSE, reconhecido e ligado pelo fator de 

transcrição HSF-1 [35,133,134], STRE [39] reconhecido por SEB-1 [16] e motif para 

PAC-3, [14,66,135] o que sugere que diferentes fatores de transcrição podem agir 

regulando a expressão gênica destas proteínas sob diferentes estresses, de tal 

forma a aumentar seu conteúdo proteico nestas condições, principalmente como 

demonstrado sob estresse térmico e osmótico causado por NaCl.  

De fato, a região promotora dos genes codificadores destas proteínas 

parecem ser essencial para a célula, uma vez que durante o desenvolvimento deste 

trabalho foram realizadas tentativas de trocar a região promotora de ambos genes 

por um promotor induzido por cobre (Ptcu), uma metodologia descrita em N. crassa 

e que permite regular o nível da expressão gênica por controlando a concentração 



139 
 

de cobre [136]. Essa metodologia permite estudar fenótipos em linhagens cujos 

genes são essenciais, tais como as linhagens mutantes rvb-1 e rvb-2, porém as 

linhagens transformadas Prvbs::Ptcu cresceram apenas na forma heterocária e 

apresentaram fenótipos muito doentes que inviabilizavam suas caracterizações 

(resultados não mostrados nesta Tese). Outra técnica que utilizamos foi o 

cruzamento das linhagens mutantes Δrvb-1 e Δrvb-2 com uma linhagem Δsad-1. O 

locus sad-1 codifica uma RNA polimerase dependente de RNA essencial para 

silenciamento meiótico por DNA não pareado, sendo que a ausência do alelo 

supressor sad-1 impede o emparelhamento adequado ao seu homólogo selvagem 

durante a meiose induzindo o silenciamento do gene na célula e permitindo que 

alguns genes essenciais por métodos convencionais (como substituição homóloga 

do gene pela sequência hph) sejam viáveis sob o fenótipo Δsad-1 [137]. Entretanto, 

também não obtivemos sucesso utilizando essa técnica (resultado não mostrado), 

sendo os genes rvb-1 e rvb-2 essenciais como descrito [19].  

No contexto de estresse, a via MAPK HOG-1 de transdução do sinal na 

presença de variações osmóticas, é conhecida por ativar genes de resposta a 

estresse térmico em N. crassa levando à indução da expressão das chaperonas 

HSP70-1 e HSP90-1 [54]. Isso sugere que esta via também pode ser importante 

para a ativação das RVBs no estresse térmico e osmótico e que o complexo RVB-

1/RVB-2 pode atuar na estabilização destas vias. Em células humanas, as proteínas 

RuvBLs estabilizam proteínas da família fosfatidilinositol-3-kinases [97,100], bem 

como modulam a atividade dos reguladores transcricionais c-Myc e β-catenina, 

desempenhando papéis no desenvolvimento e progressão do câncer [102,138]. A 

presença de proteínas sinalizadoras imunoprecipitadas com RVB-1 após estresse 

osmótico, neste trabalho, como Ca/CaM-dependente quinase-1, fosfatidilinositol 3-

quinase 3, CDC-25, PCL-1 e da GTPase RHO-1 contribuem para esta hipótese, 

mostrando conservação de funções e novas interações das RVBs em condições 

específicas. Embora não investigado neste trabalho, a presença das proteínas PCL-

1 e RHO-1 como proteínas que interagem com RVB-1 sob estresse osmótico trás luz 

para estudos promissores no futuro. PCL-1 é um ciclina multifuncional ortóloga às 

Pcls (Pho85 cyclins) de S. cerevisiae e o trabalho recente (capítulo III) mostrou o 

papel multifuncional desta proteína, incluindo metabolismo de glicogênio, 

desenvolvimento e resposta ao estresse causado por NaCl e cálcio. Já RHO-1 é 
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uma GTPase de membrana importante na resposta ao estresse de parede celular 

[139], o que corrobora com os resultados de sensibilidade das mutantes Δrvb-1 e 

Δrvb-2 frente à presença de Congo Red, um agente indutor de estresse de parede. 

A presença nos resultados de imunoprecipitação de um regulador da síntese de 

quitina sob estresse térmico (NCU02351) reforça esta hipótese. 

Neste trabalho, as proteínas RVBs foram identificadas como componentes de 

grânulos de estresse (SGs). A literatura é muito rica em informação sobre as funções 

e constituintes destas estruturas [140–144] e outros. Utilizando ensaios de 

imunoprecipitação com um componente de SG de S. cerevisiae e de mamífero, [110] 

identificaram as proteínas RVBs como componentes de um grande proteoma 

sugerindo que suas atividades ATPase seriam importantes em diferentes etapas na 

montagem e desmontagem destes grânulos. No entanto, suas presenças não foram 

comprovadas por experimentos adicionais. A composição dos SGs para estes 

organismos foi definida, mostrando ser constituída 50% por proteínas ligantes a 

mRNA e rRNA (RNPs) [110,142], assim como também estão presentes fatores de 

elongamento da tradução, subunidades AAA+ do proteassomo, chaperonas da 

família das 30 e 70-kDa, DEAD box helicases e as proteínas Rvbs, além de uma 

variedade transcriptomica muito grande [110]. Curiosamente, a proteína glicolítica 

gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GA3PDH) foi identificada como componente 

de SG de células de mamífero, mas não na levedura [109].  

A presença de fatores de alongamento da tradução, muitas RNPs e da 

proteína GA3PDH imunoprecipitados com RVB-1 após estresse, neste trabalho, nos 

levou a investigar se as RVBs de N. crassa mantinham esta função conservada. Nós 

comprovamos que, assim como na levedura e células de mamíferos, N. crassa 

apresenta grânulos de estresse assim como mostramos a presença das proteínas 

RVB-1 e RVB-2 como componentes destes grânulos por microscopia de 

fluorescência. Além disso, mostramos que a proteína glicolítica GA3PDH está 

presente em extratos enriquecidos com estes grânulos em N. crassa. A presença 

desta enzima nos experimentos de estresse sugere que GA3PDH e RVB-1 podem 

interagir através desses grânulos e que os mecanismos de montagem e 

desmontagem de SGs, assim como seus componentes no fungo filamentoso, podem 

estar mais relacionados às células de mamíferos do que à levedura S. cerevisiae. 
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Um resultado interessante foi a modulação da expressão de maneira oposta 

em resposta à luz das proteínas RVB-1 e RVB-2. Enquanto RVB-1 é regulada 

positivamente nos primeiros tempos de exposição a luz (expressão máxima em 30 

min) a expressão de RVB-2 é reprimida sob luz nesta mesma condição. A 

identificação de elementos de resposta à luz (LRE [130]) nos promotores rvb-1 e rvb-

2 reforça que os genes podem ser regulados pela luz. A resposta à luz em N. crassa 

está sob o controle dos fatores de transcrição WC-1 e WC-2 do tipo GATA, os quais 

formam o complexo heterodimérico WCC-1/2 e regula a expressão transcricional de 

genes relacionados ao relógio circadiano [145,146]. A resposta à luz também 

envolve a remodelação da cromatina e a regulação de RVB-1 e RVB-2 pela luz é 

esperada, pois são ATPases ativas e são componentes de vários complexos 

remodeladores da cromatina, evidenciados pelos nossos ensaios de 

imunoprecipitação. Um estudo recente [147] relaciona os transcritos e as proteínas 

regulados pelo relógio na linhagem selvagem de N. crassa e no mutante ∆csp-1, um 

fator de transcrição regulado por WCC que atua como repressor de genes 

envolvidos com o relógio [130]. Enquanto apenas o gene rvb-2, mas não a proteína 

RVB-2, é rítmico na linhagem selvagem, ambas as proteínas são rítmicas de uma 

maneira dependente de CSP-1 [147], revelando uma discordância entre a expressão 

do mRNA rvb-2 e a tradução proteica e, mais importante, uma conexão de ambas as 

proteínas ao relógio circadiano através de CSP-1.  

Sugerimos que a regulação pós-transcricional possa explicar a regulação 

oposta de RVB-1 e RVB-2 sob a luz descrita neste trabalho, um tipo de regulação de 

expressão que merece ser investigado futuramente. Além disso, resultados recentes 

de uma aluna de Iniciação científica do laboratório, demostrou que diferente do 

relatado por [147], as proteínas RVB-1 e RVB-2 apresentam expressão circadiana, 

com períodos variando ao redor de 24 h, de maneira independente de CSP-1, 

embora o fator de transcrição regule consideravelmente a expressão de ambas 

proteínas na célula. Curiosamente, foi recentemente descrito que tanto em células 

humanas quanto em camundongos, RUVBL2 interage com outras proteínas do 

relógio na cromatina para regular a fase circadiana. Além disso, ambos os 

transcritos RUVBL1 e RUVBL2 são rítmicos [148]. Estes resultados mostram uma 

conservação de funções específicas das proteínas RVBs em N. crassa e revelam 

que as proteínas RVB-1 e RVB-2 são ATPases reguladas por luz e pelo relógio 
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biológico do fungo, podendo representar um papel importante na regulação gênica 

mediada pelo relógio, via complexos de remodelagem de cromatina, interação com 

seus componentes em momentos específicos e outras funções ainda 

desconhecidas.  

As proteínas RVB-1 e RVB-2 são componentes essenciais de complexos de 

remodelagem da cromatina, como os da família INO80, Swr1/SRCAP e o complexo 

TIP60/ NuA4 histona acetiltransferase (HAT) [132,149]. Entretanto, seus papéis e 

estados oligoméricos nesses complexos permanecem ainda controversos 

[132,150,151] Sabe-se que as proteínas Rvbs regulam a expressão gênica de 

componentes do INO80 [152], que a atividade ATPásica de ambas é importante para 

a maturação desse complexo e que a proteína Rvb2 recruta Arp5 na subunidade 

Ino80 em S. cerevisiae [153]. Recentemente, estruturas crio-EM de INO80 de 

Chetomium thermophilum e de humano [154–156] e Swr1/SRCAP de levedura e 

humano [157,158] revelaram que RUVBL1 e RUVBL2 são âncoras para outras 

proteínas destes complexos, contribuindo de forma motora por meio de sua 

atividade ATPase. O complexo INO80 realiza deslizamento de nucleossomos e troca 

de histonas H2A/H2B, enquanto Swr1/SRCAP troca exclusivamente variantes de 

histonas. Apesar de apresentarem diferentes mecanismos de ação, esses 

complexos compartilham uma arquitetura semelhante, conservada de leveduras a 

humano [149]. O dodecâmero RUVBL1–RUVBL2 compõe o núcleo desses 

complexos utilizando seu domínio DII exposto de cada anel hexamérico para 

interagir com as proteínas motoras INO80 ou Swr1/SRCAP, de um lado, e com as 

subunidades reguladoras ARP5/IES6 (INO80) ou ARP6 (Swr1 /SRCAP) do outro 

lado. A interação com esses componentes é dirigida pela flexibilidade dos domínios 

DII das proteínas RUVBL1 eRUVBL2 cuja conformação muda significativamente 

para se adaptar aos parceiros. No complexo Swr1, o hexâmero RUVBL1/RUVBL2 

também interage com as subunidades reguladoras ligadas ao nucleossomo 

Swc2/4/6 (Willhoft e Wigley, 2020; Dauden, López-Perrote e Llorca, 2020). ARP4, 

por outro lado, interage com actina e parece desempenhar papéis compartilhados 

em diferentes complexos, alternando a composição de nucleossomos de maneira 

ATP-dependente (INO80 e SWR1) ou modificando histonas pós-tradução 

(TIP60/NuA4) [159]. 
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Neste trabalho, mostramos nos experimentos de imunoprecipitação a 

conservação de muitos componentes destes complexos em N. crassa, como as 

unidades motoras INO80 e SWR-1, bem como suas proteínas acessórias IESs, 

ARP-6, ARP8, ARP5, ARP4, SWC-4 e outros. Além disso, muitos destes 

componentes são ligeiramente mais conservados com seus homólogos em humano 

(porcentagens de identidade ao nível proteico), do que em leveduras, destacando N. 

crassa como um bom modelo de estudos futuros de aspectos estruturais destes 

complexos. Neste trabalho, com foco na regulação mediada por estresse, estes 

componentes foram identificados co-imunoprecitando com RVB-1 tanto em 

condições vegetativas de crescimento quanto após estresse térmico e osmótico, em 

alto score, sugerindo um papel importante destes complexos durante estresse. De 

fato, nós mostramos que linhagens mutantes para os componentes do complexo 

INO80 (ARP4, ARP5 e ARP8) bem como do complexo SWR-1 (ARP4, ARP-6 e 

SWC-4) são sensíveis a diferentes tipos de estresse, assim como as mutantes 

RVBs. Isso sugere que estes complexos são requeridos durante estresse na 

cromatina, de forma a regular a expressão gênica garantindo uma resposta rápida 

frente às mudanças ambientais. Além disso, as linhagens mutantes nestas proteínas 

apresentaram em sua totalidade fenótipos semelhantes ao das linhagens mutantes 

RVBs em relação ao desenvolvimento do fungo. É importante enfatizar que as 

linhagens mutantes nas proteínas ARP-4, ARP-5 e SWC-4 são heterocarios, 

portanto indicando que tais proteínas são essenciais. Em S. cerevisiae, SWC4 e 

ARP4 são genes essenciais essencial [160,161], mas ARP5 não, apesar de estar 

descrito que a linhagem ARP5Δ é sensível ao aumento da temperatura [162], o que 

corrobora com nosso resultado.  

