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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];  
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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 



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. 
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