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“O mais importante de tudo € nunca deixar de questionar.

A curiosidade tem sua proépria razdo de existir.” (EINSTEIN)

“As grandes idéias surgem da observacao dos pequenos detalhes.”
(CURY, 2005, p. 12)



RESUMO

O fungo filamentoso Neurospora crassa € um organismo modelo utilizado na
compreensao de diversos aspectos da biologia dos eucariotos, e tem sido usado, em
nosso laboratério, para estudos celulares basicos, como 0s mecanismos
bioquimicos e moleculares envolvidos na regulacdo do metabolismo de glicogénio.
Uma andlise sistematica realizada com uma colecdo de linhagens mutantes em
genes codificadores de fatores de transcricdo permitiu identificar varias proteinas
potencialmente envolvidas na regulacdo do metabolismo do glicogénio neste
organismo. Algumas linhagens mutantes apresentaram alteracbes no perfil de
acumulo de glicogénio e na expressdo dos genes que codificam as enzimas
glicogénio sintase (gsn) e glicogénio fosforilase (gpn) quando comparadas a
linhagem selvagem. Dentre estas, duas linhagens mutantes em genes que codificam
para a proteina RCO-1 (regulator of conidiation-1) e para uma proteina hipotética
foram selecionadas para o presente estudo, levando em consideragcdo que ambas
linhagens também apresentaram variacdes na progressao do ciclo celular quando
analisadas por citometria de fluxo. Como a proteina RCO-1 é uma provavel parceira
da proteina RCM-1 (regulator of conidiation and morphology-1), entdo a linhagem
mutante no gene codificador de RCM-1 foi incluida neste trabalho. Portanto, foi feita
a caracterizacdo de um fator de transcricdo anotado como proteina hipotética e de
dois cofatores transcricionais RCO-1 e RCM-1, ort6logos ao complexo corepressor
Tupl-Ssn6 de Saccharomyces cerevisiae. As proteinas RCO-1, RCM-1 e a
codificada pela ORF NCUQ09739 estao envolvidas na regulacdo do metabolismo do
glicogénio, atuando na regulacdo da expressdo dos genes gsn e/ou gpn. Estas
mesmas proteinas também sdo necessarias para o crescimento e desenvolvimento
normal do fungo, uma vez que as linhagens mutantes apresentaram alteracdes na
extensado das hifas, pigmentacéo e conidiacdo. Andlise da expressdo génica mostrou
gue o gene NCUQ09739 foi altamente expresso no inicio da germinacéo dos conidios,
mostrando a importancia da proteina para o crescimento vegetativo do fungo. Esta
proteina hipotética foi produzida na forma recombinante para futuros ensaios.
Experimentos com diferentes fontes de carbono revelaram que o fator de transcrigao
CRE-1 atua como um repressor do acumulo de glicogénio, entretanto as proteinas
RCO-1 e RCM-1 parecem néao fazer parte do complexo repressor no metabolismo
deste carboidrato. Além disto, as proteinas recombinantes RCO-1 e RCM-1,
juntamente com a proteina CRE-1, foram utilizadas em ensaios de ligagdo DNA-
proteina, porém nao foram observados complexos DNA-proteina utilizando um
fragmento do promotor gsn contendo motifs de CreA/Migl. Um fato interessante é
gue alguns fatores e cofatores de transcricdo identificados como envolvidos na
regulacdo do metabolismo de glicogénio também respondem a luz e/ou reldgio
biolégico, entdo iniciamos uma investigacdo a fim de verificar se 0 acumulo de
glicogénio segue o ritmo circadiano em N. crassa. O reldgio biologico afetou o
crescimento linear das linhagens rco-1X° e rcm-17" e o actimulo de glicogénio e a
expressao dos genes gsn e gpn parecem seguir o ritmo circadiano. Em ensaios de
inducdo por luz, o acumulo de glicogénio ndo se alterou durante os diferentes
tempos de exposicdo a luz, mas a expressdo dos genes gsn e gpn mostrou ser
induzida tardiamente por luz.

Palavras-chave: Neurospora crassa, glicogénio, expressao génica, proteinas RCO-
1 e RCM-1, relégio bioldgico



ABSTRACT

The filamentous fungus Neurospora crassa is a model organism used to understand
various aspects of eukaryotic biology. It has been used, in our laboratory, in basic
cellular studies, such as the biochemical and molecular mechanisms involved in the
regulation of glycogen metabolism. A systematic analysis performed with a collection
of mutant strains in genes encoding transcription factors led to the identification of
proteins likely involved in the regulation of glycogen metabolism in this organism.
Some mutant strains showed changes in the glycogen accumulation profile and in
the expression of the genes encoding the enzymes glycogen synthase (gsn) and
glycogen phosphorylase (gpn) when compared to the wild-type strain. Among these,
two mutant strains in the genes encoding RCO-1 (regulator of conidiation-1) and a
hypothetical proteins were selected for the present study. Both strains presented
variations in cell cycle progression when analyzed by flow cytometry. RCO-1 protein
is likely a partner of RCM-1 (regulator of conidiation and morphology-1) protein, thus
the mutant strain in the gene encoding RCM-1 was included in this work. Therefore,
we performed the characterization of a transcription factor annotated as a
hypothetical protein and the two transcriptional cofactors RCO-1 and RCM-1,
orthologs of the Saccharomyces cerevisiae corepressor complex Tupl-Ssn6. RCO-1,
RCM-1 and the product of the ORF NCUO09739 are involved in the regulation of
glycogen metabolism, acting in the regulation of gsn and/or gpn gene expression.
The same proteins are necessary for growth and normal development of the fungus,
since the mutant strains showed changes in hyphae length, pigmentation and
conidiation. Gene expression analysis showed that the NCU09739 gene was highly
expressed at the beginning of the conidia germination, showing the importance of the
protein for the vegetative growth of the fungus. This hypothetical protein was
produced as a recombinant protein for further assays. Experiments with different
carbon sources revealed that the transcription factor CRE-1 acts as a repressor of
glycogen accumulation, however RCO-1 and RCM-1 proteins does not seem to be
part of the repressor complex in the metabolism of carbohydrate in N. crassa.
Moreover, recombinant RCO-1 and RCM-1 proteins, together with CRE-1 protein,
were used in DNA-binding assays, however DNA-protein complexes were not
observed using a gsn promoter fragment containing CreA/Migl motifs. An interesting
result is that some transcription factors identified as involved in the regulation of
glycogen metabolism respond to light and/or circadian clock. We started an
investigation to determine whether the glycogen accumulation follows the circadian
rhythm in N. crassa. The biological clock affected the linear growth of the rco-1%° and
rem-17" strains and the glycogen accumulation and the gsn and gpn gene
expression may follow the circadian rhythm. In light-induced experiments, the
accumulation of glycogen did not change during different times of exposure to light,
however the expression of genes gsn and gpn showed to be delayed light-induced.

Keywords: Neurospora crassa, glycogen, gene expression, RCO-1 and RCM-1
proteins, circadian clock
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1.1 O fungo modelo Neurospora crassa

Os fungos, plantas e animais representam os trés reinos filogenéticos de
eucariotos (citado em DUNLAP et al.,, 2007). Com somente 70 mil diferentes
espécies de fungos descritas até o0 momento (BLACKWELL, 2011), cerca de 75%
pertencem aos Ascomicetes (sendo 90% fungos filamentosos e o0 restante
leveduras), 25% aos Basidiomicetes (DUNLAP et al., 2007) e os demais filos estédo
representados em menor quantidade. Porém se estima que o reino dos fungos
possua 1,5 milhdes de espécies (HAWKSWORTH, 2001) e estimativas mais
recentes, baseadas em dados adquiridos de métodos moleculares, calculam um
total de 5,1 milhdes de espécies (O'BRIEN et al., 2005; TAYLOR et al., 2010).

O fungo filamentoso Neurospora crassa tem sido utilizado como sistema de
modelo genético desde meados de 1930 (SHEAR; DODGE, 1927; LINDEGREN;
BEANFIELD; BARBER, 1939) por causa de diversas vantagens: apresenta
requerimento nutricional simples, cresce em meio de cultura quimicamente definido,
tem uma fase vegetativa hapléide com um ciclo de vida de duas a trés semanas,
possui dois mating type (fator de acasalamento) distintos, produz ascosporos,
apresenta facilidade nas andlises genéticas (DAVIS; PERKINS, 2002) e tem o seu
genoma sequenciado. Pertencente aos Ascomicetes, N. crassa foi rapidamente
adotado por um grande numero de laboratorios apdés Beadle e Tatum (1941)
definrem o papel de genes envolvidos no metabolismo celular deste fungo,
baseados na hip6tese “um gene, uma enzima”. Estas descobertas permitiram que N.
crassa se tornasse um modelo experimental bastante popular na época (DAVIS;
PERKINS, 2002) para estudos bioquimicos, genéticos, fisioldgicos e moleculares e,
hoje, amplamente utilizado em estudos de expressdo génica, ritmo circadiano,
fotobiologia, defesa do genoma, silenciamento génico e reparo de DNA (DAVIS,
2000; DUNLAP et al., 2007). Devido a sua multicelularidade, € usado para elucidar
processos celulares tais como desenvolvimento e diferenciacdo celular, bem como
outros aspectos da biologia de eucariotos (DAVIS; PERKINS, 2002).

Em 1843, N. crassa foi descrito pela primeira vez como contaminante de paes
e outras substancias ricas em carboidratos e ficou conhecido como “bolor laranja”
nas padarias francesas (PAYEN, 1843; PERKINS, 1991). No Brasil, Neurospora foi
descrito como um fungo laranja que crescia ap0s a vegetacdo ser submetida a

queimada (MOLLER, 1901). A associacdo de Neurospora com calor ja é conhecido
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a muito tempo. Sabe-se que os ascOsporos séo tolerantes as altas temperaturas e
permanecem dormentes até que sejam expostos ao calor. A ativacdo dos
ascosporos pelo calor explica a ocorréncia do fungo N. crassa, tanto em infestacfes
nas padarias como em vegetacdo apos queimada (PERKINS, 1992).

Neurospora € um fungo cosmopolita e tem sido isolado de diversas
localidades em todo o mundo (TURNER; PERKINS; FAIRFIELD, 2001). Apresenta
nutricdo simples, crescendo em meio contendo fonte de carbono, sais e alguns
micronutrientes, sendo que o Unico requisito essencial é a biotina. Pode utilizar
diversas fontes de carbono, como glicose, manose, frutose, xilose, sacarose,
maltose, celobiose e trealose. Seu crescimento 6timo € em pH 5,4, mas € bastante
tolerante e consegue se desenvolver em uma faixa de pH variando entre 4,0 e 7,5.
Tem crescimento vegetativo em temperatura 6tima de 30 a 35°C, embora possa
crescer de 42°C a 5°C. Trata-se de um aerdébio restrito, ndo patogénico, como tempo
de duplicacéo de aproximadamente 150 minutos (METZENBERG, 1979).

1.1.1 Ciclo devida

O ciclo de vida de N. crassa (Figura 1) compreende duas fases: vegetativa,
onde é possivel observar estruturas de propagacao do fungo denominadas conidios,
e a sexual de reproducdo, onde € possivel verificar a presenca dos corpos de
frutificacdo. Sendo um fungo heterotélico, N. crassa possui dois tipos de individuos
sexualmente compativeis, designados A e a. Nenhuma diferenca morfologica é
observada em linhagens de mating type diferentes e quaisquer das duas linhagens
de tipos sexuais opostos sdo competentes para o cruzamento, sendo que tanto um
tipo quanto outro pode se comportar como doador de ndcleos ou receptor de nicleo
(FINCHAM; DAY; RADFORD, 1979).