Outro resultado importante deste trabalho foi a identificação da proteína 

shugoshin nos experimentos de imunoprecipitação da proteína RVB-1 durante 

estresse térmico. As proteínas shugoshin são conservadas e ubíquas entre os 

eucariotos, variando de maneira espécie-específica em número de parálogas, 

isoformas por splicing alternativo, função e localização celular, embora estejam 

amplamente relacionadas com processos de divisão celular [163–165]. Elas 

apresentam majoritariamente localização nuclear e são capazes de ligar a histonas 

[164,166,167], mas também são descritas como presentes em múltiplos locais na 

célula, agindo como adaptadoras, mediando interações proteína-proteína de 
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maneira espaço-temporal [168]. Recentemente, a proteína SGO2 de camundongo 

foi identificada como essencial para resposta ao choque térmico, via interação com 

HSF-1 em elementos HSE localizados no gene HSP70 [114]. Esta proteína mostrou 

regular a resposta ao estresse servindo como moduladora na cromatina na 

montagem do complexo da transcrição, interagindo com muitos alvos, entre eles as 

proteínas RuvBL1/2 [114]. Expressão diminuída ou inexistente de proteínas 

shugoshin está relacionada a diversos tipos de câncer como o de cabeça e pescoço, 

de nasofaringe, neuroblastoma, de próstata e de pulmão [169]. Além disso, 

recentemente, a diminuição na expressão de SGO1 em células cerebrais de 

camundongos causou o acúmulo de proteínas beta amiloides provocando um 

desenvolvimento espontâneo da doença de Alzheimer [170]. Embora as proteínas 

RuvBL1 e RuvBL-2 estejam presentes no trabalho de [114] nos ensaios de 

imunoprecipitação com a proteína SGO2 durante estresse térmico, não foi 

comprovado experimentalmente que a proteína SGO2 interage com o complexo 

RuvBL.  

Neste trabalho, a identificação da proteína nos levou a investigar se a mesma 

pode exercer uma função conservada com a proteína de Mus musculus na resposta 

ao estresse. A proteína de N. crassa apresentou semelhanças estruturais com a 

proteína SGO2 de camundongo, preditas por AlphaFold, como a presença de um 

grande domínio -hélice N-terminal e regiões desprovidas de estrutura. Vale 

ressaltar que apenas um trabalho na literatura realizou um estudo estrutural da 

proteína SGO1 humana, mas devido a sua instabilidade na forma recombinante, 

apenas o domínio -hélice foi caracterizado [171]. A linhagem de N. crassa mutante 

∆sgo-1 apresentou poucos fenótipos relacionados ao desenvolvimento, com aspecto 

semelhante à linhagem selvagem. No entanto, seu crescimento foi afetado por 

diferentes tipos de estresse, principalmente térmico, osmótico e oxidativo. Ensaios 

preliminares in vitro revelaram que a proteína SGO-1 interage diretamente com a 

proteína RVB-1, mas não com RVB-2, sugerindo que possa existir um mecanismo 

de interação in vivo no qual SGO-1 interage com o complexo RVB-1/RVB-2 no 

estresse via RVB-1, permitindo que RVB-2 interaja com outros alvos. Além disso, a 

proteína SGO-1 apresentou localização predominantemente nuclear, mas pode estar 

localizada em diferentes regiões celulares após estresse térmico e osmótico. 

Também, a presença de NLSs na estrutura primária da proteína SGO-1, sugere que 
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assim como descrito para as proteínas RVBs, seu tráfego núcleo/citoplasma pode 

ser por meio da via clássica envolvendo importinas-α/β [19,172].   

A identificação da proteína SGO-1 no choque térmico, abre portas para 

diversos estudos funcionais e estruturais dessa proteína. A proteína SGO-1 de N. 

crassa é solúvel na forma recombinante, diferente do que foi relatado para as 

proteínas de humano [171] tornando um excelente modelo para compreender 

aspectos estruturais ainda pouco conhecidos. O seu papel transcricional, bem como 

a importância da proteína SGO-1 na promoção da homeostase celular também 

precisa ser mais bem elucidado. Sua função na literatura em prevenir agregados 

celulares [114] é promissora, porém mais estudos são necessários para entender as 

funções dessas proteínas, incluindo as RVBs, nestes processos celulares. 

Outro resultado interessante deste trabalho foi o envolvimento das proteínas 

RVBs no metabolismo de carboidratos. Várias proteínas envolvidas no processo de 

síntese de glicogênio foram identificadas nos ensaios de IP, como GNN, GSN e 

GBE, assim como a interação com GNN in vivo parece ocorrer. A proteína RVB-1, 

como já foi descrito, foi identificada em nosso laboratório possivelmente ligando de 

maneira STRE-dependente ao promotor gsn durante choque térmico [120], o qual é 

reconhecido pelo fator de transcrição SEB-1 [16]. 

Curiosamente, trabalhos vem relatando a presença das proteínas envolvidas 

na síntese de glicogênio em diferentes regiões da célula, incluindo o núcleo. O 

glicogênio nuclear foi documentado pela primeira vez no início década de 1940 

[173], mas seu papel na fisiologia celular ainda não é totalmente compreendido 

[174]. Glicogênio nuclear foi relatado em hepatócitos humanos localizados em 

grânulos discretos na região perinuclear interna [175]. A localização intracelular da 

proteína glicogênio sintase muscular humana, expressa em hepatócitos de 

camundongos, está localizada no núcleo na ausência de glicose [176], mas 

transloca-se para o citoplasma na presença do açúcar de maneira independente de 

insulina, resultado contrário ao que foi relatado para a glicogênio sintase hepática 

[177]. Em S. cerevisiae, a Gsy2p (glicogênio sintase 2) localiza-se dispersa no 

citoplasma em resposta à presença de glicogênio [178], porém em condições nas 

quais o conteúdo de glicogênio é baixo Gsy2 encontra-se localizada em grânulos 

discretos no citoplasma, possivelmente ligada aos estoques intracelulares do 

carboidrato. No entanto, sob condições de ausência de glicogênio, Gsy2p localiza-se 
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principalmente no núcleo celular [178]. Recentemente, em células de câncer de 

pulmão, foi documentado que glicogênio pode ser sintetizado de novo no núcleo e 

serve como substrato para a acetilação de histonas, o que desempenha um papel 

importante na tumorigênese [174]. Estes resultados sugerem que as enzimas 

regulatórias da síntese de glicogênio podem interagir com proteínas de funções 

regulatórias associadas a complexos proteicos no núcleo, incluindo as RVBs, como 

os nossos resultados mostram. Pouco se sabe sobre o papel das RVBs nestes 

processos, no entanto glicogênio diminuído foi observado em células de fígado de 

camundongos expressando baixos níveis de RUVBL1 [179].       

Neste sentido, a presença de enzimas do metabolismo de glicogênio nos 

experimentos de imunoprecitação da proteína RVB-1 após estresse, sugere um 

papel ainda desconhecido destas proteínas. Nós mostramos que RVB-1 interage in 

vivo com GNN de maneira independente de estresse e GNN é uma enzima 

altamente regulada por estresse térmico e osmótico, mostrando estar super 

expressa nessas condições (resultados deste trabalho). Além disso, níveis menores 

de glicogênio foram encontrados nas linhagens mutantes heterocárias para ambas 

as proteínas RVB-1 e RVB-2. Considerando o papel importante do glicogênio e das 

proteínas RVBs no câncer, nosso trabalho trás luz para uma nova função que 

merece uma investigação futura, pressupondo um papel central destas proteínas no 

metabolismo.  

Finalmente, a ausência de Hsp90 nos nossos resultados de 

imunoprecipitação nos levaram a investigar a presença dos componentes do 

complexo R2TP em N. crassa, os quais mostraram estar ausentes nesta classe de 

fungos. Ortólogos para estas proteínas não apareceram nos bancos de dados de 

Neurospora ou outros fungos filamentosos [19]. O complexo R2TP foi identificado 

pela primeira vez em levedura, formado pelas proteínas Rvbs, Tah1 e Pih1, as quais 

interagem com a chaperona Hsp90 [180,181]. Juntas, estas proteínas formam 

diferentes complexos multiméricos, nas quais Pih1 e Tah1 agem como proteínas 

adaptadores (Kakihara e Houry, 2012). Estes complexos levam as proteínas RVBs a 

estarem envolvidas em vários processos celulares, interagindo com muitas proteínas 

clientes distintas, como na biogênese de snRNPs (proteínas ribonucleolares 

pequenas) e estabilização de PIKKs [181]. Além disso, recentemente foi mostrado 

que o complexo de humano pode envolver a participação dessas proteínas em 
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subcomplexos R2P e R2T, agindo em substratos diferentes com função chaperona-

like [182]. Porém, as Rvbs de levedura também foram descritas como capazes de 

interagir diretamente com Hsp90 na ausência de Pih1 e Tah1, indicando que os 

processos celulares podem ser mantidos mesmo na ausência dessas proteínas 

[106].  

Nossos resultamos, no entanto, não identificaram HSP90 em nenhum dos 

experimentos de imunoprecipitação realizado, mas a proteína HSP90 mostrou ser 

uma chaperona expressa dependente de choque térmico em N. crassa, assim como 

previamente relatado para seus transcritos [183]. Embora a interação não tenha sido 

mostrada, neste trabalho, proteínas envolvidas na biogênese de snRNAs e uma 

PIKK foram encontradas nos experimentos de imunoprecipitação, sugerindo que 

funções associadas às RVBs via R2TP podem estar mantidas mesmo na ausência 

do complexo. Podemos sugerir que os mecanismos de interação entre HSP90 e 

RVB-1/RVB-2, se existirem, devem envolver proteínas diferentes em momentos 

específicos.  

Concluindo, este é o primeiro trabalho de caracterização funcional das 

proteínas RVB-1 e RVB-2 no contexto da resposta ao estresse em fungos 

filamentosos, acrescentando novas funções para estas proteínas. Este trabalho 

demostrou por meio de seus experimentos que as proteínas RVBs são reguladas 

por estresse, principalmente térmico, osmótico e luz e que além das RVBs, alguns 

complexos associados (INO80 e SWR-1) podem estar envolvidos na resposta ao 

estresse, possivelmente facilitando o acesso da cromatina nestas condições. Além 

disso, o grande número de interações identificadas, mostram que estas proteínas 

agem de maneira geral e específica, sendo importantes para uma correta resposta 

celular frente ao estresse. 
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CAPÍTULO 3. Estudo do envolvimento da ciclina multifuncional PCL-1 na 

resposta a estresse em Neurospora crassa.  

 

 

Neste capítulo, serão apresentados os resultados de caracterização da ciclina 

multifuncional PCL-1 em Neurospora crassa. Parte dos resultados copilados neste 

capítulo foram realizados por outros alunos do laboratório e colaboradores, como 

seu envolvimento no metabolismo de glicogênio, divisão celular e resultados 

relacionados a modelagem e dinâmica molecular. Porém, durante as atividades de 

pesquisa que compõe esta Tese, o aluno caracterizou funcionalmente a linhagem 

mutante, bem como uma linhagem complementada, em funções relacionadas a 

germinação, localização subcelular e envolvimento em estresse, principalmente 

relacionados à resposta a cálcio. Com este conjunto de resultados, redigimos um 

extenso manuscrito, que busca apresentar para a comunidade científica as múltiplas 

funções da ciclina PCL-1, produto da ORF NCU08772.  

 

 

 

 

 

 

Manuscrito submetido à Microbiology Spectrum.  

 

 

 

 

Segundo INSTRUÇÃO NORMATIVA No 01, de 29 de abril de 2022, que dispõe sobre as normas para 
apresentação de dissertações e teses do Programa de Pós-graduação em Biotecnologia, despacho 
n° 083/2022 – CoPGB/IQ-CAr, aprovada pelo Conselho do Programa de Pós-Graduação em 
Biotecnologia em Reunião de 13/04/2022, esta tese será apresentada na forma de capítulos contendo 
os manuscritos gerados a partir dos resultados obtidos durante as atividades de doutorado. 
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ABSTRACT 

Cyclins are a family of proteins characterized by possessing a cyclin box domain that 

mediates binding to cyclin dependent kinases (CDKs) partners. In this study, the search for a 

partner cyclin of the PHO85-1 CDK retrieved PCL-1 an ortholog of yeast Pcls (for Pho85 

cyclins) that performs functions common to Pcls belonging to different cyclin families. We 

show here, that PCL-1, as a typical cyclin, is involved in cell cycle control and cell 

progression. In addition, PCL-1 regulates glycogen metabolism; pcl-1 cells accumulate 

higher glycogen levels than wild-type cells and the glycogen synthase (GSN) enzyme is less 

phosphorylated and, therefore, more active in the mutant cells. Together with PHO85-1, 

PCL-1 phosphorylates in vitro GSN at the Ser636 amino acid residue. Modeling studies 

identified PHO85-1 and PCL-1 as a CDK/cyclin complex, with a conserved intermolecular 

region stabilized by hydrophobic and polar interactions. PCL-1 is also involved in calcium 

and NaCl stress response. pcl-1 cells are sensitive to high NaCl concentration; on the 

contrary, they grow better and overexpress calcium responsive genes under high calcium 

chloride concentration compared to the wild-type strain. The expression of the calcium-

responsive CRZ-1 transcription factor is modulated by PCL-1, and this transcription factor 

seems to be less phosphorylated in pcl-1 cells since exhibits nuclear location in these cells 

in the absence of calcium. Our results show that PCL-1 locates at different cell regions 

suggesting that it may determine its activity by controlling its intracellular location and reveal 

an interesting functional divergence between yeast and filamentous fungus cyclins. 
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IMPORTANCE 

 Proteins belonging to the cyclin family share a common structural motif, the cyclin box 

domain (CBD), which mediates binding to their cyclin-dependent kinase (CDK) partner 

controlling their activity. In addition to their role in cell cycle regulation, CDK/cyclin complexes 

have been implicated in a wide functional diversity. Neurospora crassa synthesizes a few 

cyclins compared to Saccharomyces cerevisiae, and little is known concerning the functional 

roles of cyclins in this filamentous fungus. This study reveals the functionality of a protein 

identified as a cyclin, and named as PCL-1, based on the existence of a CDB predicted by 

AlphaFold. The results provide new insights into the functional role of cyclins in Neurospora 

and reveal an interesting divergence between yeast and filamentous fungus concerning the 

functionality of this protein family. 

 

KEYWORDS CDK/cyclin complex, protein phosphorylation, stress response, CRZ-1 

transcription factor, Neurospora crassa 
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INTRODUCTION 

Cyclins are a family of structurally related and highly conserved proteins that 

regulate cell cycle, transcription, and other cellular processes. Numerous cyclins 

have been described in the genomes of higher eukaryotes associated with various 

stages of the cell cycle. They can associate with proteins called cyclin dependent 

kinases (CDKs), a family of serine/threonine kinases, regulating their activity and 

determining the substrate specificity of the kinase complex. The association with 

CDKs and the additional regulation of CDKs by phosphorylation result in a highly 

intricate regulatory complex that drives the cellular events (1-3). In addition to their 

important role in controlling of cell cycle progression, CDKs also modulate 

transcription in response to signals being considered attractive targets for drug 

development (4).  

The Pho85p is a CDK from Saccharomyces cerevisiae that is activated by 

different cyclins, resulting in gene expression regulation, which affects many cellular 

processes depending on the cyclin partner (5, 6). Unlike CDKs involved in the cell 

cycle that require phosphorylation of a specific serine or threonine residue for 

maximal activation, phosphorylation of Pho85 is not required for activity (7). In yeast, 

ten Pho85 cyclins, referred to as Pcls (for Pho85 cyclins), have been identified, which 

have been grouped in two subfamilies, the Pho80 subfamily consisting of Pho80, 

Pcl6, Pcl7, Pcl8, and Pcl10, and the Pcl1,2 subfamily comprising the Pcl1, Pcl2, Pcl5, 

Pcl9, and Clg1 (6). The association to a particular cyclin directs Pho85 to various 

cellular processes, such as metabolic pathways (phosphate, carbohydrate, and lipid 

metabolism) and cell cycle functions (8-11). One of the best characterized substrates 

for the Pcl-Pho85 complex is the yeast glycogen synthase (Gsy2p), the predominant 

and nutritionally regulated enzyme that catalyzes the rate limiting step in the 

synthesis of the storage carbohydrate glycogen. The glycogen synthase enzyme 

family is known to be negatively regulated by phosphorylation in multiple sites, both 

at the N- and C- termini, which are substrates for different kinase proteins that 

inactivate the enzyme preventing high glycogen accumulation (12). The Gsy2 

enzyme possesses three C-terminus phosphorylation sites, and the Pho85 protein 

has been described as a kinase that negatively regulates glycogen accumulation by 

Gsy2 phosphorylation. The Pcl8 and Pcl10 cyclins were the first to be implicated in 

the enzyme phosphorylation, and the Pcl10-Pho85 complex was demonstrated to 
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directly phosphorylate the enzyme (13-15). Additionally, the Pcl6 and Pcl7 cyclins 

have also been reported to be involved in the control of glycogen accumulation by 

the Pho85 protein kinase (16). 

An important issue is understanding the structural basis of how Pcls target 

Pho85 to different substrates and the regulatory mechanisms involved in identifying 

the activating signals for each Pcl-Pho85 complex. The crystal structures of the 

Pho85-Pho80 (17) and Pho85-Pcl10 (18) complexes were reported, and revealed 

important information for understanding substrate recognition and how the complex 

makes unnecessary the phosphorylation of the Pho85 activation loop, which is 

required for full activation of CDK-cyclin complex acting in cell cycle (7).  

The fungus Neurospora crassa has been widely used as a model organism for 

fundamental aspects of eukaryotic biology, and we have been studying the main 

regulatory molecular mechanisms that work together to maintain proper glycogen 

levels in this fungus. Using a collection of N. crassa protein kinase mutant strains, we 

searched for protein kinases that regulate glycogen metabolism, and the ORF 

NCU07580 was identified as a putative kinase involved in glycogen metabolism 

control. The heterokaryon knockout strain exhibits higher glycogen levels and less 

phosphorylated glycogen synthase enzyme; therefore, an enzyme more active than 

the one from wild-type strain (19). This protein is annotated in the fungus database 

as a cyclin-dependent protein kinase, and was formerly named as PGOV (20). Based 

on its high identity to the S. cerevisiae Pho85 protein, we renamed here as PHO85-1, 

according to N. crassa nomenclature (21). As previously mentioned, Pho85 CDK 

requires different cyclins for activation, and, in yeast, the Pcl6, 7, 8, and 10 cyclins 

are described as partners proteins that target the kinase to glycogen substrate. To 

identify the N. crassa partner cyclin that directs PHO85-1 to glycogen substrate, the 

four yeast cyclins were used as queries and only the ORF NCU08772 was retrieved. 

The encoded protein is annotated as nuclear division-60, and is named here as PCL-

1, as it is the first, and probably only, PHO85-1 CDK cyclin characterized in N. 

crassa. 

We demonstrated here that the N. crassa PCL-1 is a real cyclin based on its 

structural features and that directs PHO85-1 kinase to glycogen metabolism. The 

pcl-1 strain accumulates higher glycogen levels than the wild-type strain and the 

glycogen synthase (GSN) enzyme is less phosphorylated and, therefore, more active 
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in the mutant strain. PCL-1, together with PHO85-1, phosphorylates in vitro GSN, 

and the Ser636 residue was identified as the PHO85-1/PCL-1 complex 

phosphorylation site. In addition, we demonstrate that the cyclin is involved in cellular 

functions not only related to carbohydrate metabolism regulation. The pcl-1 cells 

exhibit defects in germination, the protein influences the progressing of cell division, 

and is involved in calcium metabolism regulation. A complemented strain was 

constructed, and the wild-type phenotypes were restored indicating that the defects 

observed are due to the protein lacking. The N. crassa PCL-1 multifunctional cyclin 

characterized in this work reveals functions common to cyclins belonging to different 

classes in S. cerevisiae, an organism that synthesizes various cyclins targeting the 

Pho85 kinase to different cellular functions.   
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RESULTS 

Molecular cloning of the Neurospora crassa pcl-1 and molecular 

modeling of the PCL-1. In a previous study, we identified the ortholog of the S. 

cerevisiae Pho85p cyclin-dependent protein kinase, the ORF NCU07580 product, as 

a regulatory protein of the glycogen metabolism (19). In S. cerevisiae, the Pho85p 

protein kinase together with Pcl6p, Pcl7p, Pcl8p, and Pcl10p (for Pho85p cyclins) 

cyclins has been described as a protein that controls glycogen metabolism by 

controlling glycogen synthase (Gsy2p) phosphorylation (15, 22). To identify the 

partner cyclin of PHO85-1 involved in the glycogen metabolism control in N. crassa, a 

BLASTp search in the N. crassa genome database (http://fungidb.org/fungidb) using 

as queries the S. cerevisiae cyclins, retrieved a homolog protein encoded by the 

ORF NCU08772, which shares an average of 24% identity to the yeast cyclins mainly 

in the cyclin domain (Fig. 1A). The predicted protein is annotated in the fungus 

database as nuclear division-60 in the fungus database, and is named here as PCL-1 

consistent with the N. crassa nomenclature (21) and considering that it is the first 

PCL described in N. crassa. PCL-1 is a nonessential protein, and the pcl-1 mutant 

strain exhibits wild-type phenotypes suggesting that it is not involved in processes 

related to growth and development (results not shown).  

PCL-1 is composed of 369 amino acid residues and contains a characteristic 

cyclin domain encompassing the amino acid region from 156 to 340 (Fig. 1A) (23). 

Sequence alignment of PCL-1 with the orthologous Pcls from yeast (Fig. 1B) showed 

that they share a C-terminus conserved region only in the amino acid sequence 

corresponding to the cyclin box domain (CBD, 24% identity and e-value 3.10-14 

compared with Pcl10). This region shows high divergence regarding the conserved 

amino acid residues, there are large insertions and only a few residues are identical 

in all proteins.  

The PCL-1 sequence was submitted to AlphaFold to predict its folding. As 

shown in Fig. 1C, PLC-1 model presents a globular region formed by the 

arrangement of different -helices predicted with high confidence. Such a region 

corresponds to a classical cyclin domain (24), which is composed of two N-terminal 

helices (NT1 and NT2) followed by five helices (1-5) and one C-terminal helix 

(CT1). Furthermore, PCL-1 was superposed to Pcl10 (18) to corroborate the 
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presence of such a cyclin-like domain, evidenced by the structural homology of all -

helices described above with C atoms RMSD value of only 0.63 Å. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIG 1 The protein encoded by ORF NCU08772 exhibits similarities to S. cerevisiae Pcl cyclins and 
possesses a typical cyclin box domain by Alphafold. (A) Conserved cyclin domain in the NCU08772 
product performed with PFAM. (B) Sequence alignment between the polypeptide sequences of the 
cyclin domain identified in the ORF NCU08772 product (156-340) and Pcl cyclins from S. cerevisiae 
(Pcl6p, Pcl7p, Pcl8p, and Pcl10p). Each amino acid is represented by different colors in the 
conservative regions. Sequence alignment was performed using ClustalW2 and the identical and 
conservative amino acids were identified using Jalview Version 2 (71). (C) PCL-1 model predicted by 
AlphaFold, emphasizing the conserved helices of the CBD and the superposition to Pcl10 shown in 
green (zoom-in-view panels). Model confidence of PCL-1 residues are defined as very high, confident, 
low, and very low confidences shown as blue, cyan, yellow, and orange, respectively.  
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PCL-1 controls glycogen levels by affecting the glycogen synthase 

phosphorylation status. We investigated if PCL-1 is involved in the N. crassa 

glycogen metabolism control similar to the S. cerevisiae Pcl6p, Pcl7p, Pcl8p, and 

Pcl10p counterparts. Glycogen quantification in the pcl-1 strain at different times of 

vegetative growth revealed that the mutant strain accumulates higher levels of 

glycogen, approximately twice more as much as the wild-type strain (Fig. 2A). We 

further quantified the glycogen synthase (GSN) phosphorylation status as an attempt 

to correlate the enzyme phosphorylation with the glycogen stored by the mutant 

strain. Phosphorylation inhibits glycogen synthase activity (25). Enzymatic activity 

was quantified in the same mycelial pads used for glycogen quantification in the 

presence and in the absence of glucose-6-phosphate (G6P), the glycogen synthase 

allosteric modulator. The -/+ G6P activity ratio is considered as an index of 

phosphorylation, with higher levels being correlated with lower phosphorylation and 

thus, higher activity. The activity ratio in the ∆pcl-1 strain was higher than that in the 

wild-type strain at the initial growth times, suggesting that GSN is less 

phosphorylated in the mutant strain (Fig. 2B). This result may explain the higher 

glycogen levels observed in the mutant strain under the same growth condition. As 

the -/+ G6P activity ratio correlates with different isoforms of phosphorylated GSN, 

we decided to investigate the phosphorylated forms of GSN. For that, 24 h mycelial 

pads from the wild-type and mutant strain were analyzed by 2D-gels followed by 

Western blot using anti GSN antibody (Fig. 2C). Five GSN differentially 

phosphorylated isoforms were observed in the wild-type strain, which were reduced 

to two isoforms after treatment with protein phosphatase. Only three GSN 

phosphorylated isoforms were visualized in the ∆pcl-1 strain, suggesting that GSN is 

less phosphorylated in this strain and that PCL-1 influences the phosphorylation 

status of GSN. 
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FIG 2 The Δpcl-1 strain shows increased glycogen levels and GSN activity ratio during growth and 

GSN is less phosphorylated in Δpcl-1 strain. Conidia from wild-type and mutant strains were 

inoculated into liquid VM, and samples were harvested every 12 h. (A) Glycogen accumulation was 

assayed by digestion with amyloglucosidase and α-amylase after ethanol precipitation. Free glucose 

was quantified using the glucose PAP kit (Labtest). (B) Quantification of GSN activity was performed in 

the same extracts used for glycogen quantification. Activity was quantified in the presence and 

absence of G6P (glucose-6-phosphate). The -/+ G6P activity ratio is considered an index of GSN 

phosphorylation status, with a higher ratio indicating less phosphorylation and thus a more active 

enzyme. Error bars represent the standard deviations derived from three independent experiments. 