Durante a fase vegetativa de crescimento do fungo, o micélio € composto por
hifas de nucleos haploides e a reproducédo se faz por meio dos conidios que podem
ser produzidos por duas vias distintas, a macroconidiagdo e a microconidiagéo
(Figura 1). Ambas as vias requerem interface agua-ar e sao reprimidas em culturas
submersas. A macroconidiacdo é promovida por estruturas apicais denominadas
conidiéforos (ADAMS; WIESER; YU, 1998; SPRINGER, 1993), localizados nas
extremidades das hifas aéreas, os quais permitem a formacdo de cadeias de

macroconidios multinucleados (BORKOVICH et al., 2004). A macroconidiacdo pode
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ser induzida por sinais ambientais como choque-térmico, dessecacédo e limitacédo
nutricional (TURIAN; BIANCHI, 1972), e regulada pelo reldgio biolégico endégeno de
N. crassa (LOROS; DUNLAP, 2001). Os macroconidios apresentam coloragao
laranja-rosado, produzem carotendide (ZALOKAR, 1957a, 1957b) e se desenvolvem
em condicdo de alta quantidade de acucar e nitrogénio (PANDIT; MAHESHWARI,
1996). Na microconidiacdo, os esporos mononucleados sado formados dentro das
hifas basais e expelidos a partir da parede quando o processo de maturacdo se
completa (PERKINS; TURNER; BARRY, 1976) ou entdo de microconidiéforos
(BISTIS; PERKINS; READ, 2003; MAHESHWARI, 1999; SPRINGER; YANOFSKY,
1989). Os microconidios apresentam coloracdo marrom-esverdeado, produzem
melanina e carotendide (TURIAN; OULEVEY; TISSOT, 1967) e se desenvolvem em
condicdo de baixa quantidade de acucar e nitrogénio (PANDIT; MAHESHWARI,
1996). Outra forma de propagacdo assexual € por meio dos artroconidios que séo
fragmentos de hifas multinucleadas, produzidos pela desarticulacdo de hifas aéreas
ou disjuncdo de células (MAHESHWARI, 1999) e apresentam forma cilindrica
(SPRINGER; YANOFSKY, 1989).

A fase sexual acontece quando qualquer estrutura (A ou a) € submetida a
condicao limitante de nitrogénio. Em resposta a esta privagdo sdo originados corpos
de frutificagdo denominados protoperitécio, adotado convencionalmente como érgao
reprodutor feminino. O protoperitécio consiste de uma ascogoénia e a partir desta,
hifas especializadas chamadas tricogino projetam-se em direcdo ao ar por acao de
feromoénios. A fertilizacdo ocorre quando uma célula de tipo de acasalamento
oposto, que pode ser macroconidio, microconidio ou artroconidio, entra em contato
com o tricégino. O doador de nucleo (macho) é conduzido para dentro do ascogénio,
onde encontra o nucleo residente (fémea) (METZENBERG, 1979). Neste estagio
ocorre a plasmogamia, associacdo de nucleos aos pares, qgue comecam a se dividir
sincronicamente para a formacdo de numerosas hifas ascogenas. Enquanto isso
acontece, a capa micelial que envolve a ascogbnia comeca a desenvolver uma
espécie de parede originando uma estrutura denominada peritécio maduro. Ha
formacdo do asco inicial, os dois nucleos se fundem (cariogamia) e ocorre meiose,
originando quatro nucleos hapléides. Em seguida, ocorre uma mitose resultando em
oito nucleos haploides dentro do asco maduro, sendo quatro nucleos de cada mating

type. Estes nucleos originardo esporos (ascésporos), que sob eventuais
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circunstancias germinardo originando um novo micélio (Figura 1) (FINCHAM; DAY;
RADFORD, 1979; BORKOVICH et al., 2004).

Figura 1- Ciclo de vida de Neurospora crassa. O ciclo assexual compreende as fases de
macroconidiacdo e microconidiacdo e o ciclo sexual se inicia pela formacdo do
protoperitécio em determinadas condicdes ambientais, que quando fertilizado se
desenvolve, culminando na producdo de ascosporos derivados de meiose (SPRINGER,
1993).
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1.1.2 O sequenciamento do genoma do fungo

A sequéncia gendmica do fungo foi determinada por Galagan et al. (2003)
revelando ser constituida por cerca de 40 Mb, bem maior se comparado com outros
fungos com genomas j& conhecidos como Saccharomyces cerevisiae e
Schizosaccharomyces pombe. Seu genoma esta organizado em sete cromossomos
gue variam entre 4 a 10 Mb de tamanho (SCHULTE et al., 2002) e possui um total
de 10.082 genes codificadores de proteinas que cobrem 44% do genoma. Na época
do sequenciamento do genoma, somente 13% dos genes codificavam proteinas
conhecidas em bancos de dados, 46% das ORFs codificavam proteinas hipotéticas,
e 41% deles codificavam proteinas que ndo possuiam ortdlogos funcionais
conhecidos, refletindo o baixo conhecimento dos genomas dos fungos. Outro fato
interessante € que cerca de 57% das proteinas ndao possuiam relacdo as proteinas
conhecidas de leveduras e, quando comparado com genomas conhecidos de
eucariotos, 1.421 genes de N. crassa apresentaram as melhores correlacbes em
relacdo as proteinas de plantas ou animais (GALAGAN et al., 2003), o que sugere
uma relacdo mais estreita entre fungos filamentosos e eucariotos superiores, se
comparado com leveduras e eucariotos inferiores.

Em 2011, Wang et al. realizaram novas analises computacionais do genoma
de N. crassa, na busca de interagbes proteina-proteina preditas. Estes
pesquisadores mostraram que 40% dos genes codificam proteinas funcionalmente
anotadas em bancos de dados e estimaram a ocorréncia de 27.588 interacOes
proteina-proteina entre 3.006 proteinas de N. crassa, ou seja, cada proteina tem, em
média, 18,4 parceiros. Quase 10 anos apds o término do sequenciamento do
genoma de N. crassa e a presenca de um grande numero de genes ainda com
funcbes desconhecidas aponta este organismo como um promissor modelo para o
estudo de novos mecanismos genéticos e bioquimicos, 0s quais podem
possivelmente representar genes com novas fungdes ou novos genes
desempenhando fun¢des conhecidas de maneiras diferentes (DUNLAP et al., 2007).

Apébs o sequenciamento do genoma de N. crassa (GALAGAN et al., 2003),
metodologias foram desenvolvidas para a inativacdo de genes especificos
(NINOMIYA et al., 2004) e criacdo de um banco de linhagens mutantes (DUNLAP et

al., 2007). Assim deram inicio as analises da gendmica funcional do fungo,



1. Introdugcdo 26

buscando expandir o conhecimento por meio da comparacdo de importantes
processos biolégicos entre organismos modelos distintos.

Em N. crassa estdo descritos dois processos de geracdo de linhagens
mutantes: mutacao por RIP (Repeat Induced Point mutation) e a técnica de nocaute
por recombinacdo homodloga. N. crassa tem um sistema natural de defesa do
genbma (processo de RIP) que foi descoberto em 1986, no qual o fungo detecta
sequéncias duplicadas no genoma haploide (SELKER et al., 1987) e induz mutacdes
pontuais, normalmente trocando as bases GC por AT (CAMBARERI et al., 1989), em
ambas sequéncias, resultando em um silenciamento génico ou inativacéo parcial do
gene. Baseado no processo natural de N. crassa, a inativagcdo de genes para a
construcdo de linhagens mutadas por RIP baseia-se na introducdo de uma cépia
extra do gene alvo no fungo. Os transformantes, contendo uma copia adicional do
gene, introduzem mutacdes pontuais na sequéncia genémica quando submetidos ao
cruzamento seguido de meiose (SELKER, 1990). Esta técnica foi bastante utilizada
para a construcdo de linhagens mutantes e, embora seja um método eficaz,
demanda muito tempo para ser desenvolvido. Hoje, esta técnica € usada para a
inativacao parcial de genes essenciais.

O outro processo de geracao de linhagens mutantes é pelo procedimento de
nocaute, que € um mecanismo mais rapido e baseia-se na recombinacdo homadloga.
Em eucariotos, existem dois mecanismos de recombinacdo génica: a recombinacao
homologa que envolve a quebra do DNA, seguida da troca entre sequéncias
homdélogas, e a recombinacdo ndo-homoéloga, na qual o DNA exdgeno é integrado
em qualquer regido do genoma, independente da homologia. A recombinacao
homologa € o mecanismo predominante em S. cerevisiae, porém ocorre em
rarissimas ocasifes tanto em Neurospora como nos demais eucariotos, dependendo
do gene e do tamanho da regido nucleotidica homéloga que flanqueia o gene de
interesse (DUNLAP et al., 2007).

J4& o0 mecanismo de recombinacdo génica ndo-homodloga é conservado
evolutivamente em todos os reinos, sendo o mecanismo predominante em
eucariotos superiores, como humanos, plantas e insetos. Dentre as proteinas
envolvidas neste mecanismo, destacam-se as proteinas Ku70 e Ku80, as quais
formam um heterodimero que se liga nas extremidades do DNA, compondo um
complexo de reparacao das fitas (WALKER; CORPINA; GOLDBERG, 2001). Com a

identificacdo dos genes homadlogos aos genes codificadores das proteinas Ku70 e
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Ku80 no genoma do fungo N. crassa, mus-51 e mus-52, respectivamente, Ninomiya
et al. (2004) desenvolveram um procedimento, baseado em PCR, para inativacao
destes genes e, desta maneira, construir linhagens nas quais o0 processo de
recombinacdo ndo-homologa € inoperante, favorecendo a recombinagdo homologa.
A técnica de nocaute permitiu a construcdo de um banco de linhagens mutantes de
N. crassa nos genes codificadores de proteinas e, assim, alavancar a genémica
funcional. Dessa forma, linhagens contendo genes individualmente inativados
comecaram a se tornar disponiveis para a comunidade cientifica pelo Fungal
Genetics Stock Center (FGSC, Kansas City, Missouri, USA). Em 2006, Colot et al.
publicaram os primeiros resultados relacionados as linhagens nocauteadas em
genes que codificam fatores de transcricao e a utilizacao de tais linhagens tornou-se
um material interessante para o0 inicio dos estudos acerca dos mecanismos

regulatérios das proteinas ausentes nas linhagens mutantes.

1.2 Metabolismo do glicogénio: aspectos bioquimicos e regulatérios

Nosso grupo de pesquisa utiliza o fungo N. crassa como organismo modelo
para o estudo de mecanismos celulares basicos, como o metabolismo de glicogénio.
O glicogénio é um polimero ramificado formado por moléculas de glicose,
encontrado em células de diferentes organismos, com a funcdo de reserva de
carbono e energia para as células (HARRIS, 1997; NELSON; COX, 2008). O
glicogénio € uma molécula uniforme e compacta, na qual os residuos de glicose
estdo unidos covalentemente por ligagdes glicosidicas a-1,4, que sao responsaveis
pela formacéo das cadeias lineares, e liga¢des a-1,6, que ocorrem a cada 4 residuos
de glicose e sao responsaveis pela ramificacdo da molécula (NELSON; COX, 2008).

A sintese e degradacdo deste polimero sdo processos conservados nos
eucariotos, sendo que existem trés proteinas envolvidas na biossintese deste
polissacarideo: (i) a glicogenina, uma proteina autoglicosilavel que funciona como
uma molécula iniciadora para o inicio da biossintese do glicogénio (FARKAS et al.,
1991; CHENG et al., 1995); (ii) a glicogénio sintase que catalisa a extensdo da
cadeia pela formacao das ligagdes a-1,4 lineares da molécula via transferéncia de
residuos de glicose a partir de UDP-glicose (UDPG) a extremidade ndo redutora da
cadeia polissacaridica pré-existente (LELOIR, 1971; ALONSO et al., 1995) e (ii)) a



1. Introdugcdo 28

glicosil-(4—6)-transferase (enzima ramificadora) que catalisa as ligagbes a-1,6
ramificadas (NELSON; COX, 2008).

A glicose entra na célula via transporte passivo e é mediado por proteinas
transportadoras especializadas (OLSON; PESSIN, 1996; THORENS, 1996), sendo
convertida em glicose-6-fosfato (G6P) em uma reacéo catalisada pela hexoquinase.
A G6P pode patrticipar da glicélise para a producédo de energia via fermentacdo ou
oxidacao, também pode seguir para o ciclo das pentoses para producdo de pentoses
e equivalentes redutores, ou entdo ser convertida em glicogénio e servir como
reserva de unidades de glicose. Na sintese do glicogénio, a G6P é primeiramente
transformada em glicose-1-fosfato (G1P) pela enzima fosfoglicomutase, a qual deve
servir como substrato para a producdo de UDPG pela acdo da UDP-glicose
pirofosforilase. Desta maneira, as moléculas de UDPG sao as doadoras diretas de
residuos de glicose para a sintese do glicogénio (ROACH, 2002; NELSON; COX,
2008). Para que a glicogénio sintase (GS) estenda a molécula de glicogénio é
necessdria a presenca de um oligossacarideo contendo pelo menos oito residuos de
glicose, o qual é fornecido pela glicogenina autoglicosilada em seus residuos de
tirosina. A sintese se completa pela atuacdo da enzima ramificadora, a qual
transfere um fragmento de seis a sete residuos de glicose da cadeia nascente para
os pontos de ramificacdo (ROACH, 2002). Estas ramificacbes ocorrem,
equidistantemente, a cada 10-14 residuos de glicose (citado por BERTOLINI et al.,
2012). O efeito bioldgico da ramificacdo é deixar a molécula do glicogénio mais
solivel e aumentar o numero de extremidades nado-redutoras, 0 que torna o
glicogénio mais acessivel as enzimas glicogénio fosforilase e GS, ja que ambas
trabalham apenas com as extremidades nédo redutoras (NELSON; COX, 2008).