(C) GSN phosphorylation was analyzed in the wild-type and Δpcl-1 strains using 2D-PAGE gels 

followed by Western blot with anti-GSN antibody raised in rabbits. GSN is an 80 kDa protein with a 

theoretical isoelectric pH of 6.0. To detect specific phosphate signals, samples were treated with 100 

U of -Protein Phosphatase (-PP).  
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PCL-1 together with the PHO85-1 protein kinase phosphorylates in vitro 

GSN. In S. cerevisiae, the serine/threonine Pho85p protein kinase, together with 

cyclins (Pcls) from the Pho80p subfamily, phosphorylates Gsy2p (13-15). In addition, 

as previously mentioned, we identified the ORF NCU07580 product, the ortholog of 

the S. cerevisiae Pho85p, as a kinase protein regulating glycogen metabolism (19). 

This protein is annotated in the N. crassa database as a cyclin-dependent protein 

kinase, and based on the high identity (64%) between the N. crassa and yeast kinase 

proteins we named the NCU07580 product as PHO85-1 according to the N. crassa 

nomenclature. The N. crassa protein exhibits the PSTAIRE and the glycine-rich 

domains (Fig. S1), which characterize CDKs (26, 7), as well as the T-loop region 

encompassing the threonine residue (Thr164 in PHO85-1), which needs to be 

phosphorylated for activation in CDKs other than Pho85p (7). Using an in vitro GSN 

phosphorylation assay, we investigated whether PCL-1 would be the PHO85-1 

partner cyclin that directs the kinase to glycogen metabolism. For this, both His-

tagged recombinant proteins (His-PCL-1 and His-PHO85-1) were produced in E. coli 

and partially purified by affinity chromatography. The His-tagged SUMO-fused GSN 

wild-type and mutant proteins were also produced in E. coli and partially purified by 

affinity chromatography. 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIG S1 Sequence alignment between the N. crassa PHO85-1 and S. cerevisiae Pho85p proteins. 
Alignment was performed using ClustalW2, and the identical (dark blue) and conservative (light blue) 
amino acid residues were identified using Jalview Version 2 (71). The classical CDK domains 
PSTAIRE-like and glycine-rich, and the T-loop region are shown in purple, and the non-conservative 
residues in these domains are shown in red.  
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Based on an amino acid sequence alignment with the rabbit muscle (Gys1) 

and the S. cerevisiae (Gsy2p) glycogen synthases, we identified four C-terminus 

putative phosphorylation sites in GSN, the Ser632, Ser636, Thr641, and Thr645 

amino acid residues (Fig. 3A). Like the yeast enzyme, the N. crassa enzyme lacks 

the N-terminus phosphorylation sites. We next investigate whether PCL-1 could be a 

partner cyclin of the PHO85-1 protein kinase in the in vitro GSN phosphorylation, and 

to identify the amino acid residue target of phosphorylation by the PHO85-1/ PCL-1 

complex. Site-directed mutagenesis was used to introduce point mutations in the His-

SUMO-GSN by replacing the putative serine and threonine phosphorylation residues 

with alanine, generating the single S632A, S636A, T641A, and T645A and the 

quadruple S632A/S636A/T641A/T645A mutant proteins. We first analyzed the wild-

type His-SUMO-GSN phosphorylation using as source of protein kinases the crude 

cellular extract from a knockout strain that does not synthesize GSN (FGSC#18932, 

gsn::hyg). BSA was used as a negative control in the assay. We observed that GSN 

was phosphorylated in vitro by the kinases present in the cellular extract (Fig. 3B, 

lane 2). In addition, GSN was phosphorylated only when the PHO85-1 protein kinase 

and the PCL-1 cyclin were combined in the reaction mixture (Fig. 3B, lane 6). This 

result confirms that PHO85-1 is the N. crassa ortholog of the yeast Pho85p protein, 

and that PCL-1 acts as a partner cyclin of the PHO85-1 protein kinase in the GSN 

phosphorylation. No phosphorylation was observed in the absence of either the 

cyclin (Fig. 3B, lane 4) or the protein kinase (Fig. 3B, lane 5). We further assayed the 

phosphorylation of the GSN mutants by the PHO85-1/PCL-1 complex. The GSN wild-

type protein incubated in absence of the complex (Fig. 3C, lane 1) and the 

recombinant SUMO protein (Fig. 3C, lane 2) were used as negative controls. We 

observed that only the GSNS636A mutant was not phosphorylated in vitro, indicating 

that the Ser636 amino acid residue is the amino acid residue target of 

phosphorylation by the kinase/cyclin protein complex (Fig. 3C, lane 5). No 

phosphorylation was observed when the quadruple mutant GSN 

(S632A/S636A/T641A/T645A) was used as substrate, indicating that no additional 

phosphorylation site is present in GSN (Fig. 3C, lane 8).  
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FIG 3 The recombinant PHO85-1/PCL-1 complex phosphorylates GSN in vitro at Ser636. (A) 
Characteristics of the glycogen synthase phosphorylation sites. General architecture of the rabbit 
muscle GS compared to the S. cerevisiae Gsy2p and the N. crassa GSN. The Ser and Thr amino acid 
residues are shown in red and blue, respectively. (B and C) Commercial BSA and the recombinant 
protein His6-SUMO, His6-PCL-1, His6-PHO85-1, and His6-SUMO-GSN wild-type and mutant proteins 
at different phosphorylation sites (S632A, S636A, T641A, T645A, and S632A/S636A/T641A/T645A) 
were expressed in E. coli, purified by Ni2+ affinity chromatography and assayed for in vitro 
phosphorylation in the presence of [γ-32P] ATP and MgCl2. (B) Phosphorylation reaction using either 

the His6-PHO85-1/His6-PCL-1 complex or crude cellular extract (CCE) from the gsn strain as source 
of protein kinase. Lanes 1 and 2, phosphorylation of BSA and His6-SUMO-GSN, respectively, using 
CCE. Lanes 3–6, His6-SUMO-GSN without protein kinase (lane 3), and in the presence of His6-
PHO85-1 protein kinase (lane 4), His6-PCL-1 cyclin (lane 5), and His6-PHO85-1/His6-PCL-1 complex 
(lane 6). (C) Phosphorylation reaction using the His6-PHO85-1/His6-PCL-1 complex. Lane 1, His6-
SUMO-GSN without protein kinase. Lane 2-8, His6-SUMO (lane 2, negative control), lanes 3-8, His6-
SUMO-GSN wild-type and mutant proteins in the presence of His6-PHO85-1/His6-PCL-1 complex.  



175 
 

The PHO85-1 structure is predicted with high confidence only when in 

complex to PCL-1. As shown in Fig. 3, the PHO85-1 kinase activity depends on the 

presence of PCL-1, suggesting that these proteins interact to result in a functional 

CDK/cyclin complex. Therefore, the structure of PHO85-1 was predicted using 

AlphaFold as previously applied to PCL-1. Five models of PHO85-1 were generated, 

which converged to only two conformations (Fig. S2, models 1 and 2). In general, the 

predicted PHO85-1 structures presented high confidence, with the exception of the 

PSTAIRE helix and the T-loop. Interestingly, these regions were predicted with high 

confidence using AlphaFold Multimer (Fig. S2, model 3) only when PCL-1 was 

present, suggesting that these regions may assume stable conformations only when 

in complex with their partner, resulting in a salt-bridge between the Lys39 and Glu56 

residues of PHO85-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIG S2 PHO85-1 model prediction by AlphaFold. Two apo conformations (model 1 and model 2) 
diverged according to PSTAIRE and T-loop orientation, which presented low (yellow) or very low 
(orange) model confidence. On the other hand, when PHO85-1 was predicted in complex to PCL-1 
(not shown) such regions presented considerable model confidence, shown in blue or cyan. When 
bound to PCL-1, PHO85-1 presents a salt-bridge formation between Lys39 and Glu56 residues 
(zoom-in-view).  
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Fig. 4A shows the predicted PHO85-1/PCL-1 complex, considering the presence of 

ATP and Mg2+ molecules (see Materials and Methods), which was further submitted 

to MD simulations to verify its structural stability and to determine the main contacts 

between them. Some important regions at the interface of the complex are shown, 

such as the PSTAIRE helix and the T-loop of PHO85-1 and the helices 3, 5, and 

CT1 of PCL-1. When analyzing these regions in detail, a salt-bridge is observed 

between the residue Asp280, located in the 3 helix of PCL-1, and three Arginine 

residues of PHO85-1, named Arg55 (PSTAIRE helix) and Arg132 and Arg156 (T-

loop). Another important region found to stabilize the complex was determined by 

hydrophobic interactions between the PSTAIRE helix residues, such as Ile54, and 

the PCL-1 residues placed in the 3 and 5 helices, such as Phe312 and Val273 

(Fig. 4A, zoom-in-view panels). 

Molecular dynamics (MD) simulations of the PHO85-1/PCL-1 complex 

predicted by AlphaFold showed considerable stability and reproducibility in all three 

replicas, presenting a root-mean-square deviation (RMSD) average value of 2.2 ± 

0.49 Å (Fig. 4B) and root mean-square fluctuation (RMSF) values for each protein 

below 3 Å in every replica, except for the first N- and last C-terminal residues. 

Considering the whole amount of data, it was possible to determine the prevalence of 

contacts of the PHO85-1/PCL-1 interface. The salt-bridge led by Asp280 residue of 

PCL-1 is strongly stable, presenting contacts to Arg55, Arg132, and Arg156 during 

74.83, 99,70 and 75.02% of the time. Asp280 is surrounded by these three Arginine 

residues, allowing an environment with high complementarity of charges. Moreover, 

a hydrophobic-rich region formed by the complex was also considered important for 

stabilizing the PHO85-1/PCL-1 complex (Fig. 4A, zoom-in-view panels). Being part of 

this region, it is important to highlight the contacts of Phe312 (PCL-1) to Ile57 

(PHO85-1) during 99.77%, and Phe314 (PCL-1) to Ile54 (PHO85-1) during 81.72% 

of time. 
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FIG 4 MD simulation of the PHO85-1/PCL-1 complex predicted by AlphaFold Multimer. (A) Initial 
conformation of the complex with PHO85-1 and PCL-1 shown as green and purple, respectively, 
highlightning important regions such as PSTAIRE and T-loop of PHO85-1, and α3, α5, and αCT1 of 
PCL-1. ATP and Mg2+ are considered presented as orange sticks and silver sphere, respectively. Salt-
bridge and hydrophobic interactions between the complex are shown in detail in zoom-in-view panels. 
(B) RMSD of backbone atoms of the PHO85-1/PCL-1 complex and (C) RMSF of backbone atoms of 
PHO85-1 and PCL-1 are shown in the left and right panels, respectively. Values are shown for each 
replica separately. 

 

PCL-1 influences the germination rate and cell cycle progression and 

localizes in different cellular compartments. As N. crassa synthesizes a limited 

number of cyclins (27, 28), and that in yeast cyclins from different families direct the 

Pho85p kinase to different functions, we decided to investigate whether PCL-1 is 

involved in additional cellular functions. To verify whether PCL-1 influenced growth, 

we first analyzed conidia germination of the WT and ∆pcl strains and the pcl-1 pcl-

1+ complemented strain in samples collected from liquid cultures under agitation. The 

amount of conidia in germination was quantified at different times and we observed a 

delay in the germination rate of the ∆pcl strain at the initial times of culture, mainly up 

to 6 h of growth. However, normal growth rate was achieved at later times of culture 

(8 h) (Fig. 5A, left and right panels). Conidia germination was also analyzed in 

conidia inoculated onto coverslips and covered with liquid medium (Fig. 5B). In this 

assay, the delay in germination is more evident because the mutant strain shows 

shorter hypha, mainly at the time of 6 h, when compared to the wild-type strain. The 

germination delay was not observed in the complemented strain indicating that the 

phenotype was due to the PCL-1 lacking. It is important to mention that no changes 
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in the hypha morphology was observed, and that the complemented strain expresses 

the protein under the control of the native promoter. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIG 5 Δpcl-1 strain shows defective timing in germination. For germination analysis, conidia from wild-

type, pcl-1 mutant and pcl-1 pcl-1+ complemented strains were inoculated into VM medium 
containing 2% sucrose, pH 5.8 at 30ºC, and aliquots were taken at the indicated time points for 
microscopic assay. (A) Conidia germination in submerged cultures at 150 rpm at different time points. 
Images were captured using an AXIO Imager.A2 Zeiss microscope, at a magnification of 630 X. The 
results were expressed as percentage of conidia in germination (right panel) and represent the 
standard deviations from three independent experiments. (B) Conidia germinated on coverslip were 
fixed with formaldehyde in PBS, the nuclei were stained with DAPI, and the fluorescence was 
analyzed using the microscope AXIO Imager.A2 (Zeiss) coupled to AxioCam camera at a 
magnification of 1000 X. t test was used for the P values. **P<0.001; ***P<0.0001.  
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To investigate the PCL-1 involvement in cell cycle progression, we constructed 

the ∆pcl-1 hH1-sfgfp strain, a ∆pcl-1 mutant strain thar synthesizes the sfGFP-fused 

H1 histone (Fig. 6A) and allows quantification of the nuclei in different mitotic phases 

(Fig. 6A, right panel). Fewer nuclei under division were counted in the mutant strain 

compared to the nonmutant strain (hH1-sfGFP) indicating that PCL-1 may also 

control cell cycle progression (Fig. 6B). We have not observed accumulation of cells 

in any specific mitotic phase, suggesting that PCL-1 is continuously synthesized 

during the cell cycle. The germination and cell progression data suggested that PCL-

1 may play a role in fundamental cellular processes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIG 6 Δpcl-1 strain shows lower number of mitotic nuclei compared to the wild-type strain. For cell 
division analysis, conidia from Δpcl-1 hH1-sfgfp and hH1-sfgfp strains were germinated in liquid VM 
medium containing 2% sucrose, pH 5.8 at 30ºC, at the indicated time points. (A) General view of a 
hypha from each strain (left panel) and the nuclei in the different mitosis phases used for quantification 
(right panel). (B) Aliquots were removed during germination, and the fluorescence was analyzed in the 
AXIO Imager.A2 Zeiss coupled to AxioCam camera at a magnification of 1000 X. Six images were 
taken from each time point and the nuclei undergoing mitosis were counted. The result is 
representative of three independent experiments.  
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 Since PCL-1 is involved in different cellular processes, we next investigated 

the cellular distribution pf PCL-1 at different times of conidia germination using the 

pcl-1 pcl-1+ complemented strain, which express sfGFP-fused PCL-1. The conidia 

of the strain showed a strong fluorescent signal throughout the cytoplasm (Fig. 7, 0 

h). Interestingly, during germination, cells displayed a noticeably subcellular 

accumulation of the protein in the cytosol of hyphae (Fig. 7, later times, white 

arrowheads) indicating that PCL-1 may accumulate in certain cell regions during 

germination as granular clusters. In addition, accumulation in nuclei was also 

observed (Fig. 7, red arrowheads), suggesting that the protein may also translocate 

into nucleus, although classical nuclear localization signals (NLS) were not identified 

in the protein primary sequence.  

PCL-1 plays a role in the regulation of calcium metabolism and 

influences the expression and localization of the CRZ-1 transcription factor. In 

S. cerevisiae, the Pho85 protein kinase, together with Pho80 partner cyclin, is a 

kinase that phosphorylates the zinc finger Crz1 transcription factor, which is involved 

in the regulation of calcium metabolism and activated by dephosphorylation by the 

calcineurin phosphatase (29, 6). The fact that N. crassa synthesizes low number of 

cyclins (27), prompted us to investigate if PCL-1 could be a cyclin involved in calcium 

metabolism regulation. Hyphal growth in Petri dishes of the pcl-1 strain was strongly 

increased under high calcium chloride concentration (200-300 mM) suggesting that 

PCL-1 participates in the calcium stress response (Fig. 8A, Fig. S3). The pcl-1 pcl-

1+ complemented strain exhibited comparable growth to the wild-type strain (Fig. 8A, 

Fig. S3), confirming that the growth defect in the mutant strain was indeed due to the 

pcl-1 deletion.  
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FIG 7 PCL-1-sfGFP cyclin locates in the cytoplasm and nucleus. Conidia from the pcl-1 pcl-1+ 

complemented strain were grown on coverslips in liquid VM medium containing 2% sucrose at 30ºC, 
and the fluorescence was evaluated at the indicated time points. Cells were fixed in PBS with 

formaldehyde, the nuclei were stained with Hoechst (10 g per ml), and the fluorescence was 
evaluated using the CARLS ZEISS LSM 800 Confocal Laser Scanning Microscopy with Airyscan with 
a Plan Apochromat 63x/1.40 Oil DIC M27 objective. The images are representative of at least three 
independent experiments. Protein showing cytoplasm (white arrow) and nuclei (red arrow) location.  
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FIG S3 ∆pcl-1 cells exhibit tolerance to high calcium chloride concentration in plates. Conidia from the 
wild-type, ∆pcl-1, and ∆pcl-1 pcl-1+ strains were inoculated into plates containing solid VM with 2% 
sucrose and increased amounts of calcium chloride (0 to 300 mM). Cells were grown for 24 h at 30ºC. 
Images of the plates were acquired using the ChemiDoc Image System (BioRad). 

 

 

The expression of three genes encoding Ca2++-ATPases, pmr-1 (NCU03292), 

nca-2 (NCU04736), and nca-3 (NCU05154) (30, 31) was analyzed after growing the 

wild-type and mutant strain under 300 mM calcium chloride for 24 h. Gene 

expression of all three genes was increased in the mutant strain compared to the 

wild-type strain indicating a role for PCL-1 in the expression regulation of these 

genes and, therefore, in the control of the calcium stress response in N. crassa (Fig. 

8B). To investigate if PCL-1 influences the cellular response to other stressors, we 

analyzed growth of the wild-type, mutant, and complemented strains in VM pH 7.8 

(alkaline pH stress) and in VM containing NaCl and sorbitol (osmotic stress), H2O2 

(oxidative stress), and Congo Red (plasma membrane/cell wall stress). The mutant 

strain showed sensitivity only to osmotic stress induced by NaCl (Fig. 8C). 
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FIG 8 PCL-1 is involved in calcium stress response. Growth of the wild-type, Δpcl-1 and Δpcl-1 pcl-1+ 
complemented strains under different stressing conditions. (A) Growth in the presence of calcium. 
Strains were grown in solid VM media containing 2% sucrose, pH 5.8, and increased calcium chloride 

concentration. Growth was evaluated after 24 h and is expressed as percentage of growth in the 
absence of calcium. (B) Expression of calcium responsive genes. Strains were grown in the presence 
and absence of 300 mM calcium for 24 h and total RNA was extracted. Expression of pmr-1, nca-2 
and nca-3 genes was assayed by qPCR using the tub-2 gene as reference gene. Ct values were used 
to estimate the log2 -∆∆Ct fold difference between control (without calcium) and growth in the 
presence of 300 mM calcium. (C) Strains growth in the presence of different stressors agents. Strains 
were grown in solid VM media supplemented with 2% sucrose and increased concentration of the 
stress agents. Growth was evaluated after 24 h and is expressed as percentage of growth in the 
absence of stress. Error bars represent the standard deviations from three independent experiments. t 
test was used for the P values. *P<0.005; ***P<0.0001.  
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As the mutant strain exhibited increased growth and upregulation of calcium 

responsive genes under high calcium chloride concentration, we decided to extend 

the investigation on the calcium-responsive CRZ-1 transcription factor. We first 

analyzed the protein expression in the wild-type and pcl-1 strains both 

endogenously expressing C-terminus V5-tagged CRZ-1 at different times of growth 

under low (10 mM) and high (300 mM) calcium chloride concentrations. In this 

experiment, the protein samples were treated with phosphatase due to the high 

number of putative phosphorylation sites that might exist in the N. crassa protein. 

CRZ-1-V5 migrates as an apparent molecular mass between 90-100 kDa. 

Interestingly, we observed variation in the CRZ-1 expression both in a strain- and 

calcium chloride concentration-dependent manner (Fig. 9A). While the protein 

expression in the wild-type strain was increased over time under high calcium 

chloride concentration, the expression in the pcl-1 strain decreased over time. In 

addition, protein expression in the wild-type strain was increased over time under 

high calcium chloride concentration compared with low concentration, whereas in the 

mutant strain high calcium represses protein expression compared with low calcium 

concentration. In summary, CRZ-1 expression is modulated by calcium concentration 

and, in an opposite manner, by PCL-1. We previously reported the regulation of crz-1 

expression by calcium chloride; while low concentration negatively regulates gene 

expression, high concentration induces gene expression (32), supporting the results 

of protein expression reported here. 

It was previously mentioned here that the S. cerevisiae Pho85 kinase, 

together with Pho80 cyclin, is a kinase that phosphorylates and inactivates the Crz1p 

transcription factor (29). Phosphorylated Crz1p localizes in the cytosol (33). Based 

on the multiple functionalities of PCL-1, we hypothesized that CRZ-1 would be less 

phosphorylated in the pcl-1 strain than in the wild-type strain, and therefore, being 

able to be translocated to the nucleus. The A. fumigatus CrzA orthologous 

transcription factor has been reported as a highly phosphorylated protein in vivo, and 

a total of twenty phosphorylation sites were identified in the CrzA by mass 

spectroscopy; some of them predicted as potential target motifs for CDKs by 

bioinformatic tool (34). Comparison between the A. fumigatus CrzA and the N. crassa 

CRZ-1 proteins by sequence alignment (Fig. S4) showed that many putative 

phosphorylation sites are conserved in the N. crassa protein (highlighted in red), 
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including two potential CDK targets. We decided to analyze the phosphorylation 

status of CRZ-1-V5 in the wild-type and pcl-1 strains under high (300 mM) calcium 

chloride concentration (Fig. 9B). Again, we observed lower CRZ-1 expression in the 

mutant strain and higher expression in the wild-type strain in the presence of calcium 

when compared to lacking calcium (control). However, we did not observe any 

differences in the phosphorylation levels of CRZ-1, even after protein phosphatase 

treatment. Using PhosTag gel as a different experimental approach to find out 

whether phosphorylation of CRZ-1 is affected by PCL-1 we are not able obtain a 

conclusive result, most likely due to the many putative phosphorylation sites in CRZ-1 

(results not shown).  