Na degradacdo do polissacarideo, a enzima glicogénio fosforilase catalisa a
liberacdo dos residuos de G1P a partir das extremidades da cadeia polissacaridica,
onde as ligagdes glicosidicas a-1,4 unindo dois residuos de glicose sdo atacadas por
fosfato inorganico por meio de uma reacdo de fosfordlise. Ela age repetitivamente
sobre as extremidades ndo redutoras das ramificagdes da molécula de glicogénio
até que restem apenas quatro residuos de glicose distantes do ponto de ramificacéo.
A etapa restante da degradacdo é controlada pela enzima oligo-(1,6)—(1,4)-
glicotransferase (ou enzima desramificadora) que catalisa duas reagdes sucessivas:
1) transferéncia de trés dos quatro residuos de glicose restantes da acédo da

glicogénio fosforilase para a cadeia linear mais proxima através de sua atividade
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transferase, e 2) remogéo do residuo de glicose a-1,6, resultando em um polimero
linear que sera novamente substrato para a enzima fosforilase. Residuos de G1P,
produtos finais da degradacao do glicogénio, s&o novamente convertidos em G6P
pela enzima fosfoglicomutase (NELSON; COX, 2008). Os processos de sintese e
degradacgéao do glicogénio em N. crassa podem ser observados na Figura 2.

As enzimas regulatérias glicogénio sintase e glicogénio fosforilase estao
sujeitas a diferentes tipos de regulacdo: modulacdo alostérica e controle pos-
traducional, por acdo de proteinas quinases e fosfatases (FRANCOIS;
VILLANUEVA; HERS, 1988). A glicogénio sintase é regulada por alosterismo pela
glicose-6-fosfato e Baskaran et al. (2010) determinaram a estrutura tridimensional de
uma das isoformas da glicogénio sintase de levedura (Gsy2p) e foram os primeiros a
elucidar o papel ativador da G6P. Além desta modulacdo, a GS também pode
apresentar atividade alterada na presenca dos inibidores ATP, UDP, fosfato
inorgéanico e outros intermediarios metabdlicos (PIRAS; ROTHMAN; CABIB, 1968).

O controle pés-traducional da GS é feita via fosfosforilacdo multisitios por
meio da acdo de proteinas quinases, causando uma relativa inativacdo da enzima.
Através da acdo de enzimas fosfatases, a GS apresenta-se na sua forma ativa e
desfosforilada. Sendo assim esta enzima existe em duas formas distintas, diferindo
entre si pelo estado de fosforilagdo e dependéncia do ativador alostérico G6P. A
forma a (desfosforilada e ativa) apresenta atividade completa e pouca dependéncia
de G6P. A forma b (fosforilada e pouco ativa) apresenta atividade somente na
presenca do modulador G6P. Deste modo, a razdo entre a atividade GS na
auséncia/presenca de G6P tem sido usada como indice cinético do grau de
fosforilacdo da enzima (HARDY; ROACH, 1993; NELSON; COX, 2008).

A glicogénio fosforilase possui apenas um sitio de fosforilacdo, Serl4, que é
modificada pela acdo da proteina quinase fosforilase. Esta enzima esta na sua forma
ativa quando fosforilada, e relativamente inativa quando desfosforilada (NELSON;
COX, 2008), e também esté sujeita a complexa regulacdo alostérica, principalmente
pelo AMP (TELLEZ-INON; TORRES, 1970; JOHNSON, 1992; JOHNSON;
BARFORD, 1990; MADSEN, 1986).

Além dos mecanismos de regulacdo das enzimas glicogénio sintase e
fosforilase, 0 metabolismo de glicogénio também pode ser regulado sob diferentes
mecanismos, como consequéncia da regulacdo da expressdo génica em

determinados genes dependendo das condicbes ambientais. Tanto microrganismos
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Figura 2- Representacdo esquematica da sintese e degradagdo do glicogénio em N.
crassa. Glicose entra na célula e é convertida em UDPG, molécula doadora de glicose. A
glicogenina (GNN), que é iniciadora da sintese de glicogénio, se autoglicosila, gerando
extremidades ndo redutoras que permitem a elongagéo do glicogénio pela enzima glicogénio
sintase (GSN), através de ligagbes glicosidicas a-1,4. A enzima glicogénio fosforilase (GPN)
catalisa reacdes de fosforélise, liberando G1P. GSN e GPN séo controladas por fosforilagédo
reversivel por meio da agdo de proteinas quinases e fosfatases. Quatro putativos sitios de
fosforilagdo sdo mostrados para GSN. As ORFs de N. crassa correspondentes aos produtos
do metabolismo de glicogénio estdo representadas entre parénteses. PGM2:
fosfoglicomutase2, UDPG-PP: uridina 5’-difosfoglicose pirofosforilase, UDPG: uridina 5'-
difosfoglicose, PKA: proteina quinase dependente de AMP ciclico (BERTOLINI et al., 2012).
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guanto mamiferos sintetizam e acumulam glicogénio em periodos de abundancia de
nutrientes e o degradam quando as células enfrentam periodos de estresse, como
escassez nutricional (HARRIS, 1997; LILLIE; PRINGLE, 1980). Células de S.
cerevisiae acumulam glicogénio quando a cultura inicia sua fase de crescimento
estacionario durante o crescimento vegetativo ou quando sado submetidas a choque
térmico (NI; LAPORTE, 1995) ou durante a inducédo a esporulacédo e germinacgéo de
esporos (THEVELEIN, 1984; COLONNA; MAGEE, 1978; KANE; ROTH, 1974).
Assim, a variacdo do conteudo de glicogénio celular em resposta a diversas
situagbes ambientais indica que seu metabolismo é controlado por um complexo
sistema regulatorio.

Em N. crassa varios aspectos do metabolismo de glicogénio vém sendo
estudados dando énfase as enzimas que participam da sintese do carboidrato.
Estudos mostraram um acumulo de glicogénio durante a fase exponencial de
crescimento, o qual foi acompanhado por um aumento tanto da atividade glicogénio
sintase quanto nos niveis de mensageiro gsn, e degradacédo do glicogénio quando
cultura atinge a fase estacionaria de crescimento (NOVENTA-JORDAO et al., 1996;
DE PAULA et al., 2002). Sob condi¢do de choque térmico (transferéncia de 30 para
45°C), o nivel do transcrito gsn e o conteudo de glicogénio sofrem uma acentuada
reducdo e retorna ao nivel normal apdés o restabelecimento da temperatura
fisiologica de crescimento da cultura (DE PAULA et al., 2002; FREITAS; BERTOLINI,
2004). Estes resultados mostraram que a regulacdo do metabolismo de glicogénio
em N. crassa envolve mecanismos diferentes dos descritos em S. cerevisiae.

Estudos de caracterizacdo bioquimica e molecular das proteinas glicogenina
(GNN) e glicogénio sintase (GSN) foram realizados (DE PAULA et al., 2002, 2005a,
2005b). Somente uma isoforma da GNN foi identificado em N. crassa e a inativacéo
deste gene por RIP aboliu completamente o acimulo de glicogénio neste organismo
DE PAULA et al., 2005a). GNN tem dois sitios de glicosilacdo na porcdo N-terminal,
sendo que cada residuo contribui diferentemente para o0 processo de
autoglicosilacéo, e a porgcédo C-terminal parece ser importante para interagcdo com a
GSN (DE PAULA et al., 2005b). A enzima GSN de N. crassa possui alta identidade
as proteinas Gsylp e Gsy2p de S. cerevisiae e com as enzimas de musculo de
coelho e de musculo humano. Em relacdo aos sitios de fosforilagdo da enzima GSN,
4 potenciais sitios na regido C-terminal foram identificados através de reacdes de
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fosforilacdo in vitro, entretanto a enzima parece apresentar um sitio adicional
(BARBOSA, 2007).

Como mencionado, um consorcio de laboratérios foi organizado para a
construcdo de linhagens mutantes de N. crassa em genes especificos que estao
disponibilizadas pelo FGSC. Uma colecdo de linhagens nocauteadas em ORFs
codificadoras de fatores de transcricdo se tornou disponivel para a comunidade
cientifica e foi adquirida com a intencdo de realizar uma analise mais detalhada da
participacdo destas proteinas nos mecanismos moleculares envolvidos na regulacéo
do metabolismo do glicogénio.

Uma andlise sistematica foi realizada com o objetivo de buscar linhagens
mutantes que apresentassem um perfil de acumulo de glicogénio distinto da
linhagem selvagem em condi¢cdes normais de crescimento e em situacado de
estresse, tal como o choque térmico. Foram identificados 17 fatores de transcricdo
(Tabela 1) possivelmente envolvidos na regulagdo do metabolismo do glicogénio
(GONCALVES et al.,, 2011). As proteinas identificadas estdo classificadas em
diferentes familias de fatores de transcricdo, algumas apresentam ort6logos
funcionais depositados em banco de dados e a grande maioria corresponde a
proteinas anotadas como hipotéticas. Algumas destas hipotéticas apresentam
fungbes conhecidas e publicadas em trabalhos muito recentes (CHEN et al., 2009;
SANCAR et al., 2011), porém suas anotacées no banco de dados do fungo ainda
nao foram atualizadas.

A analise por Northern blot das linhagens mutantes selecionadas revelou que
em algumas linhagens o perfil de transcricdo dos genes gsn e gpn foi distinto
daquele apresentado pela linhagem selvagem, tanto a 30°C como a 45°C. Desta
forma, pode-se sugerir que estes fatores de transcricdo estdo envolvidos na
regulacdo do metabolismo do carboidrato atuando diretamente na regulacdo da
expressdo dos genes (GONCALVES et al., 2011; BERTOLINI et al., 2012).
Considerando que muitos dos fatores de transcrigdo identificados foram anotados
como proteinas hipotéticas ou proteinas com fungdes ndo muito definidas na
literatura, seria importante a realizacdo de estudos mais especificos da funcao
destas proteinas dentro da regulacdo do metabolismo do carboidrato.

Portanto, o presente trabalho tem como objetivo estudar um fator de
transcricdo anotado como proteina hipotética, codificado pela ORF NCU09739 e

sem nenhum estudo de caracterizagcao funcional prévio, e outros dois cofatores de
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transcricdo, RCO-1 e RCM-1, ortélogos ao complexo corepressor Tupl-Ssn6 de S.
cerevisiae. As linhagens mutantes nas proteinas RCO-1 e hipotética foram
selecionadas por Gongalves et al. (2011) (Tabela 1) e apresentaram niveis do
carboidrato e expressdo do gene gsn alterados quando comparados a linhagem
selvagem. Outro fato bastante interessante é que as linhagens mutantes em ambas
as proteinas apresentaram alteracbes no ciclo celular quando analisadas por
citometria de fluxo. As células da linhagem rco-1“° mostraram parada na fase S do
ciclo celular, enquanto que os conidios da linhagem NCU09739%° apresentaram
parada na fase sub G1. Como a proteina RCO-1 € uma provavel parceira da
proteina RCM-1, seria interessante estudar a linhagem nocauteada no gene rcm-1,
porém essa delecdo nao foi viavel, sugerindo que a auséncia da proteina seja letal
para o fungo. Olmedo et al. (2010) inativaram o gene rcm-1 por meio do processo de
RIP, o qual promoveu a insercdo de um cddon de terminacdo da traducdo no
aminoécido 115 e gerou uma proteina truncada de 114 aminoacidos. Desta maneira,
a linhagem rcm-17'" foi obtida pelo laboratério e incluida neste trabalho.

1.3 Fatores e cofatores de transcricdo envolvidos no metabolismo do

glicogénio

Os fatores de transcricdo ou proteinas regulatérias modulam a atividade da
RNA polimerase I, pois se associam e se ligam especificamente em sequéncias
regulatorias dos genes (COOPER, 2000), e podem ser classificados em fatores
gerais de transcricdo e ativadores/repressores transcricionais. Os fatores gerais de
transcricdo sdo constituintes da maquinaria bésica de transcricdo, jA o0s
ativadores/repressores transcricionais sao proteinas regulatérias especificas que
modulam a expressao de determinados genes (ALBERTS et al., 2002).