We decided to analyze the CRZ-1-GFP cellular localization in the wild-type 

and pcl-1 background strains, both expressing the protein under the control of the 

native promoter, in the presence of calcium chloride (300 mM) (Fig. 9C). In the wild-

type strain, strong fluorescence was visualized throughout the cytoplasm in the 

absence of calcium, as expected (Fig. 9C, control). However, upon calcium stress, 

the protein translocates into nucleus, as described for the A. fumigatus and A. 

nidulans CrzA orthologs (35, 36). Interestingly, in the pcl-1 strain, in the absence of 

calcium we observed protein localization both in the nuclei and cytoplasm, depending 

on the hyphae analyzed. On the other hand, upon calcium stress, the protein mainly 

localized in the nuclei (Fig. 9C). These results strongly support our hypothesis, in 

which CRZ-1 is less phosphorylated in the pcl-1 background strain compared to the 

wild-type background strain, being able to translocate into nucleus and to regulate 

the expression of calcium responsive genes.  
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FIG 9 CRZ-1 expression and cellular localization are modulated by PCL-1. (A) CRZ-1-V5 expression 
was analyzed in cellular extracts from wild-type and Δpcl-1 strains expressing V5-tagged CRZ-1 under 
stress induced by either 10 mM or 300 mM calcium chloride up to 1 hour. 30 µg of total protein treated 
with 400 U λ-phosphatase was assayed in 10% SDS-PAGE. (B). CRZ-1-V5 phosphorylation assay in 
4-15% Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Protein Gels using 30 µg total protein from crude cell extracts 
incubated or not with 300 mM calcium chloride for 30 min and dissolved with λ-protein phosphatase 
and were dissolved in 4-15% mini-PROTEAN® TGX™ Precast Protein Gels. Proteins were 
electrotransferred to a nitrocellulose membrane and probed with the anti-V5 monoclonal antibody 
(Invitrogen). CBB. 10% SDS-PAGE gel stained with Coomassie brilliant blue used as loading control. 
The numbers on the left side represent the MW in kDa. (C) Cellular localization of CRZ-1-GFP is 
modulated by PCL-1. Wild type and Δpcl-1 strains expressing CRZ-1-GFP were grown in coverslips in 
VM medium containing 2% sucrose for 24 h and subjected to calcium stress for 30 min by replacing 
the growth medium by VM containing 0.5% sucrose and 300 mM calcium chloride for 30 min. A control 
sample without calcium was used as a control. Cells were fixed in PBS with formaldehyde, the nuclei 

were stained with Hoechst (10 g per ml), and the fluorescence was evaluated using the CARLS 
ZEISS LSM 800 Confocal Laser Scanning Microscopy with a Plan Apochromat 63x/1.40 Oil DIC M27 
objective. The images are representative of at least three independent experiments. 
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FIG S4 Sequence alignment between the N. crassa CRZ-1 and A. fumigatus Crz-1 protein. Alignment 

was performed with ClustalW2 and the identical (dark blue) and conservative (light blue) amino acid 

residues were identified with Jalview Version 2 (71). The putative phosphorylating sites identified in 

the Crz-1 protein are shown in green (34) and the conservative putative phosphorylation sites in CRZ-

1 are shown in red.  
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DISCUSSION 

 Cyclins are defined as proteins that are periodically synthesized and degraded 

in every mitosis, and although characterized as regulatory partners for CDKs they 

also play CDK-independent cellular functions. The multinucleated fungi Neurospora 

crassa is described as having a few cyclins likely involved in cell cycle control (27), 

some of them showing circadian oscillations indicating a connection between cell 

cycle and circadian rhythms (37, 28). Because of the repeat-induced point mutation 

(RIP) mechanism (38), it is expected the existence of non-redundant and, therefore, 

less specialized cyclins in Neurospora compared to yeasts and higher eukaryotes. In 

this work, a new N. crassa cyclin was identified in a search for a PHO85-1 partner 

cyclin, a protein kinase orthologous to the Saccharomyces cerevisiae Pho85 kinase 

that together with Pcls from the Pho80 subfamily regulates glycogen metabolism by 

phosphorylating glycogen synthase, the rate limiting enzyme in glycogen synthesis 

(13, 14). The protein was named as PCL-1, and the presence of a typical cyclin box 

domain (CBD) (24) predicted by AlphaFold confirms that PCL-1 is a real cyclin that 

performs functions encompassing both S. cerevisiae Pcl subfamilies, the Pho80 and 

the Pcl1,2 subfamilies.  

 Mammalian cells possess a complex network of cyclins and CDKs to ensure 

an accurate progression of cell cycle, having different cyclin/CDK complexes specific 

for each phase of the cell cycle. On the other hand, in yeast cells, only one CDK, 

Cdc28 in S. cerevisiae and Cdc2 in Schizosaccharomyces pombe, controls the entire 

cell cycle (39, 40), and in N. crassa, like yeasts, only one CDK (CDC-2) participates 

in the cell cycle progression. Regarding to cyclins, only three cyclins likely involved in 

cell cycle progression are described in N. crassa (27, 41) suggesting that the 

CDK/cyclin complexes are more simplified compared to the yeast models. In this 

work, we identified a multifunctional cyclin that together with PHO85-1 CDK regulates 

glycogen metabolism by phosphorylating glycogen synthase (GSN). 

PCL-1 plays a role in cell cycle progression and in germination indicating that, 

complexed with a CDK, the heterodimer translocates into nucleus and 

phosphorylates several target proteins inducing cell-cycle regulation. Although we 

have not identified a classical nuclear localization signal (NLS), a common 

characteristic described in CDK/cyclins complexes (42, 43), we observed PCL-1 

localization both in nucleus and cytoplasm during germination indicating that it 
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requires a protein partner to be translocated into nucleus. Little is known concerning 

cell cycle regulators and their nucleocytoplasmic trafficking in filamentous fungi. 

While yeasts are mononucleated cells, Neurospora is a multinucleate organism 

having in the cytoplasm nuclei in different phases of the cell cycle. Therefore, the 

nuclei divide asynchronously, and their cell cycles must be regulated independently 

(44), which may explain our results regarding the protein localization both in nucleus 

and cytoplasm. A recent study demonstrated that each nucleus selects a special 

cyclin only when necessary, maintaining nuclei in different cell cycle phases in the 

same cytoplasm (41).  

Beyond cell cycle control, CDKs and cyclin members have been described to 

influence various cellular processes, including metabolism, independently of their 

partners (39). In S. cerevisiae cells, the accumulation of glycogen and trehalose 

depends on the Cdc28 activity (45). We demonstrated here that PCL-1 participates in 

the regulation of glycogen metabolism. The ∆pcl-1 strain accumulates higher 

glycogen levels and exhibits higher glycogen synthase activity ratio (-/+ G6P, Fig. 2B) 

than the wild-type strain, features that imply PCL-1 as a cyclin involved in the control 

of the glycogen metabolism in N. crassa. In addition, the existence of less 

phosphorylated glycogen synthase isoforms in the mutant strain supports its role in 

the glycogen synthase phosphorylation and, therefore, in the maintenance of proper 

glycogen levels. By producing recombinant PCL-1 cyclin and PHO85-1 CDK in E. 

coli, we were able to reconstitute the functional PHO85-1/PCL-1 complex and to 

demonstrate that the Ser636 is the amino acid residue in vitro phosphorylated by the 

complex, demonstrating that PCL-1 is required for phosphorylation of GSN by the 

PHO85-1 kinase. By sequence alignment this residue may correspond to Ser654 in 

the S. cerevisiae Gsy2p (Fig. 3A), which together Thr667, are both in vitro and in vivo 

phosphorylated by the Pho85p/Pcl10p complex (15, 13). Therefore, two from the 

three yeast Gsy2p phosphorylation sites are phosphorylated by this protein complex. 

Surprisingly, the N. crassa PHO85-1/PCL-1 complex is not able to phosphorylate the 

Thr641 residue in GSN, which may resemble to the yeast Thr667 residue, and does 

not phosphorylate none of the additional putative sites. Our results regarding GSN 

phosphorylation are very interesting and differ from the more extensively 

characterized Gsy2p phosphorylation. Only one amino acid residue is 

phosphorylated by the PHO85-1/PCL-1 complex, which implies that additional 
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kinases, different from CDKs, may be required for phosphorylation of the other three 

putative sites. It is important to mention that various protein kinases are described to 

phosphorylate the nine sites existent in the muscle glycogen synthase (12). Like the 

yeast Pho85p kinase, PHO85-1 does not appear to require phosphorylation for 

activation, as required for others CDKs, since it is a E. coli recombinant protein. 

The structural prediction of PHO85-1 by AlphaFold revealed regions such as 

PSTAIRE and T-loop with low confidence, however a high-confidence model was 

obtained when PHO85-1 was predicted in complex to its partnet PCL-1 (Fig. S2). 

PHO85-1 models predicted by AlphaFold suggests intermediate conformations that 

can highlight the activation process of CDKs, observed by structural modifications 

mainly caused by the PSTAIRE helix rotation and further salt-bridge formation 

between Lys39 and Glu56 residues when bound to cyclins. Such movements are 

well known in CDKs, which are required for cyclin binding (46). The interface of the 

complex represents a common CDK/cyclin dimer (18, 47, 24) with PSTAIRE playing 

a central role in dimer stabilization. MD simulations of the complex showed that 

PSTAIRE and T-loop residues are essential for PCL-1 recognition and stabilization, 

described mainly by a salt-bridge between an arginine-rich region of PHO85-1 and 

Asp280 of PCL-1. This region constitutes the so-called Substrate Recognition 

Segment (SRS) with such interactions being observed by Arg132 and Asp376 

interactions in PHO85/Pcl10 (18). In other complexes, the arginines of the SRS are 

interacting with mainchain oxygens of cyclin residues, such as Phe267, Glu269, and 

Ile270, as observed in the CDK2/Cyclin A complex (48). In summary, the modeling 

study of the N. crassa PHO85-1/PCL-1 complex revealed these proteins as a 

classical CDK/cyclin complex. The importance of the PSTAIRE helix of PHO85-1 in 

complex stabilization is shown, as well as the structural particularities of the SRS in 

comparison to other CDK/cyclin complexes. 

 We also describe here that PCL-1 regulates calcium metabolism in N. crassa; 

pcl-1 cells grow better than the wild-type strain and calcium responsive genes are 

overexpressed in this strain under high calcium concentration. The Calcineurin-

Responsive-Zinc-fingers (CRZ) in the fungal kingdom is the main regulator in the 

calcium stress response. It is described as a highly phosphorylated protein in A. 

fumigatus (34), and several proteins kinase were identified to phosphorylate Crz1p in 

yeast, among them the Pho85p/Pho80p CDK/cyclin complex (29, 49). Upon calcium 
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stress, calcineurin dephosphorylates CRZ causing its translocation from cytosol into 

nucleus triggering expression of calcium responsive genes (50). We asked whether 

PCL-1 could regulate the CRZ-1 phosphorylation status and, therefore, to influence 

its cellular location. Although we were not able to observe changes in the CRZ-1 

phosphorylation in pcl-1 cells expressing V5-tagged CRZ-1, we did observe nuclei 

fluorescence in certain hypha sinthesizing GFP-tagged CRZ-1, suggesting the 

presence of less phosphorylated CRZ-1-GFP in pcl-1 cells in the absence of 

calcium. We conclude that CRZ-1 nuclear localization induces expression of calcium 

responsive genes allowing better growth of pcl-1 cells under calcium stress, as we 

demonstrate here. An intriguing result reported here concerns the regulation of CRZ-

1 expression dependent on calcium concentration, and the control by PCL-1 may 

represent additional information regarding a new manner of CRZ-1 activity 

modulation. In S. cerevisiae, the abundance of Crz1-GFP was described to remain 

constant over a few hours in the presence of calcium (51).  

 In this work, we have characterized a new cyclin in N. crassa that participates 

in multicellular events besides being a cyclin involved in cell cycle control and 

progression (Fig. 10). PCL-1 is an activator of the PHO85-1 CDK in the glycogen 

metabolism regulation leading to higher GSN phosphorylation (Fig. 10). In addition, 

PCL-1 influences the CRZ-1 expression and its phosphorylation, which modulates its 

cellular location. Although we have not identified the protein kinase acting in the 

CRZ-1 modulation, we suppose that PHO85-1 may act as the PCL-1 partner based 

on what is described for S. cerevisiae. These observations extend our understanding 

concerning cyclins’ role and how cyclins may mediate their functions in a 

multinucleated cell such as a filamentous fungus. 
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FIG 10 Proposed model for the multifunctional role of the PCL-1 cyclin in N. crassa. PCL-1 is involved 
in conidial germination since Δpcl-1 cells shows reduced germination at the initial germination times 
and in cell cycle progression since Δpcl-1 cells presents less nuclei in mitotic phases. PCL-1 together 
PHO85-1 protein kinase regulates glycogen metabolism by directly in vitro phosphorylating glycogen 
synthase (GSN) at the Ser636 amino acid residue. As consequence, in Δpcl-1 cells GSN is more 
active and the levels of glycogen are higher compared to the wild-type cells. Moreover, PCL-1 is 
involved in calcium stress response. Δpcl-1 cells exhibit higher growth than the wild-type cells in the 
presence of high calcium chloride concentration by overexpressing calcium regulated genes. In 
addition, the CRZ-1 transcription factor also locates in nuclei in these cells supporting our hypothesis 

that CRZ-1 is less phosphorylated in the pcl-1 strain being able to translocate into nucleus. Created 
by BioRender.com.  
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MATERIALS AND METHODS 

 

Neurospora crassa strains and culture conditions. The N. crassa 

FGSC#2489 wild-type strain and the FGSC#9718 (mat a mus-51::bar), FGSC#9568 

(mat a mus-52::hph), FGSC#18393 (a NCU08772::hyg), FGSC#18394 (A 

NCU08772::hyg), FGSC#6103 (A his-3), FGSC#18932 (NCU06687::hyg), and 

FGSC#9518 (A, his-3+::Pccg-1-hH1+-sfgfp+) mutant strains were purchased from the 

Fungal Genetics Stock Center (FGSC, University of Missouri, Kansas City, MO, USA, 

http://www.fgsc.net) (52). The strain ∆pcl-1 hH1-sfgfp was generated by crossing the 

FGSC#18393 and #9518 strains in 0.1 x SC Westergard medium (53) containing 

0.5% sucrose. Gene knockout in all mutant strains was confirmed by PCR using 

specific oligonucleotides (Table S1) by comparing to the amplification in the genomic 

DNA of the wild-type strain. The strains were maintained on solid Vogel’s minimal 

(VM) medium, pH 5.8 (54) containing 2% sucrose at 30ºC. Conidia from 10-day old 

cultures were suspended in sterile water, counted, and used in the experiments.  