As proteinas que sdo reguladoras transcricionais, mas ndo tém a capacidade
de se ligar ao DNA por si sO, sdo chamados de cofatores ou coreguladores
transcricionais, e interagem com os fatores de transcricdo para ativar (os
coativadores) ou reprimir (oS corepressores) a transcricdo de genes especificos
(GLASS; ROSENFELD, 2000). Os coativadores aumentam a expressao de genes
por meio da interacdo com ativadores ou fatores gerais de transcri¢cdo, ou através da

remodelagem de cromatina, por meio da interacdo com histonas acetiltransferases
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(HAT). Estas transferem o grupo acetil para residuos de lisina presente nas histonas,
causando um maior “relaxamento” da cromatina e, consequentemente, menor
interacdo histonas-DNA. Desta maneira, hA um maior acesso da maquinaria de
transcricdo e de fatores de transcricdio ao DNA (NAAR; LEMON; TJIAN, 2001;
McKENNA; O'MALLEY, 2002; XU, 2005). Os corepressores também se ligam a
fatores de transcricdo e diminuem ou reprimem a transcricdo de determinados
genes. Este mecanismo repressor ocorre por competicdo com os coativadores pelos
mesmos sitios de ligacdo aos fatores de transcricdo ou através do recrutamento de
histonas deacetilases (HDAC) que catalisam a remocao do grupamento acetil de
residuos de lisina das histonas, aumentando a atracdo histonas-DNA. Desta
maneira, 0 DNA se torna menos acessivel para os fatores de transcricdo e para a
maquinaria de transcricdo (LAZAR, 2003; GOODSON; JONAS; PRIVALSKY, 2005).
A proteina hipotética NCU09739, incluida neste trabalho, € um fator de
transcricdo que apresenta um dominio classico de ligagcdo a DNA zinc finger do tipo
Zn,Cysg, também denominada binuclear zinc cluster, muito comum em leveduras e
fungos, possuindo seis residuos de cisteinas ligados a dois atomos de zinco (Cys;-
Zn-Cys,-Zn-Cys,). As cadeias laterais dos aminoacidos cisteinas coordenam em
duas curtas a-hélices, unidas por uma volta oposta ao 4tomo de zinco. O dimero
binuclear Zn reconhece 17 pares de bases no DNA (PABO; SAUER, 1992). Esta
proteina hipotética ndo possui sinal de localizacdo nuclear classico e também néo ha
trabalhos funcionais prévios que a caracterizem. Somente foi realizado uma
caracterizacdo morfologica da linhagem mutante NCU09739 por Colot et al. (2006),
mostrando defeitos na conidiagdo, na extensao das hifas e na fertilidade feminina.
Como a linhagem apresentou mais de trés caracteristicas morfologicas alteradas,

ela foi anotada como ada-7 (all development altered-7).

1.3.1 Os cofatores de transcricdo RCO-1/RCM-1 ortélogos a Tupl-Ssn6 de S.

cerevisiae

A proteina RCO-1 é um cofator de transcricdo que apresenta dois dominios
de interacdo proteina-proteina: o dominio Tup_N na porcdo N-terminal e sete
dominios WD40 na por¢cdo C-terminal. O dominio Tup_N € responsavel por
interagcbes com outras proteinas (TZAMARIAS; STRUHL, 1994) e os dominios

WD40 estdo presentes em proteinas de todas as espécies eucaribticas, exercendo
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funcdes variadas que vao desde transducao de sinais até o controle do ciclo celular
(LI; ROBERTS, 2001), e também séo responsaveis pela interacao direta com fatores
de transcricdo repressores, formando um complexo bem estavel (MALAVE; DENT,
2006; SMITH; JOHNSON, 2000). Este dominio é conservado contendo de 44 a 60
residuos de aminoéacidos, sendo que na porcédo N-terminal, entre os residuos de 11
a 24, normalmente contém o dipeptideo glicina-histidina (GH), e o dipeptideo
triptofano-acido aspartico (WD) na por¢do C-terminal, por isso séo referidos como
dominio WD40 ou GH-WD repeats (NEER et al., 1994). Entre os aminoacidos GH e
WD existe uma sequéncia conservada. Nota-se que nem sempre os dipeptideos GH
e WD sao absolutamente conservados (SMITH et al., 1999).

A proteina RCM-1 apresenta dez dominios repetidos de tetratricopeptideos
(TPR) de interacdo proteina-proteina e esse dominio foi encontrado em proteinas
associadas a diversos processos, como mitose, regulacao transcricional, splicing de
RNA e neurogénese (SIKORSKI et al., 1990). Os dominios TPR podem conter de 3
a 16 repeticbes in tandem com aproximadamente 34 residuos de aminoacidos,
embora motifs TPR individuais possam estar dispersos na sequéncia de uma
proteina. A sequéncia consenso de um dominio TPR é definida por um padrdo de
pequenos e grandes aminoacidos hidrofobicos que se apresentam em uma estrutura
em a-hélice antiparalela (DAS; COHEN; BARFORD, 1998; D’ANDREA; REGAN,
2003).

Estudos prévios com o fungo N. crassa mostraram que RCO-1,
correspondente ao gene rco-1 (regulation of conidiation), atua como um repressor
transcricional da expressdo de genes relacionados a conidiagdo e ortdloga a
proteina Tupl de S. cerevisiae. A linhagem mutante rco-1 apresentou taxa de
crescimento reduzida, morfologia das hifas alterada e auséncia de conidiacao
(YAMASHIRO et al., 1996) e o gene rco-1 é requerido para a fusdo e morfologia
normal das hifas (ALDABBOUS et al., 2010). J& a proteina RCM-1, produto do gene
rcm-1 (regulation of conidiation and morphology), é ortéloga a proteina Ssn6 de S.
cerevisiae e o mutante rcm-17"
vegetativo e sexual (OLMEDO et al., 2010).

Olmedo et al. (2010) mostraram que RCO-1 e RCM-1 de N. crassa

apresentou sérias alteracdes no desenvolvimento

provavelmente formam um complexo corepressor como 0s ortélogos Tupl-Ssn6 de
levedura, uma vez que essas proteinas participam na fotoadaptacdo de genes
regulados por luz. Estes pesquisadores mostram gue 0s mutantes rco-1 e rcm-1
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apresentaram aumento nos niveis do transcrito con-10 (gene especifico de
conidiacdo) e de outros genes regulados por luz depois de um longo tempo de
exposicdo a luz. Também mostraram que RCO-1 e RCM-1 estdo localizadas no

nucleo da célula onde regulam a transcricdo de genes responsivos a luz.

1.3.1.1 O complexo global corepressor Tup1-Ssn6 de levedura

Estudos de microarray indicaram que o complexo global corepressor Tupl-
Ssn6 é responsavel pela repressdo de mais de 180 genes em S. cerevisiae
(GREEN; JOHNSON, 2004; SMITH; JOHNSON, 2000), sendo recrutados pelos
fatores de transcricdo e desenvolvendo suas funcdes repressoras por meio de
interacbes com RNA polimerase |Il, histonas deacetilases e a maquinaria
transcricional (MALAVE; DENT, 2006). O complexo Tupl-Ssn6 consiste de 3 a 4
moléculas de Tupl e uma molécula de Ssn6 (REDD; ARNAUD; JOHNSON, 1997;
VARANASI et al.,, 1996). A proteina Ssn6 contém 10 dominios TPR (SCHULTZ;
MARSHALL-CARLSON; CARLSON, 1990) e a proteina Tupl possui o dominio Tup_
N na porcdo N-terminal e 7 dominios WD40 na porcdo C-terminal. Estudos de
cristalografia mostraram que Tup_N forma uma hélice importante para a
tetramerizacdo e interacdo com os dominios TPR da proteina Ssn6, sendo que esta
forma uma superhélice (Figura 3A) suficientemente grande capaz de acomodar
Tup_N (JABET et al., 2000).

Em S. cerevisiae diversos fatores de transcricdo recrutam o complexo Tupl-
Ssn6, como a proteina Migl que se liga a genes reprimidos por glicose, tais como
genes que codificam proteinas requeridas para o crescimento em fontes de carbono
alternativo (NEHLIN; CARLBERG; RONNE, 1991), a proteina Crtl que regula genes
de resposta a danos ao DNA (HUANG; ZHOU; ELLEDGE, 1998) e a proteina Rox1
que regula genes de resposta a anaerobiose (BALASUBRAMANIAN; LOWRY;
ZITOMER, 1993), dentre outros fatores de transcricdo (SMITH; JOHNSON, 2000).

No caso de genes reprimidos em resposta a glicose extracelular, o fator de
transcricdo Migl se liga a promotores de determinados genes e recruta Tupl-Ssn6
para reprimir a transcricdo (NEHLIN; CARLBERG; RONNE, 1991). Quando se tem
uma fonte de carbono néo preferencial, Migl é fosforilada pela proteina Snfl no
nucleo, a interacdo com Tupl-Ssn6 é rompida e Migl € translocada para o
citoplasma (CHRONAKIS; GLIGORIS; TZAMARIAS, 2004). Os fatores
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transcricionais CreA (Aspergillus nidulans), CRE-1 (N. crassa) e Migl (S. cerevisiae)
vem sendo descritos como repressores transcricionais que agem em resposta ao
mecanismo do catabolismo de carbono, conhecido como CCR (carbon catabolite
repression) (EBBOLE, 1998; SUN; GLASS, 2011). Através do sistema de duplo
hibrido de levedura, foi confirmada a interacdo de Migl com Ssn6 por meio dos
dominios TPR (TREITEL; CARLSON, 1995).

Véarios modelos tém sido propostos para explicar como Tupl-Ssn6 poderia
reprimir a transcricdo de determinados genes. O primeiro modelo de mecanismo de
repressdo de Tupl-Ssn6 é pela interferéncia com o ativador (Figura 3B), porém
nenhum dado experimental foi obtido em favor desta suposicao e também néo se
sabe qual das proteinas faria interacdo com o ativador. O segundo mecanismo de
repressao é pela interacdo direta com a maquinaria de transcricdo geral (Figura 3C)
e dois experimentos dao suporte a este modelo. Um dos experimentos mostrou a
repressdo da transcricdo in vitro pela interacdo de Tupl-Ssn6 com a maquinaria de
transcricdo geral, sem a influéncia de um ativador, porém este experimento foi
conduzido com extrato bruto de levedura, na qual pode haver participacdo de outras
proteinas na reacgdo de repressdo. Outro experimento identificou varios produtos de
genes (Srb8-11, Rgrl, Sin4, Rox3) associados quimicamente com a maquinaria de
transcricdo da RNA polimerase Il e que sao afetados pela represséo de Tupl-Ssn6
(CARLSON, 1997; MYER; YOUNG, 1998). Mutacdes individuais na maioria destes
componentes resultaram em uma moderada reducao na repressao por Tupl-Ssn6
(LEE; CHATTERJEE; STRUHL, 2000). No mutante srb8 houve uma superexpressao
de Tupl, sugerindo um envolvimento direto de Srb8 com a repressao por Tupl-Ssn6
(WAHI; KOMACHI; JOHNSON, 1998).

O ultimo modelo proposto de repressao por Tupl-Ssn6 é pela alteracdo da
estrutura da cromatina (Figura 3D). Este modelo é proposto com base em quatro
evidéncias: 1) o posicionamento dos nucleossomos ndo permitiu a ligacdo de
proteinas ao DNA guando genes a-especificos (genes envolvidos com mating-type)
foram reprimidos por Tupl-Ssn6é (SHIMIZU et al., 1991; PATTERTON; SIMPSON,
1994); 2) Tupl interage in vitro com a por¢ao N-terminal das histonas H3 e H4
(EDMONDSON et al., 1996); 3) a delecdo ou mutacdo nas caudas das histonas, em
algumas condi¢des, levaram a uma diminui¢éo parcial da repressédo de Tupl-Ssn6 in
vivo (EDMONDSON et al., 1996); 4) linhagens mutantes de levedura em trés genes

de histonas deacetilases diminuiram parcialmente a repressdo de Tupl-Ssn6
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Figura 3- Interagcdo entre as proteinas Tupl-Ssn6 de S. cerevisiae e seus mecanismos
de repressdo. (A) Modelo de interacdo entre Tupl e Ssn6 por meio de seus dominios
Tup_N e TPR, respectivamente (JABET et al., 2000). (B) Modelo de interacdo do complexo
corepressor com o ativador. Tup1-Ssn6 interage com o fator de transcricdo, em azul, e com
o possivel ativador, em amarelo, de diversas maneiras, mesmo que o sitio do operador
esteja distante do sitio de inicio da transcricdo (SMITH; JOHNSON, 2000). (C) Modelo de
repressdo de Tupl-Ssn6 pela interagdo direta com componentes da maquinaria de
transcricdo (SMITH; JOHNSON, 2000). (D) Modelo de represséao por alteracdo da estrutura
da cromatina. Tup1-Ssn6 é recrutado pelo fator de transcri¢cdo repressor, em verde escuro, e
interage com o complexo mediador da RNA polimerase Il, desfazendo-se o complexo
transcricional. O complexo corepressor recruta HDACs para acetilar histonas e, desta
maneira, ocorre a compactacéo da cromatina (MALAVE; DENT, 2006).
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(EDMONDSON et al., 1998). Para uma maior repressao, todos esses modelos
podem ocorrer conjuntamente ou separadamente, e a interacdo com diferentes
repressores, componentes mediadores ou HDACSs seria possivel devido a mudancas
na estrutura conformacional do complexo Tupl-Ssn6, ou seja, o complexo
corepressor teria uma certa flexibilidade para acomodar-se em diferentes lugares da
regido promotora (Figura 3B) (SMITH; JOHNSON, 2000).

Muitos genes reprimidos por Tupl-Ssn6 sdo essenciais para a sobrevivéncia
da célula sob certas condi¢des, e sua repressdo é rapidamente aumentada em
resposta a um determinado sinal. Por exemplo, alguns genes requeridos para o
reparo do DNA sao normalmente reprimidos por Tupl-Ssn6, mas devem ser
desreprimidos quando o DNA estd danificado. Nao existe nenhum sinal ou
combinacdo de sinais que inativam diretamente Tupl-Ssn6; o que ocorre é uma
inativagcdo do fator de transcricdo ao qual o complexo esteja ligado (SMITH,;
JOHNSON, 2000). No caso de genes a1 ou 02, a desrepressao tipicamente ocorre
guando S. cerevisiae muda de mating-type. Desta maneira ocorre ubiquitinagcdo do
fator de transcricdo e este € destruido (SMITH; JOHNSON, 2000). O fator de
transcricdo Crtl, que regula genes de resposta a danos ao DNA, sofre
hiperfosforilagéo e perde a capacidade de se ligar ao DNA (HUANG et al., 1998). Em
baixos niveis de glicose, a proteina Migl é fosforilada e exportada do nucleo (DE
VIT et al., 1997; TREITEL et al., 1998; OSTLING; RONNE, 1998).

As proteinas RCO-1 e RCM-1, além de terem sido identificadas como
proteinas potencialmente relacionadas com a regulacdo do metabolismo de
glicogénio também estdo descritas como envolvidas em resposta a luz e/ou reldgio
biolégico no fungo N. crassa. Outros fatores de transcricdo identificados também
estdo envolvidas em ambos processos, como: CSP-1 (conidial separation-1), CTF-
1a (cutinase transcription factor 1 alfa), SAH-2 (short aerial hyphae-2) e SUB-1
(submerged protoperithecia-1). RCO-1/RCM-1 participam na fotoadaptacdo de
genes regulados por luz (OLMEDO et al.,, 2010), RCO-1 é um possivel efetor
downstream e na sua auséncia o0 mutante apresentou alteracbes no periodo
circadiano (BRODY et al., 2010). O gene csp-1 é regulado por luz (LAMBREGHTS et
al., 2009) e a proteina CSP-1 regula genes envolvidos em metabolismo, controlando
a sintese de ergosterol e acido graxo (SANCAR et al., 2011). Genes controlados por

CSP-1 sé@o expressos ritmicamente e esta proteina atua como repressora quando
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forma um complexo transiente com os corepressores RCO-1/RCM-1 (SANCAR et
al., 2011). sub-1 e sah-2 sao genes induzidos por luz (SMITH et al., 2010).

O fato de termos identificado fatores e cofatores de transcrigdo envolvidos em
resposta a luz/reldgio biolégico e atuando como reguladores do metabolismo de
glicogénio nos levou a iniciar uma investigacdo sobre a correlacdo entre

metabolismo de glicogénio e reldgio biolégico neste fungo.

1.4 Rel6gio biolégico em N. crassa

A luz ativa uma variedade de processos fisiolégicos em Neurospora, incluindo
a biossintese de carotendide (HARDING; TUNER, 1981), conidiacdo (KLEMM,;
NINNEMAN, 1978; LAUTER, 1996), desenvolvimento de protoperitécio (DEGLI-
INNOCENTI; POHL; RUSSO, 1983) e ajuste (resetting) do reldgio biolégico (CHEN;
LOROS, 2009). Mais de 5% dos genes de N. crassa S80 expressos em resposta ao
estimulo da luz em uma cascata regulada temporalmente que inclui diversos fatores
de transcricdo (CHEN; LOROS, 2009). Estudos de microarray mostraram que 314
genes respondem ao estimulo da luz aumentando os niveis dos transcritos, e dos
genes analisados 45% apresentaram rapida inducéo, com picos de expressao entre
15-30 minutos, e 55% apresentaram inducdo tardia, com picos de expressao entre
45 minutos a 2 horas depois da exposicdo a luz (CHEN et al., 2009). Genes
envolvidos com a sintese de pigmentos, vitaminas, cofatores, metabolismo
secundério, processamento de DNA e sinalizagdo celular apresentam resposta
rapida em funcdo a luz. Em contraste, genes envolvidos no metabolismo de
carboidrato e oxidacdo de acidos graxos apresentam resposta tardia a luz (CHEN;
LOROS, 2009).

N. crassa responde a luz estritamente perto do UV/luz azul, sugerindo a
presenca de um fotoreceptor de sinalizacdo a luz azul e de transducdo de sinal
(CHEN; LOROS, 2009; LINDEN; BALLARIO; MACINO, 1997; SARGENT; BRIGGS,
1967). Foram isolados dois mutantes cegos wc-1 e wc-2 que apresentam conidios
com pigmentacdo, enquanto os micélios sdo de coloracdo branca, mesmo na
presenca de luz, devido a uma deficiéncia especifica na biosintese de carotendide
no micélio (LINDEN; RODRIGUEZ-FRANCO; MACINO, 1997). Portanto, as
proteinas codificadas por wc-1 e wc-2 sdo receptores de luz (LEE; DUNLAP;
LOROS, 2003; COLLETT et al.,, 2002). WC-1 (White Collar-1) € um fator de
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transcricdo da familia zinc finger que possui dominios PAS para interacdo proteina-
proteina (BALLARIO et al., 1996) e um dominio LOV de ligacdo a croméforo, na qual
ocorre ligacado de uma flavina adenina dinucleotidio (FAD) (Figura 4) permitindo que
WC-1 atue como fotoreceptor de luz azul (FROEHLICH et al., 2002).

A proteina WC-2 (White Collar-2) contém um dominio zinc finger e um
dominio PAS (LINDEN; MACINO, 1997), e obrigatoriamente interage com WC-1
para formar o Complexo White Collar (WCC). Esse complexo se liga a sequéncias
especificas na regido promotora (FROEHLICH; LOROS; DUNLAP, 2003),
normalmente de genes de resposta rapida a luz (CHEN; LOROS, 2009), mas
também alguns de resposta tardia (LINDEN; BALLARIO; MACINO, 1997). Um
exemplo seria 0 gene sub-1, no qual WCC se liga ao seu promotor apos 15 minutos
de estimulo pela luz, ativando sua transcricdo. O fator de transcricdo SUB-1 tem
funcdo de regular alguns genes de expressao rapida e a maioria dos genes de
expresséo tardia em funcéo da luz (CHEN et al., 2009) (Figura 4).

Outro fotoreceptor que tem sido intensamente estudado € VIVID (VVD) que
atua como um repressor da expressao de genes induzidos por luz e controlados por
WCC (CHEN et al., 2009; SCHWERDTFEGER; LINDEN, 2003; SHRODE et al.,
2001). VVD é um proteina pequena, de 21 kDa, que possui apenas uma dominio
PAS e um dominio LOV, no qual FAD se liga sob ativacdo da luz (ZOLTOWSKI;
CRANE, 2008). A ativacao da transcricao pela luz de alguns genes de Neurospora é
transiente, cessando depois de um longo tempo de exposicao a luz (ARPAIA et al.,
1999; LAUTER; YANOFSKY, 1993), e para que ocorra essa fotoadaptagdo €
necesséria a interacdo de VVD e WCC (Figura 4) (HEINTZEN et al., 2001;
SCHAFMEIER; DIERNFELLNER, 2011).

A perda de resposta transcricional durante a fotoadaptagcéo pode ser revertida
pelo aumento da intensidade da luz (ARPAIA et al., 1999; SCHWERDTFEGER,;
LINDEN, 2001). Os genes con-10 e con-6 (genes relacionados a conidiagdo) de
Neurospora sdo regulados pela luz (CORROCHANO et al., 1995; LAUTER; RUSSO,
1991; OLMEDO et al., 2010). A ativacdo de ambos os genes € transiente, a maxima
acumulacdo de mRNA ocorre em 0.5-1 hora de exposicao a luz e depois é reduzida.
Em micélio exposto por 4 horas ndo séo detectados niveis de mRNA de con-10 e
con-6, indicando claramente a fotoadapatacdo (LAUTER; YANOFSKY, 1993).

A luz é importante para sincronizar o reldgio biolégico com o ciclo dia/noite
ambiental (SCHAFMEIER; DIERNFELLNER, 2011). Sabe-se que diversos
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Figura 4- Respostas a luz em N. crassa. Na presenca de luz, o complexo WCC se liga
transientemente a elementos de resposta a rapida inducdo (ELRES) em promotores de
genes de resposta rapida a luz, para ativar sua transcricao, incluindo a expresséao de frq,
gue codifica para a proteina FRQ, o fotoadaptador VVD, o fator de transcricdo SUB-1 e
outros. A proteina FRQ modula a atividade de WCC de maneira circadiana, determinando a
amplitude da resposta a luz. Em resposta a luz, a proteina VVD é altamente expressa e
acumula no nuacleo para reprimir a atividade transcricional por meio da interacao fisica com
WCC. A proteina SUB-1 é essencial para a maioria das respostas tardias, ligando-se a
elementos de resposta a inducdo tardia (LLRES). Fotoreceptores secundarios e outras
proteinas podem afetar a resposta a luz, de maneira especifica do gene ou especifica a fase
de crescimento, incluindo as proteinas CRY, PHY-2, NOP-1 e VE-1. Finalmente, alguns
fatores de transcricdo induzidos por luz, como CSP-1, SAH-1 e VAD-3, possuem func¢fes
downstream na cascata de sinalizacdo (CHEN; DUNLAP; LOROS, 2010).



1. Introducdo 44

organismos, de bactérias até mamiferos, possuem um mecanismo enddgeno que
organiza as atividades bioquimicas, celulares e comportamentais. Esses ritmos
diarios sdo produzidos pelo relégio biolégico e se manifestam pela expresséo ciclica
de genes e de produtos de genes controlados por uma ou mais vias de saida do
relogio. Os ritmos circadianos sédo coordenados de acordo com ciclos ambientais
exogenos que tem como obijetivo limitar atividades em um determinado momento do
dia, permitindo que a espécie organize seu metabolismo e comportamento de forma
adequada (EDMUNDS, 1987). Um pequeno numero de eucariotos pode ser usado
como modelo para estudar as bases moleculares e bioquimicas do ritmo circadiano,
dentre eles o fungo N. crassa (HEINTZEN; LIU, 2007). Em N. crassa a maioria dos
genes regulados por luz também sao regulados pelo reldégio (SMITH et al., 2010) e
0s componentes centrais do oscilador circadiano foram identificados por abordagens
bioguimicas e genéticas e incluem os fatores de transcricdo WC-1 e WC-2, a
proteina FRQ (frequency) e FRH (RNA helicase).

No sistema circadiano, a luz ajusta o reldgio de N. crassa pela r4pida ativacao
do complexo de proteinas WCC (BALLARIO et al., 1998; TALORA et al., 1999) e
pela inducado da transcricdo de outros genes incluindo alguns clock-controlled genes
(ccg) (HEINTZEN; LIU, 2007). No escuro, o complexo WCC forma um heterodimero
(BALLARIO et al., 1998) que ativa a transcricdo de frequency (frq) e esta regulacéo
resulta na expressao ritmica do transcrito frq e da proteina FRQ (CROSTHWAITE et
al., 1997). As proteinas FRQ sdao sintetizadas, se dimerizam (CHENG; YANG,; LIU,
2001) e formam um complexo estavel com a RNA-helicase (FRH) antes de entrarem
no ndcleo (CHENG et al., 2001). No nucleo FRQ-FRH interage com WCC,
provavelmente bloqueando sua atividade (FROEHLICH; LOROS; DUNLAP, 2003).
Portanto, FRQ funciona como um oscilador feedback negativo do relégio (CHENG et
al., 2005; HE et al., 2006) (Figura 4).