 For stress analyses in plates, 5 μl of a 2 x 107 conidia per mL suspension from 

wild-type, ∆pcl and pcl-1 pcl-1+ (complemented) strains were inoculated on Petri 

dishes in solid VM medium containing 2% sucrose and either NaCl or sorbitol for 

osmotic stress assays, or H2O2 for oxidative stress assays, or Congo Red (CR) for 

plasma membrane/cell wall stress assay, or calcium chloride for calcium sensitivity 

assay, or at pH 7.8 for alkaline stress assay. Cultures were incubated at 30ºC, and 

the colony diameter was measured after 24 h.  

 

Construction of the pcl-1 pcl-1+ complemented strain. For 

complementation, the FGSC#18393 strain (pcl-1::hyg) was crossed with the 

FGSC#6103 strain (his-3) to generate the pcl-1 his-3 double mutant strain. A DNA 

fragment of 1,156 bp was amplified by PCR with the primers 8772sfGFP-F and 

8772sfGFP-R (Table S1) using genomic DNA from the wild-type strain as template. 

The 8772sfGFP-R oligonucleotide contains the sequence that codifies for 6-Gly 

between the nucleotide sequences encoding sfGFP and the PCL-1 proteins. PCR 

was performed using a Phusion High-Fidelity PCR kit (Finzymes), and the DNA 

fragment was purified with a QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, CA) according to 

the manufacturer’s instructions. The purified DNA fragment was cloned into the PacI 
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and XbaI sites of the pTSL91-A plasmid (a donation from N. L. Glass, University of 

California at Berkeley, Berkeley, CA, USA), generating the pTSL91A-pcl-1 plasmid. 

This plasmid allows the constitutive expression of the C-terminus PCL-1-sfGFP 

fusion protein, as the ccg-1 promoter drives the pcl-1 gene expression. To express 

the protein under the control of native promoter, the ccg-1 promoter was removed 

with the NotI and XbaI enzymes and replaced by the pcl-1 promoter (1,500 bp) 

amplified by PCR using the np8772-F and np8772-R oligonucleotides (Table S1), 

generating the construction pTSL91A-Ppcl-1-pcl1-sfgfp. Plasmid constructions were 

used to transform by electroporation competent conidia from the recipient pcl-1 his-

3 double mutant strain. The transformants were selected on VM media containing 

hygromicin (200 g per mL) without histidine and confirmed by PCR using the 

primers np8772-F and 8772sfGFP-R (Table S1). The progeny was analyzed by 

fluorescence microscopy, and the complemented strain (pcl-1 pcl-1+) was evaluated 

in different experiments. 

 

Germination and cell cycle progression assays. The analyses were 

performed in submerged cultures, and 2 x 107 conidia per mL (final concentration) 

from WT, ∆pcl and pcl-1 pcl-1+ strains were inoculated into flasks containing 30 mL 

of liquid VM medium plus 2% sucrose, pH 5.8, 30ºC, 150 rpm. Aliquots were 

removed every 2 h, and the conidia in germination were counted. Germination was 

also analyzed in conidia inoculated onto coverslips covered with liquid VM plus 2% 

sucrose, pH 5.8 and incubated at 30ºC for different times. For nuclei analysis, cells 

were fixed [1% phosphate buffered saline (PBS), 3.7% formaldehyde, 0.1% Triton X-

100], washed twice with PBS and stained with 100 µl DAPI (4',6-diamidino-2-

phenylindole, 0.5 mg per mL in DMSO) for 5 min. DAPI fluorescence was visualized 

using a fluorescence microscope with excitation and emission wavelengths of 358 

nm and 463 nm, respectively. Images of conidia germination were captured using an 

AXIO Imager.A2 Zeiss microscope, at a magnification of 1000 X, coupled to an 

AxioCam MRm camera and processed with the using the AxioVision software.  

 The cell cycle progression of the ∆pcl-1 hH1-sfgfp strain was analyzed by 

inoculating 2 x 107 conidia per mL (final concentration) into flasks containing 30 mL of 

liquid VM medium plus 2% sucrose, pH 5.8, 30ºC, 150 rpm. The FGSC#9518 (A, his-

3+::Pccg-1-hH1+-sfgfp+) strain was used as control. Aliquots were removed every 2 h, 
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and the GFP fluorescence was analyzed in the AXIO Imager.A2 Zeiss fluorescence 

microscope coupled to an AxioCam MRm camera and processed using the 

AxioVision 4.8.2 software with excitation and emission wavelengths of 490 nm and 

525 nm, respectively. Images were captured at different times, and six images from 

each strain were used for quantification of the nuclei in the different phases of mitosis 

(approximately 200) (28).  

 

Quantification of glycogen and glycogen synthase activity. Glycogen and 

glycogen synthase activity were quantified in mycelia pads grown by inoculating 107 

conidia per mL into 500 mL of liquid VM, 250 rpm at 30ºC. Mycelia samples were 

collected every 12 h and frozen in liquid nitrogen. Mycelia pads were extracted in 

lysis buffer (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 50 mM NaF, 1 mM EDTA, 0.5 mM PMSF, 0.1 

mM TCLK, 25 mM benzamidine, and 1 μg per mL of each pepstatin and aprotinin). 

Cellular extracts were clarified by centrifugation at 3,000 X g, 10 min, 4ºC, and the 

supernatants were used for glycogen, glycogen synthase activity and protein 

quantification. Glycogen quantification was performed after precipitation with cold 

ethanol and digestion with α-amylase and amyloglucosidase (55). Free glucose was 

quantified with a glucose oxidase kit (Labtest), and glycogen concentration was 

normalized to the total protein concentration. Glycogen synthase activity was 

measured in the presence and in the absence of G6P (glucose-6-phosphate, 7.2 mM 

final concentration) and normalized to the total protein concentration (56). Total 

protein was quantified using BSA as standard (57). 

 

GSN phosphorylation analysis by 2-DE. Glycogen synthase phosphorylation was 

analyzed by two-dimensional electrophoresis in mycelial pads from the wild-type and 

∆pcl-1 strains (19). Briefly, total protein was fractionated by IEF using the pH 4-7 

gradient Immobiline DryStrip (13 cm, linear, GE Healthcare) in an Ettan IPGphor 3 

system (GE Healthcare), according to the manufacturer’s instructions. IEF was 

carried out at 50 μA per strip at 20ºC, using the following steps: 100 V (10 h), 500 V 

(500 Vh), 1,000 V (750 Vh), 8,000 V (11,325 Vh), and 8,000 V (5,067 Vh). After 

electrofocusing, the strips were equilibrated and subjected to a 9% SDS-PAGE, 

using a HoeferTM SE600 system (GE Healthcare). To analyze the GSN 

phosphorylation status, proteins were transferred to nitrocellulose membrane after 2-
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DE and blotted with anti-GSN antibody raised in rabbit. Blots were subsequently 

probed with HRP-conjugated secondary antibodies (Sigma) and developed with 

luminol reagent. As a control of phosphorylation, total protein from the wild-type 

strain was treated with λ-protein phosphatase according to the suppliers’ protocol 

(#P0753S, New England Biolabs). 

 

Production and purification of recombinant proteins. The pcl-1 cDNA 

(ORF NCU08772, 1,110 bp) was amplified by RT-PCR with the oligonucleotides 

Nc8772-F/Nc8772-R (Table S1) using cDNA synthesized from total RNA and the 

SuperScript III reverse transcriptase kit (Invitrogen). The DNA fragment was cloned 

into NdeI and BamHI sites of pET28a expression vector leading to the pET-pcl-1 

construction for the expression of a 369 amino acids protein fused to His-tag at N-

terminus. The pho85-1 cDNA (ORF NCU07580, 1,014 bp) was amplified by RT-PCR 

with the oligonucleotides Nc7580-F/Nc7580-R (Table S1) and cloned into NdeI and 

BamHI sites of pET28a expression vector leading to the pET-pho85-1 construction 

for the expression of a 337 amino acids protein fused to His-tag at N-terminus. The 

full gsn cDNA was amplified from the pET28a-gsn plasmid (55) with the GSN-BamHI-

F and GSN-EcoRI-R oligonucleotides and subcloned into BamHI and EcoRI sites of 

a modified pET28a expression vector, leading to a His-tagged SUMO fusion protein 

at N-terminus. Site-directed mutagenesis at serine/threonine amino acids in SUMO-

GSN was performed using the QuickChange mutagenesis kit (Stratagene). The 

S632A, S636A, T641A, and T645A single mutations were introduced with the S632A-

F/R, S636A-F/R, T641A-F/R, and T645A-F/R oligonucleotides pairs, respectively. 

The quadruple mutant protein S632A/S636A/T641A/T645A was constructed by 

previously constructing the double mutant S632/636A using the S636ADM-F/R 

oligonucleotides and the S632A mutant cDNA as model. The double mutant cDNA 

was used to construct the triple mutant S632/636AT641A using the T641A-F/R 

oligonucleotides, which was used to construt the quadruple mutant using the 

T645ADM-F/R oligonucleotides. All plasmid constructions were confirmed by DNA 

sequencing. Recombinant proteins were produced according to Campanella et al. 

(58) with slight modifications. The His-SUMO protein was also produced under the 

same induction conditions and used as control in the in vitro protein phosphorylation 

experiments. 
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In vitro phosphorylation assay. For the phosphorylation assays, 25 µg of 

the wild-type and mutants His-SUMO-GSN proteins were incubated with 10 µg of 

His-PHO85-1 and 10 µg of His-PCL-1 proteins in reacting buffer (1 mM ATP, 25 mM 

MgCl2, [γ-32P]-ATP, activity 330 mCi/mmol, 1200 cpm/mmol) in 25 l of reaction 

volume for 30 min at 30ºC. Crude cellular extract of a N. crassa mutant strain (gsn), 

which does not synthesize glycogen synthase, was used as source of protein 

kinases. After incubation, His-SUMO-GSN proteins were immobilized on Ni-NTA 

agarose beads (Qiagen) under low agitation. The beads were collected by 

centrifugation, washed three times in washing buffer (50 mM Tris, pH 8.0, 30 mM 

imidazole, 500 mM NaCl) and suspended in elution buffer (50 mM Tris, pH 8.0, 500 

mM imidazole, 500 mM NaCl). After protein elution, Laemmli buffer (59) was added, 

the protein samples were boiled for 5 min and separated on a 12% SDS-PAGE gel. 

After electrophoresis, the gel was stained with Coomassie Brilliant Blue (CBB), dried 

and exposed to X-ray film.  

 

Construction of V5- and GFP-tagged proteins. For protein expression and 

cellular localization, strains expressing at C-terminus either V5- or GFP-tagged CRZ-

1 proteins were constructed using the Honda and Selker (60) methodology, as 

previously described (58). The pZERO-hph-V5 and pZERO-hph-gfp plasmids (a 

donation from M. Freitag, Oregon State University, Corvallis, OR, USA) were used as 

templates and the splitmarkers were amplified by PCR using the CrzGly-F/R, and 

CrzLox-F/R oligonucleotide pairs, listed in Table S1. The hph-V5 and hph-gfp 

nucleotide sequences were amplified from pZERO plasmids using the 10xGly-

F/LoxP-R pair (Table S1). The PCR fragments were fused to the hph-V5 or hph-gfp 

fragments by PCR using the CrzGly-F/Hph-R, Hph-F/CrzLox-R oligonucleotide pairs. 

(Table S1). Fusion DNA fragments were individually transformed into #9718 strain, 

and transformants were selected in the presence of hygromycin. Homokaryons were 

isolated by crossing with either the FGSC#2489 or FGSC#18394 strains in 0.5% 

Westergaard’s medium leading to the crz-1::crz-1-V5 and crz-1::crz-1-gfp in the wild 

type and in the ∆pcl-1 background strains. The segregants from each strain were 

confirmed by PCR using the Nc8772-F/R, CrzGly-F, V5-R, and GFP-R primers 
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(Table S1). N. crassa transformation and other molecular techniques were performed 

using the protocols available at the Neurospora homepage 

(http://www.fgsc.net/Neurospora/NeurosporaProtocolGuide.htm). 