A luz provavelmente influencia na estabilidade de WC-1 e WC-2, uma vez que
ocorre fosforilagcdo transitéria destas proteinas como forma de adaptacdo a luz
(ARPAIA et al., 1999), ja no escuro, WCC ¢ fosforilado causando sua inativagédo
(BAKER; LOROS; DUNLAP, 2012). FRQ é progressivamente fosforilado por varias
quinases e quando estd completamente fosforilado é degradado, permitindo que o
ciclo biolégico se reinicie pela nova sintese de WCC ou pela reativagdo de WCC
pela acdo de proteinas fosfatases (BAKER; LOROS; DUNLAP, 2012; DUNLAP et
al., 2007; LIU; LOROS; DUNLAP, 2000; SCHAFMEIER et al., 2008).
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Dentre os genes controlados pelo relégio (clock controled genes, ccgs), ccg-9
codifica para a enzima trealose sintase que participa da sintese do dissacarideo
trealose, o qual tem func&o de protecao celular sob situagbes de estresse ambiental
(SHINOHARA et al., 2002). Experimentos mostraram que ccg-9 é requerido para a
conidiacao ritmica no escuro (SHINOHARA et al.,, 2002). A identificacdo destes
componentes do reldgio e os estudos de suas fungbes tornam o ritmo do fungo N.
crassa um dos relogios circadianos mais bem entendidos entre os sistemas
eucariotos estudados.

Recentemente vem surgindo na literatura trabalhos que relatam a conexao
entre ritmo circadiano e metabolismo, ou seja, como 0S organismos conectam o
status nutricional e metabdlico aos seus relégios bioldégicos. Um destes trabalhos
mostrou a acao do fator de transcricdo CLOCK atuando diretamente na regulagao do
ritmo circadiano da enzima glicogénio sintase hepética (Gys2) por meio da ativacédo
transcricional do gene Gys2 (DOI; OISHI; ISHIDA, 2010). Especificamente, a
mutacdo no gene Clock levou a uma diminuicdo na ritmicidade do conteddo de
glicogénio hepatico, bem como uma reducédo na expressado circadiana do transcrito
Gys2 e da proteina Gys2 (DOI; OISHI; ISHIDA, 2010). Outro trabalho mostrou a
relacdo entre reldgio bioldgico e diabetes, uma vez que mutantes em componentes
do reldgio apresentaram diminui¢do da oscilacdo ritmica de genes envolvidos com a
sinalizacdo de insulina e deteccéo de glicose (MARCHEVA et al., 2010). Portanto a
auséncia de componentes do relégio pancreatico pode causar diabetes em
consequéncia a defeitos na secrecao de insulina (MARCHEVA et al., 2010). Em N.
crassa, Correa et al. (2003) mostraram por analise de microarray que 0 gene que
codifica para a enzima glicogénio fosforilase segue o ritmo do reldgio bioldgico.
Entretanto, experimentos que comprovam isto ndo estéo disponiveis na literatura.

Portanto, pretendemos investigar mais profundamente o assunto, buscando
entender se 0 metabolismo de glicogénio é sincronizado ao reldgio bioldgico e desta

maneira, como 0s dois processos podem estar conectados.
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O presente trabalho foi desenvolvido com dois grandes objetivos:

1- Caracterizar fatores e cofatores de transcricdo previamente identificados
como envolvidos na regulacdo do metabolismo de glicogénio. Especificamente
0s objetivos foram:

e Avaliar o crescimento e morfologia das linhagens mutantes, para verificar se a
auséncia das proteinas pode afetar: crescimento, conidiagdo, producdo de hifas
aéreas e morfologia das hifas.

e Avaliar o conteudo de glicogénio e a expressdo dos genes que codificam as
enzimas glicogénio sintase (gsn) e glicogénio fosforilase (gpn) nas linhagens
mutantes, com o intuito de verificar se 0 conteddo de glicogénio € resultante de
variacfes na expressao dos dois genes.

¢ Analisar a funcéo de trés proteinas em ensaios com diferentes fontes de carbono.
e Produzir as proteinas na forma recombinante, purificar e utilizar na producéo de
anticorpos.

e Analisar trés proteinas em ensaios de retardamento em gel que avaliam a

formacéo de complexos DNA-proteina.

2- Iniciar os estudos visando correlacionar metabolismo de glicogénio e
reldgio biolégico em N. crassa. Alguns fatores de transcricéo identificados também
estdo descritos como envolvidos em resposta a luz e/ou reldgio biolégico no fungo
N. crassa. Desta maneira o objetivo foi iniciar alguns estudos na tentativa de
correlacionar ambos processos:

e Avaliar o crescimento linear das linhagens mutantes em experimentos que
mimetizam o reldgio biolégico do fungo.

e Avaliar o conteudo de glicogénio e expressdao dos genes gsn e gpn em
experimentos de reldgio biolbgico.

e Verificar se a expressao de genes codificadores de enzimas do metabolismo de

glicogénio é induzida por luz.
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3.1 Linhagens utilizadas

3.1.1 Neurospora crassa
e Linhagem: FGSC#2489 (A). Linhagem selvagem usada no sequenciamento do
genoma do fungo.
e Linhagem: FGSC#9718 (a, mus-51::bar’). Linhagem usada para a construcéo
dos mutantes nocauteados.
e Linhagens mutantes:
Linhagem FGSC#11062 a, linhagem mutante na ORF NCU09739 (9739%°).
Linhagem FGSC#11371 A, linhagem mutante na ORF NCU06205 (rco-1X©).
Linhagem FGSC#10215, linhagem mutante na ORF NCU06842 (rcm-1~'F).
Linhagem FGSC#10372 a, linhagem mutante na ORF NCU08807 (cre-1<©).

As linhagens mutantes nas ORFs NCUQ09739, NCU06205 e NCU08807 foram
obtidas através de nocaute pela insercdo do gene de resisténcia a higromicina; e a
linhagem FGSC#10215 sofreu processo de RIP na ORF NCU06842. Todas as
linhagens foram disponibilizadas pelo FGSC, Kansas City, Missouri, USA.

3.1.2. Escherichia coli

e DH10B, F endAl recAl galU galK deoR nupG rpsL AlacX74 ®80lacZAM15
araD139 A(ara,leu) 7697 mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) AN (CASADABAN;
COHEN, 1980).

e BL21(DE3)pLys-S, E. coli B F dcm ompT hsdS(rg'mg’) gal A(DE3) [pLysS Cam']
(Agilent Technologies).

e Rosetta(DE3)pLys-S, E. coli B F dcm ompT hsdS(rsmg) gal A(DES3)
[pLysSRARE Cam'] (Novagen).

e ArcticExpress(DE3), E. coli B F ompT hsdS(rgmg’) dcm™ Tet' gal A(DE3) endA
Hte [cpn10 cpn60 Gent'] (Agilent Technologies).

3.2 Meios de cultura

3.2.1 N. crassa

O meio de cultivo utilizado para o crescimento e manutencdo das linhagens

do fungo N. crassa foi 0 meio minimo de Vogel (VM) (VOGEL, 1956). Esse meio foi
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preparado contendo sacarose, sais de Vogel e biotina. A solucédo de sais de Vogel
foi preparada 50X concentrada, a partir da dissolucdo dos seguintes sais, na ordem
indicada, em 700 mL de agua destilada:

510 g de citrato de sodio.H,O

250 g de KH,PO4

100 g de NH4NO3

10 g de MgS04.7H,0

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

5 mL de solucao de elementos tragos

O volume foi completado para 1 L com agua destilada e 300 uL de cloroférmio

foi adicionado como agente conservante. A solucdo estoque de sais de Vogel foi
armazenada a 4°C. A solucdo de elementos tracos foi feita pela dissolugdo dos
seguintes compostos em 90 mL de agua:

5 g de MgS0,4.7H,0

5 g de &cido citrico.H,0

5 g de ZnS04.7H,0

1 g de F(NH4)2.(SO4),.6H,0

0,25 g de CuS04.5H,0

0,05 g de MnS0O4.H,0

0,05 g de H3BO3

0,05 g de NaMo00O,4.2H,0

O meio minimo de Vogel foi preparado contendo sacarose 2%, sais de Vogel

1X, biotina 0,1 mg/mL preparada em etanol 50% e &gar 2% para culturas de meio

sélido. O pH do meio minimo de Vogel € 5,8.

3.2.2 E. coli

O meio de cultivo utilizado para crescimento foi o meio 2YT acrescido de
glicose.
Triptona 1,6%
Extrato de levedura 1,0%
NacCl 0,5%
Glicose 0,2%

Para culturas sélidas, foi adicionado ao meio agar 2%.
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3.3 Propagacéao das linhagens de N. crassa e obtencéo dos conidios

As linhagens foram inoculadas em garrafas de vidro contendo 50 mL de meio
VM soélido e crescidas inicialmente a 30°C durante 3 dias e, em seguida, expostas a
luz até um total de 9 a 10 dias. Apos esse periodo, a suspensao conidial foi coletada
em aproximadamente 15 mL de agua destilada estéril e filtrada com auxilio de uma
gaze estéril para retencdo das hifas. Os conidios foram contados em camara de
Neubauer e armazenados na temperatura de 4°C. A manutencdo das linhagens
nocauteadas foi realizada em VM solido acrescido de sacarose 2% e de higromicina
B 50 a 200 pg/mL.

3.4 Andlise morfologica das linhagens mutantes e selvagem

A seguir, encontram-se descritas as analises fenotipicas realizadas nas
linhagens mutantes analisadas. Todas as analises foram realizadas tendo como
padrdo o perfil apresentado pela linhagem selvagem do fungo, cultivada sob as
mesmas condicdes. Estes experimentos tiveram como objetivo verificar se a
auséncia dos fatores/cofatores de transcricdo afetaram o crescimento e o

desenvolvimento do fungo.

3.4.1 Crescimento linear das hifas basais

A taxa de crescimento linear das hifas basais foi determinada através do
crescimento em race tubes, os quais constituem de tubos de vidro (40 cm de
comprimento x 2 cm de diametro) contendo as duas extremidades curvadas em um
angulo de aproximadamente 45° Os tubos foram parcialmente preenchidos com
meio VM solido. As linhagens foram rejuvenescidas e 10’ conidios/mL foram
inoculados em uma das extremidades dos tubos, os quais foram incubados sob luz
branca durante uma noite. Apés este periodo a frente de crescimento foi marcada e
denominada como tempo zero (t=0). A partir desta frente os tubos foram incubados
no escuro (para zerar o relégio bioldgico) e as medidas do crescimento das
extremidades das hifas foram realizadas a cada 12 h, em centimetros, até que a
primeira linhagem atingisse a outra extremidade do tubo. As distancias percorridas

pelas hifas foram determinadas pela medida do espaco entre as frentes das hifas.
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3.4.2 Crescimento em meio solido

Para analisar a producdo de hifas aéreas e pigmentacdo, as diferentes
linhagens do fungo foram inoculadas em frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo
50 mL de meio VM sdélido e incubadas a 30°C durante 3 dias. Em seguida, os
frascos foram transferidos para a temperatura ambiente e luminosidade por mais 5

dias. Apés 8 dias, 0 aspecto macroscopico das culturas foi analisado.

3.4.3 Crescimento colonial e anélise do crescimento radial

Para este tipo de andlise, 5 uL de suspensées conidiais (10" conidios/mL)
foram inoculados no centro de placas contendo meio sélido VM suplementado com
sacarose 2% e meio VM suplementado com sacarose 2% e extrato de levedo 2%
(VM+YE). As culturas foram incubadas a 30°C (temperatura de crescimento
experimental do fungo), durante 24 h. Apds o periodo de incubacédo, os raios das
colénias foram determinados e o crescimento radial foi obtido. Imagens digitais das

colénias foram adquiridas com o auxilio de uma méaquina fotogréfica.

3.4.4 Visualizacao das extremidades das hifas
As imagens das extremidades das hifas das colbnias crescidas nos meios
acima mencionados foram adquiridas com auxilio do estereomicroscopio trinocular

SteREO Discovery.V8 (Zeiss) com camara fotografica acoplada.