Gene and protein expression. For gene expression analysis, conidia from 

the WT and ∆pcl-1 strains were grown in VM media containing 2% sucrose for 24 h 

with and without 300 mM CaCl2. The mycelia were harvested by filtration, washed 

with sterile water, and submitted to total RNA extraction (61). Total RNA (10 μg) 

samples were first treated with RQ1 RNase-free DNase (Promega) and subjected to 

cDNA synthesis by using SuperScript III First-Strand Synthesis kit (Invitrogen) and an 

oligo (dT) primer, according to manufacturer’s instructions. The cDNA libraries were 

subjected to RT-qPCR on a StepOnePlus™ Real Time PCR System (Applied 

Biosystems) using the Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) 

and specific primers for each gene amplicon (Table S1) as previously described (32). 

Data analysis was performed by the StepOne Software (Applied Biosystems), the 

comparative CT (ΔΔCT) method (62) was used to estimate the Log2 fold expression. 

At least three biological replicates, with three experimental replicates each were 

performed, and reactions with no template were used as negative control. The PCR 

products were subjected to melting curves analysis to verify the presence of a single 

amplicon. All reaction efficiencies varied from 94 to 100% and the results were 

expressed relative to the expression of the beta-tubulin reference gene (β-tub-2 

gene, NCU04054). 

For protein expression, conidia from crz-1::crz-1-V5 and ∆pcl-1 crz-1::crz-1-V5 

strains were grown for 24 h in VM containing 2% sucrose at 30ºC and 180 rpm. After 

24 h, the mycelia were harvested by filtration and divided in samples. One sample 

was frozen in liquid nitrogen and stored at -80ºC until use (control sample). The 

remaining samples were individually transferred into 150 ml of fresh VM liquid 

medium containing either 0.5% sucrose and 10 or 300 mM CaCl2 for up to 60 min at 

30ºC and 180 rpm. The stressed mycelia were harvested, washed with sterile water 

and frozen in liquid nitrogen. Protein extraction was performed according to 

Campanella et al. (58). For analysis of phosphorylated proteins 1mM NaF, 1mM 

sodium orthovanadate, and 1x EDTA-Free Phosphatase Inhibitor Cocktail (Sigma) 

was added to the lysis buffer. For protein phosphatase treatment, samples prepared 

in lysis buffer without phosphatase inhibitor were added of 2 mM MnCl2 and treated 

http://www.fgsc.net/Neurospora/NeurosporaProtocolGuide.htm


199 
 

with 400 U of λ-protein phosphatase ((#P0753S, New England Biolabs) for 40 min at 

30ºC followed by boiling for 5 min in 1 X Laemmli sample buffer (59). Separation of 

CRZ-1-V5 was accomplished in 4-15% Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gels using 

30 μg of total protein (57). The proteins were electro-transferred to nitrocellulose 

blotting membrane (BioRad) and probed with a monoclonal anti-V5 antibody 

(Invitrogen). Blots were subsequently probed with HRP-conjugated secondary 

antibodies (Invitrogen) and developed with ECL reagent (BioRad). Images were 

acquired using the ChemiDoc MP Imaging System (BioRad). 

 

Cellular localization. To determine the cellular localization of the CRZ-1-GFP 

protein under calcium stress, 200 μl of a conidial suspension (2 x 106 conidia per mL) 

from the crz-1::crz-1-gfp and ∆pcl-1 crz-1::crz-1-gfp strains were inoculated onto 

coverslips, covered with VM media plus 2% sucrose and incubated at 30ºC for 8 h 

(control sample). After incubation, the coverslips were transferred to fresh VM media 

containing 0.5% sucrose and 300 mM CaCl2, and incubated for 30 min. The PCL-1 

localization during germination was performed by inoculating 2 x 107 conidia per mL 

(final concentration) of pcl-1 pcl-1+ complemented strain, which express the sfGFP-

tagged PCL-1 under the native promoter. Coverslips were removed and protein 

location was analyzed every 2 h. For nuclei analysis, all samples were immediately 

fixed in 3.7% formaldehyde, 1% phosphate buffered saline (PBS), pH 7.0, 0.2% (v/v) 

Tween 80, washed twice with PBS and stained with Hoechst (10 g per ml) for 15 

min, followed by washing with PBS. Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM) 

was performed using a CARLS ZEISS LSM 800 Confocal Microscopy with a Plan 

Apochromat 63x/1.40 Oil DIC M27 objective. The detection parameters for all 

experiments were fixed at (i) nuclei analysis - hoechst – laser 405 nm: 35% 2.21 

AU/79 μm, detection wavelength 400 – 450 nm, detection gain 894V; (ii) CRZ-1-GFP 

- laser 488 nm: 35% 1.89 AU/84 μm detection wavelength 488 - 574nm, detection 

gain 850V. The z-stack increments were 0.3 μm. The images were analyzed using 

the ZEN Blue 2.3.  

 

Molecular modeling study of PCL-1 and PHO85-1. PCL-1 and PHO-85-1 

sequences were submitted to AlphaFold (https://doi.org/10.1038/s41586-021-03819-

2) to obtain their respective predicted models separately and also in complex, using 

https://doi.org/10.1038/s41586-021-03819-2
https://doi.org/10.1038/s41586-021-03819-2
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AlphaFold Multimer (https://doi.org/10.1101/2021.10.04.463034). The atomic 

coordinates of ATP and Mg2+ were retrieved from the crystallographic structure of the 

S. cerevisiae Pcl10/PHO85 complex available in Protein Data Bank (PDB ID: 4KRC) 

(https://doi.org/10.1074/jbc.M113.502773) after superposition of the complexes. 

Then, the PCL-1/PHO85-1 complex was submitted to molecular dynamics (MD) 

simulations using GROMACS v.2020.4 (63) under the CHARMM36m force field (64). 

The protonation state of the complex was determined according to the PROPKA3 

web server (65), setting the residue His290 of PCL-1 as positively charged. The 

complex was placed in a rhombic dodecahedric box of 12 Å distant from the farthest 

atom in XYZ directions. The system was then solvated and equilibrated with 0.15 M 

of NaCl, adding two Cl- to obtain the net charge of zero. Following, the system was 

minimized using the Steepest Descent algorithm until reaching an energy gradient 

below 100 kJ/mol/nm2. An NVT ensemble was applied generating the initial velocities 

randomly following a Maxwell-Boltzman distribution at 300 K during 1 ns, using the V-

Rescale thermostat (66) with a time constant of 0.1 ps. An NPT ensemble of 1 ns 

was then applied, defining 1 bar as reference pressure, using the Berendsen barostat 

(67) with a time constant of 1.0 ps. These steps were performed restraining the 

backbone atoms of both proteins, ATP heavy atoms and Mg2+ under a force constant 

1.000 kJ/mol/nm2. An unconstrained MD of 300 ns was applied using the Nose-

Hoover thermostat (68) and Parrinello-Rahman barostat (69), using a time constant 

of 0.5 and 5.0 ps, respectively. Nonbonded interactions were calculated considering 

atoms within 10 Å using the PME method, with a switching force function between 10 

and 12 Å. Three independent replicas were performed collecting frames every 20 ps. 

After processing the PBC conditions of all frames, RMSD and RMSF calculations 

were performed for backbone atoms of the complex, using GROMACS built-in tools. 

Further, the prevalence of contacts for each residue of PCL-1 or PHO85-1 was 

measured considering heavy atoms of pairs of residues within a 3.5 Å cutoff, using a 

homemade tcl script implemented in VMD (70). 

  

https://doi.org/10.1101/2021.10.04.463034
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Table S1. Oligonucleotides used in this work.  

*The start and stop codons are shown in bold. The restriction sites are underlined (NdeI/BamHi – Nc8772-F/R, 

NdeI/BamHI – Nc7580-F/R, PacI/XbaI – 8772sGFP-F/R, NotI/XbaI – np8772-F/R) in the oligonucleotides. The nucleotide 

sequences encoding either 6Gly or LoxP are represented in lower cases. ORFs NCU08772 (pcl-1), NCU07580 (pho85-

1), NCU06687 (gsn, glycogen synthase) and NCU07952 (crz-1). **pET28a-gsn (55). ***Themutagenesis sites are in bold 

in the oligonucleotides.  

Primers Sequences (5’→3’)* Source 

pET28a-pcl-1 c DNA cloning 

Nc8772-F CATATGTCACCCAATCCCGAACAC NCU08772 

Nc8772-R GGATCCTCACGCCTCGGCGGCAGCTTC NCU08772 

pET28a-pho85-1 cDNA cloning 

Nc7580-F GTACATATGGACGGCAGGAAACACCC NCU07580 

Nc7580-R CGGGATCCCTAGTAGCCCTCGTAGTTG NCU07580 

pETsumo-gsn cDNA cloning 

GSN-BamHI-F GGCGGATCCATGGCCCACGACAACCG PET28a-gsn** 

GSN-EcoRI-R GCGAATTCTTACTCGACTCCTGGAAT PET28a-gsn 

pTSL91A-pcl-1-sfgfp construction and pcl-1 complementation 

8772sGFP-F CTAGTCTAGACAAAACATGTCACCCAATCCCGAAC NCU08772 

8772sGFP-R CCGCTTAATTAAtcctcctcctcctcctccCGCCTCGGCGGCAGCTTCC NCU08772 

np8772-F ATAAGAATGCGGCCGCTGCAACAGGCTGGGGAGGG Ppcl-1 

np8772-R CTAGTCTAGAGTTGGATATGGAATTCGATTC Ppcl-1 

GSN mutagenesis*** 

S632A-F AAGATATCTCGTCCCTTCGCAGTACCGGGCTCGCC PET28a-gsn 

S632A-R GGCGAGCCCGGTACTGCGAAGGGACGAGATATC PET28a-gsn 

S636A-F CCCTTCTCAGTACCGGGCGCGCCTAGAGACCGGAC PET28a-gsn 

S636A-R GTCCGGTCTCTAGGCGCGCCCGGTACTGAGAAGGG PET28a-gsn 

T641A-F CGCCTAGAGACCGGGCTGGTATGATGACCCCTG PET28a-gsn 

T641A-R CAGGGGTCATCATACCAGCCCGGTCTCTAGGCG PET28a-gsn 

T645A-F GACCGGACTGGTATGATGGCCCCTGGCGATTTTGC PET28a-gsn 

T645A-R GCAAAATCGCCAGGGGCCATCATACCAGTCCGGTC PET28a-gsn 

S636ADM-F CAGTACCGGGCGCGCCTAGAGACC PET28a-gsn 

S636ADM-R GGTCTCTAGGCGCGCCCGGTACTG PET28a-gsn 

T645ADM-F CTGGTATGATGGCCCCTGGCGATTTTG PET28a-gsn 

T645ADM-R CAAAATCGCCAGGGGCCATCATACCAG PET28a-gsn 

RT-qPCR 

pmr-1-F  GCTCGGACTCCTTGATTTG  NCU03292 

pmr-1-R  ACACCCATATGCCTCCTT  NCU03292 

nca-2-F  GCCTGTTCCCTCCTAAGT  NCU04736 

nca-2-R  TCTCCTGCTCCTCATTGAT  NCU04736 

nca-3-F  AAGAAGAAGGAGGGAGAGG  NCU05154 

nca-3-R  CCTTGAACTATGCACTCTCG  NCU05154 

tub-2-F  CCATGTACCCTGGTCTCTCCGAC  NCU04054 

tub-2-R  CCACCGATCCAGACGGAGTACTTG  NCU04054 

CRZ-1-GFP/V5 strains construction 

CrzGLY-F GATCAGCCCACTAACCTGGA NCU07952 

CrzGLY-R cctccgcctccgcctccgccgcctccgccACGGCCGCCGTAGTCACTC NCU07952 

CrzLox-F tgctatacgaagttatggatccgagctcgGCATAGTGTCATGACATTTC NCU07952 

CrzLox-R GGTCTGCGAAAAGGTGGTAG NCU07952 

10Gly-F GGCGGAGGCGGCGGAGGCGGAGGCGGAGG pZERO-V5/GFP 

LoxP-R TGCTATACGAAGTTATGGATCCGAGCTCG pZERO-V5/GFP 

Hph-F AAAAAGCCTGAACTCACCGCGACG pZERO-V5/GFP 

Hph-R GGTCATTGACTGGAGCGAGGCGA pZERO-V5/GFP 

V5-R CGGGGTACCTCACGTAGAATCGAGACCGAG V5 Tag 

GFP-R CTTGTACAGCTCGTCCATGCCG GFP tag 
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