3.5 Ensaios de choque térmico

Para os experimentos de choque térmico, uma suspensdo de conidios
contendo aproximadamente 10’ células/mL foi inoculada em 30 mL de meio VM
liquido e incubada a 30°C, 250 rpm por 24 h. Apés esse periodo, os micélios foram
coletados por filtracdo a vacuo em papel de filtro e as amostras foram rapidamente
divididas em duas partes. Uma das partes foi congelada em nitrogénio liquido e
armazenada a -80°C (amostra ndo submetida ao choque térmico; amostras ZERO) e
a outra parte foi transferida para um frasco contendo meio VM liquido fresco, pré-
aquecido a 45°C, e incubado nesta temperatura a 250 rpm, durante 30 min (amostra
submetida ao choque térmico; amostra HS30). Apds o choque térmico, as amostras
foram coletadas por filtracdo, rapidamente congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas a -80°C. As amostras foram utilizadas para quantificagdo de glicogénio
e estudos de expressao génica.



3. Materiais e Métodos 53

3.6 Ensaios utilizando diferentes fontes de carbono

Uma suspenséo de conidios (10° conidios/mL) foi inoculada em 1 L de meio
VM liquido acrescido de frutose 2% (fonte ndo repressora) e mantida a 30°C, 250
rpm, 24 h. Apoés este periodo, os micélios foram coletados por filtracdo a vacuo em
papel de filtro e divididos em quatro partes. Uma delas foi congelada em nitrogénio
liquido e armazenada a -80°C (amostra controle, FRU) e as trés outras partes foram
transferidas para outros frascos contendo 250 mL de diferentes meios de cultura:
VM liquido acrescido de glicose 2% (fonte repressora), VM acrescido de xilose 2% e
VM acrescido de glicerol 2% (fontes nao repressoras). As amostras foram mantidas
a 30°C, 250 rpm e coletadas apés 2, 4 e 8 h de incubacgdo. Todas as amostras foram
armazenadas a -80°C e utilizadas para quantificacdo de glicogénio e analises de

expressao génica.

3.7 Ensaios de relégio bioldgico (time course)

Para a realizacdo destes experimentos, cerca de 10® conidios/mL das
linhagens selvagens FGSC#2489 e FGCS#9718 foram inoculados em meio HGV
liguido (VM contendo glicose 2%, arginina 0,5%, pH 6,0) em placa de Petri e
mantidos por 2 dias em luz constante, para formar um “tapete micelial” consistente.
Discos de 0,8 cm foram retirados com o auxilio de um cortador, transferidos para
frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 125 mL de meio HGV e expostos a luz,
100 rpm, 27°C. Em seguida, os frascos foram transferidos para constante escuro em
tempos determinados, a fim de manter a cultura no escuro por 8, 12, 16, 20, 24, 28,
32, 36, 40, 44, 48 e 52 horas (CORREA et al., 2003, protocolo obtido por Bell-
Pedersen lab). A transferéncia luz-escuro sincroniza as células e regula o relégio ao
tempo circadiano. A partir do tempo de transferéncia para uma condicdo constante
(escuro) o reldgio segue com seu ritmo enddégeno, a menos que seja perturbado por
algum estimulo de luz externo. Os micélios foram coletados sob luz vermelha, a qual
nao alterar o ritmo do relégio em N. crassa (SARGENT; BRIGGS; WOODWARD,
1966) e armazenadas a -80°C. As amostras foram utilizadas para quantificacéo de

glicogénio e estudos de expressao génica.

3.8 Ensaios de inducgé&o por luz
Experimentos foram montados de maneira a obter micélios em diferentes

tempos de exposicdo a luz. Conidios foram inoculados em meio VM acrescido de
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sacarose 2% em placa de Petri e mantidos por 2 dias em constante escuro, para
formar um “tapete micelial” consistente. Discos de 0,8 cm foram retirados com o
auxilio de um cortador, transferidos para frascos de 125 mL contendo 50 mL meio de
VM acrescido de sacarose 2% e mantidos no escuro, 100 rpm, 27°C, 24 h. Os
frascos foram transferidas para a luz e coletados apos 15, 30, 60, 120, 240, 360 e
480 min de exposicao a luz. As amostras foram coletadas, armazenadas a -80°C e

utilizadas para analise do conteudo de glicogénio e estudos de expressao génica.

3.9 Preparo do extrato celular bruto e determinac&o do conteudo de glicogénio

Para o preparo do extrato celular bruto, uma pequena quantidade de cada
uma das amostras congeladas foi totalmente pulverizada em nitrogénio liquido, em
gral de porcelana. Em seguida, aproximadamente 200 mg de cada uma das
amostras pulverizadas foi transferida para um microtubo de 1,5 mL contendo 1 mL
de um tampéao de lise gelado (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, NaF 50 mM, EDTA 1 mM,
PMSF 1 mM, benzamidina 1 mM, TLCK 10 ug/mL, antipaina 50 ug/mL e pepstatina
A 1 pg/mL) e homogeneizada em vortex. As fragdes sobrenadantes foram isoladas
apos centrifugacao (10.000 x g, 10 min, 4°C), recolhidas em novos microtubos e
usadas para a determinacdo do conteudo de glicogénio e de proteinas totais pelo
método de Hartree modificado utilizando soroalbumina bovina (BSA) como padrao
(HARTREE, 1972).

O conteudo de glicogénio foi determinado através da digestdo do glicogénio
com a-amilase e amiloglicosidase apés precipitacdo com etanol, de acordo com o
protocolo descrito por Hardy e Roach (1993), com algumas modificagdes. Para isto,
as proteinas contidas em 100 uL de cada uma das amostras foram precipitadas com
25 uL de uma solugdo TCA 50% a 5.000 x g, 4°C, 10 min. Os sobrenadantes foram
entdo transferidos para novos tubos, misturados com 4 volumes de etanol absoluto
gelado durante 30 min a -80°C ou 2 h a -20°C e centrifugados a 10.000 x g, 15 min,
4°C. Os precipitados contendo glicogénio foram lavados duas vezes com 500 uL de
etanol 66%, levemente seco ao ar, e ressuspensos em 400 uL de uma solugéo de
acetato de sodio 50 mM pH 5,2 e CaCl, 5 mM contendo 1 uL de cada uma das
enzimas amiloglicosidase (30 mg/mL, em acetato de s6dio 50 mM pH 5,2, CaCl, 5
mM) e a-amilase (10 mg/mL, na mesma solucéo) e incubados a 37°C durante 16 h.

Um volume de 12,5 uL de cada uma das amostras digeridas foi tomada para a



3. Materiais e Métodos 55

determinacdo do conteudo de glicose livre, utilizando o kit Glicose PAP Liquiform
(Labtest), segundo as instru¢cdes do fabricante. O conteudo de glicogénio das
amostras foi calculado de acordo com uma curva padréo de glicogénio e expresso
em ug glicogénio/mg de proteinas totais.

A curva padrao de glicogénio foi preparada a partir de uma solugédo de
glicogénio puro (Sigma) em solucdo acetato (acetato de sodio 50 mM, CaCl, 5 mM,

pH 5,2) na concentracao de 10 mg/mL.

3.10 Extracdo de RNA total e analise da expressao génica por Northern blot

3.10.1 Extrag&o RNA total

O RNA total foi extraido de micélio obtido a partir das linhagens selvagem e
mutantes do fungo pelo método de cloreto de litio (SOKOLOVSKY et al., 1990). Para
isto, uma pequena quantidade de micélio congelado foi pulverizado em gral de
porcelana com nitrogénio liquido e o pd resultante foi transferido para microtubo
contendo uma mistura de 750 uL de tampéo de lise (Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, NaCl
0,6 M, EDTA 10 mM, SDS 4%) e 750 uL de fenol saturado em Tris-HCI, 100 mM, pH
8,0 e homogeneizado em vortex durante 5 min, em temperatura ambiente. A seguir,
0 homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm, 10 min, 4°C e o sobrenadante foi
transferido para novo tubo contendo igual volume de cloroférmio e agitado em vortex
rapidamente para homogeneizacdo. Uma nova centrifugacéo foi realizada a 10.000
rpm, 10 min, 4°C. O RNA contido na fase aquosa foi precipitado com 0,75 volumes
de uma solucéo de LiCl 8 M, mantido a 4°C por 2 h e coletados a 10.000 rpm, 10
min, 4°C. Os precipitados contendo os &cidos nucléicos foram solubilizados em 300
uL de agua tratada com DEPC e novamente precipitados com 30 uL de acetato de
sédio 3 M, pH 5,2 e 750 uL de etanol absoluto gelado a 4°C, 5 min. Os RNAs totais
foram coletados a 10.000 rpm, 10 min, 4°C, lavados duas vezes com uma solucéo
de etanol 70% gelada a 10.000 rpm, 10 min, 4°C, secos, dissolvidos em 50 a 100 uL
de agua. Todas as solucbes utilizadas foram preparadas com agua previamente
tratada com DEPC e todas as centrifugacfes foram feitas usando centrifuga de
bancada. A concentracdo do RNA foi determinada por absorbancia a 260 nm em
espectrofotdbmetro Beckman, modelo DU 640 e sua pureza analisada através da

relacdo de absorbancias 260/280 nm.



3. Materiais e Métodos 56

3.10.2 Ensaio de Northern blot

A andlise por Northern blot foi realizada segundo protocolo descrito por
Sambrook e Russell (2001). Para isto, aproximadamente 15 ug de cada amostra de
RNA total foi previamente desnaturada em tampao de desnaturacdo (formamida
deionizada 50%, formaldeido 20%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0,025%,
brometo de etideo 0,05 pug/mL) a 65°C durante 10 min. As amostras desnaturadas
foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,2% contendo formaldeido 0,6
M a 65 V por aproximadamente 4 h em tampao MOPS 1X (MOPS 20 mM, acetato de
sédio 5 mM, EDTA 1 mM, pH 7,0). O RNA total, apés eletroforese, foi transferido por
capilaridade para membrana de nylon neutra (Hybond N, Amersham) utilizando
solucédo tampédo SSC 2X (NaCl 0,3 M, citrato de sédio 30 mM, pH 7,0) durante a
noite. Apos esta etapa, os RNAs foram fixados na membrana por crosslinking
(Ultraviolet Crosslinker UVP mod. CL1000) durante 2 min e, em seguida, a
membrana foi lavada trés vezes por 20 min com solucéo tampédo SSC 2X. Apoés as
lavagens, a membrana foi pré-hibridizada a 42°C, por no minimo 2 h com 6 mL da
solugdo ULTRAhyb™ (Ambion) em forno de hibridizagédo Hybaid contendo a sonda
de DNA especifica. As sondas foram marcadas radiativamente com a[**P]dATP por
random priming utilizando o kit NEBlot™ (Biolabs) e, em seguida, purificadas por
filtracdo em resina Sephadex G-50 (Sigma) equilibrada em tampao NT (Tris-HCI 1
mM, pH 8,0, NaCl 1 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0) a fim de eliminar os nucleotideos nédo
incorporados. Em seguida, as sondas foram desnaturadas a 100°C durante 10 min e
aproximadamente 400 pL das sondas desnaturadas (cerca de 10’ cpm total) foi
adicionado & solugéo de pré-hibridizacdo ULTRAhyb™ (Ambion). A hibridizacéo foi
realizada a 42°C durante a noite. Apos a hibridizacdo, a membrana foi lavada em
diferentes condi¢cdes de estringéncia em solugcdo SSPE (NaCl 0,3 M, NaH,PO4 20
mM, EDTA 2 mM, pH 7,4) + SDS antes de ser exposta a filmes radiogréaficos (Kodak
T-Mat G/RA).

Condic6es de lavagem:

- SSPE 2x; SDS 0,1% - 20 min/42°C

- SSPE 0,5x; SDS 0,1% - 20 min/42°C
- SSPE 0,1x; SDS 0,1% - 20 min/42°C
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3.11 Oligonucleotideos utilizados para amplificacdo das ORFs

As sequéncias dos oligonucleotideos foram desenhadas para a amplificacédo
das ORFs NCU06205 (rco-1), NCU06842 (rcm-1) e NCU09739 baseadas nas
sequéncias nucleotidicas das ORFs depositadas no banco de dados do genoma de
N. crassa (http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/neurospora/Home.html) e
adicionados de sitios para as enzimas de restricdo Ndel, Xhol, Nhel, EcoRI e BamHI
para posterior subclonagem das mesmas no vetor de expressado pET28a (Novagen).
Estes mesmos primers foram usados no PCR para confirmacdo dos nocautes

génicos. Os pares de oligonucleotideos utilizados estédo representados no Quadro 1.

Quadro 1 - Oligonucleotideos usados para a confirmacao dos nocautes génicos e para a
clonagem molecular.

, ENZIMAS DE
ORF PARES DE OLIGONUCLEOTIDEOS "
RESTRICAO
NCU06205 | Nc6205-F: 5-CATATgTCCATgTATCCgCACCg-3' Ndel
(rco-1) Nc6205-R: 5'-CTCgAgCTATATCCgAgAgTAAgACC-3' Xhol
NCUo06842 | **Nc6842-F: 5'-gCTAgCATggCAAACCACCACCCTTC-3' Nhel
(rem-1) | #Nc6842-R: 5-CTCgAgTCAAgCgggACCACYAAAgYgCTC-3' Xhol
Nc9739-F: 5-CATATggTCAgggCAggAAggC-3' Ndel
NCU09739 | Nc9739-R: 5-gAATTCCTACACCACAgCCTCCAAC-3 EcoRl
**Nc9739R: 5-ggATCCCTACCAgTCATCgATCgATTTgg-3’ BamHI

**oligonucleotideos desenhados para a producdo da proteina truncada. Os cédons de
iniciacdo (AUG) e de término (UAG e UGA) da sintese proteica estdo sublinhados nas
sequéncias. Os sitios para as enzimas de restricdo encontram-se em negrito.

3.12 Extra¢cédo de DNA gendmico e confirmag&o dos nocautes génicos

3.12.1 Extracdo de DNA gendmico de N. crassa

O DNA genémico foi extraido de micélio obtido a partir da linhagem selvagem
e das linhagens mutantes do fungo, ap6s crescimento vegetativo a 30°C, 250 rpm
por 24 h, baseado no protocolo descrito por Weiland (1997). Para isto, uma pequena
guantidade de micélio congelado foi pulverizado em gral de porcelana com

nitrogénio liquido e o po resultante foi transferido para microtubo contendo uma
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mistura de 500 pL de tamp&o de extragdo de DNA gendmico (Tris-HCI 200 mM, pH
8,0, NaCl 250 mM, EDTA 25 mM, pH 8,0, SDS 1%) e 500 uL de uma solucéo de
fenol:cloroférmio:&lcool isoamilico na propor¢do 25:24:1 e homogeneizado em
vortex. Foi feita uma centrifugagédo a 16.000 x g, 10 min, 4°C. O sobrenadante foi
transferido para novo tubo contendo 50 uL de acetato de sédio 3 M, pH 5,2 e 950 uL
de isopropanol, precipitado a -80°C por 30 min ou -20°C por 2 h e centrifugado a
16.000 x g, 10 min, 4°C. O precipitado foi ressuspenso em 100 uL de agua e
digerido com uma solugéo contendo RNase A (10 mg/mL) a 37°C por 30 min. Uma
nova extracdo foi realizada com 200 uL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico, na
proporcao 25:24:1, homogeneizado em vortex e centrifugado a 16.000 x g, 10 min,
4°C. A fase aquosa foi recolhida em novo microtubo e uma precipitacéo foi realizada
a baixa temperatura com 40 puL de acetato de amoénio 7,5 M e 750 uL de etanol
absoluto gelado. O precipitado foi coletado por centrifugacdo a 16.000 x g, 10 min,
4°C, lavado trés vezes com 700 uL de etanol 70%, seco ao ar, e ressuspenso em 50
a 100 uL de agua. A pureza das amostras foi analisada em espectrofotdmetro

Beckman, modelo DU 640, através da relacdo das absorbancias 260/280 nm.

3.12.2 Confirmagé&o dos nocautes génicos por PCR

A confirmacédo dos nocautes foi realizada devido ao fato de que as linhagens
mutantes ndo foram construidas em nosso laboratério, portanto, tornou-se
necessario confirmar o nocaute génico somente nas linhagens rco-1¥° e
NCU09739%°, uma vez que a ORF NCU06842 foi inativada pelo processo de RIP.

ApoOs extracdo do DNA gendmico das linhagens mutantes e selvagem
(FGSC#9718) foram realizadas PCRs utilizando combinac®es dos oligonucleotideos
F e R especifico de cada ORF em um termociclador Mastercycler gradient
(Eppendorf). Para um volume final de 50 uL de reacéo foi utilizado 1 uL de DNA
gendmico (1 pg/uL), 0,5 pL (1,25 U) da enzima Phusion DNA Polimerase
(Finnzymes), 1 uL dos oligonucleotideos F e R (100 pmol/uL), 10 uL de 5x Phusion
Buffer GC, 1 puL de dNTP (10 mM cada) e 1,5 uL de DMSO. A mistura foi
homogeneizada e submetida a PCR, nos seguintes ciclos:

erco-1 - 98°C/30 seg; 98°C/10 seg, 61°C/30 seg, 72°C/1 min e 30 seg por 35

ciclos; 72°C por 10 min.
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¢ ORF NCUQ09739 - 98°C/30 seg; 98°C/10 seg, 64 e 70°C/ 30 seg, 72°C/1 min e
30 seg por 35 ciclos; 72°C por 10 min.

As reacgOes para cada ORF foram realizadas concomitantemente com o0s
DNAs genbmicos da linhagem selvagem e mutante. Os produtos das reacdes de
amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose 1% em tampéao
TAE 1x (Tris-HCI 400 mM, pH 8,0, &cido acético glacial 200 mM, EDTA 10 mM),
contendo brometo de etidio 0,5 ug/mL, e a imagem capturada pelo sistema de foto-

documentacao.

3.13 Clonagem das ORFs por RT-PCR

O gene rco-1 foi amplificado com o objetivo de produzir a proteina inteira com
604 residuos de aminoéacidos, contendo o dominio Tup_N na por¢cdo N-terminal e 0s
sete dominios WD na porcdo C-terminal existentes na proteina. O gene rcm-1 foi
amplificado com o objetivo de produzir uma proteina na forma truncada na regido C-
terminal, contendo apenas os 504 residuos de aminoacidos da regido N-terminal, a
qual contém o dominio TPR de interacao proteina-proteina. A ORF NCUQ09739, que
codifica uma proteina hipotética, foi amplificada para produzir uma proteina na forma
truncada na regido C-terminal, contendo apenas os 329 residuos de aminoécidos da
regido N-terminal, contendo o dominio de ligacdo ao DNA.

O isolamento dos cDNAs correspondente aos genes rco-1 e rcm-1 e da ORF
NCU09739 foi realizado por RT-PCR a partir do RNA total. Inicialmente, cerca de 6
ug do RNA total da linhagem selvagem do fungo foi tratado com a enzima DNAse
RQ1 RNase-Free DNase (Promega) conforme instru¢cdes do fabricante, a fim de
eliminar contaminacdes por DNA genémico. Em seguida, a sintese da primeira fita
de cDNA (sscDNA) foi efetuada utilizando o oligonucleotideo oligo-dT (Invitrogen) e
o kit comercial Superscript® 1l First-strand Systhesis for RT-PCR (Invitrogen), de
acordo com as instrucbes do fabricante. As reacbes de amplificacdo foram
realizadas utilizando combinacdes dos oligonucleotideos F e R em um volume final
de 50 uL. Foi utilizado 2 pL de sscDNA, 0,5 uL (1,25 U) da Enzima Phusion DNA
Polimerase (Finnzymes), 1 uL dos oligonucleotideos F e R (100 pmol/uL), 10 uL de
5x Phusion Buffer GC, 1 uL de dNTP (10 mM cada) e 1,5 uL de DMSO. Os ciclos da
PCR foram:
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erco-1 - 98°C/30 seg; 98°C/10 seg, 61°C/30 seg, 72°C/1 min e 15 seg por 35
ciclos; 72°C por 10 min.

ercm-1 - 98°C/30 seg; 98°C/10 seg, 78,8°C/30 seg, 72°C/1 min e 25 seg por 35
ciclos; 72°C por 10 min.

¢ ORF NCU09739 - 98°C/30 seg; 98°C/10 seg, 62,5°C/30 seg, 72°C/1 min e 15
seg por 35 ciclos; 72°C por 10 min.

Os produtos das reacdes de amplificagcdo foram separados por eletroforese
em gel de agarose 1% em tampédo TAE 1x (Tris-HCI 400 mM, pH 8,0, acido acético
glacial 200 mM, EDTA 10 mM), contendo brometo de etidio 0,5 pg/mL, e em
seguida, os fragmentos de tamanhos esperados foram excisados do gel e
purificados utilizando o kit GeneClean Il (BioMP). Apés purificacao, foi feita a ligacdo
dos fragmentos no vetor pMOS-Blue (Blunt Ended PCR Cloning kit, GE Healthcare),
nas concentracdes indicadas pelo kit, a uma temperatura de 22°C por 16 h e os
produtos das reacgbes de ligacdo foram usados para transformar células
competentes da linhagem de E. coli DH10B. Apés transformacado, a selecdo dos
transformantes foi feita através do plagueamento em meio de cultura 2YT sdlido
suplementado com 100 pug/mL de ampicilina, na presenca de 40 ug de uma solugéo
de X-GAL (40 mg/mL). As colbnias brancas resultantes do crescimento foram
inoculadas em meio 2YT liquido contendo glicose e submetidas a extracdo do DNA
plasmidial. As diferentes constru¢des plasmidiais foram confirmadas inicialmente por
andlise de restricdo. Células dos clones positivos foram armazenadas a -80°C como

cultura permanente em glicerol 16% estéril.

3.14 Mini-extracdo de DNA plasmidial

O DNA plasmidial foi extraido pelo método de boilling prep descrito por
Holmes e Quigley (1981). As colGnias bacterianas isoladas foram inoculadas em 5
mL de meio 2YT + glicose 0,2% e crescidas a 37°C durante uma noite, em seguida,
cerca de 3 mL da cultura de células foram transferidos para microtubos de 1,5 mL e
coletadas duas vezes através de centrifugacdo a 13.000 rpm, 2 min. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado ressuspenso em 350 ulL de solucdo STET (Tris 10
mM, pH 8,0, sacarose 8%, Triton X-100 0,5%, EDTA 50 mM, pH 8,0, contendo 30
mg de lisozima). A mistura foi aquecida em banho de agua fervente por 40 seg, e em
seguida, centrifugada a 13.000 rpm, 15 min, 4°C.
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Com uso de palitos de dente, o precipitado foi retirado e descartado, sendo 0s
acidos nucléicos precipitados com 40 uL de acetato de sédio 3 M, pH 5,2 e 420 uL
de isopropanol. A seguir, o material foi centrifugado a 13.000 rpm, 10 min, 4°C. O
precipitado foi dissolvido em 100 uL de agua pura e acrescentou-se 100 uL de fenol
saturado com tamp&o. Esta mistura foi vigorosamente agitada em vortex e,
posteriormente, centrifugada a 13.000 rpm, 10 min, 4°C. Um volume de 90 uL da
fase aquosa foi transferido para um microtubo novo e o DNA plasmidial foi
precipitado com 40 puL de acetato de amoénio 7,5 M e 300 uL de etanol absoluto
gelado a -80°C por 15 min. O DNA plasmidial foi coletado por centrifugacéo e lavado
duas vezes com 800 puL de etanol 70% gelado (13.000 rpm, 5 min, 4°C). O DNA foi

dissolvido em 20 uL de &gua apds secagem por aproximadamente 15 min ao ar.

3.15 Preparo e transformacéao das células competentes de E. coli

Para o preparo das células competentes da linhagem DH10B de E. coli,
células ndo competentes foram rejuvenescidas em 5 mL de meio 2YT e incubadas a
37°C, 250 rpm, durante uma noite. Apos a obtencao de células jovens, 500 pL deste
crescimento foram inoculados em 100 mL de meio 2YT e a cultura incubada a 37°C,
250 rpm até uma densidade Optica a 600 nm de aproximadamente 0,7. As células
foram coletadas em tubos Falcon (50 mL) estéreis a 700 x g, 4°C, 15 min, em
microcentrifuga de mesa. Os concentrados celulares foram lavados com 40 mL de
uma solucéo de CaCl, 100 mM gelada e estéril e dissolvidos em 8 mL de CaCl, 100
mM estéril. As células competentes foram utilizadas para as reacbes de
transformacdo. O preparo de células competentes produtoras de E. coli linhagens
BL21(DE3)pLys-S, Rosetta(DE3)pLys-S e ArcticExpress(DE3) foi conduzido da
mesma maneira.

Para a transformacdo, 5-10 uL da reagédo de ligacdo de cada uma das
construgbes foram incubados em gelo por 30 min com 100 uL de células
competentes. Em seguida, as suspensodes foram submetidas ao choque térmico pela
transferéncia para um banho a 42°C, 2 min. Apds o choque térmico, 400 uL de meio
2YT foram adicionadas as suspensfes e estas foram incubadas a 37°C, 60 min.
ApOs este periodo as células foram plaqueadas em meio 2YT contendo o antibiético

especifico.
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3.16 Ensaios de producéao e purificacdo das proteinas recombinantes

As proteinas RCO-1, RCM-1 e a truncada codificada pela ORF NCU09739
foram produzidas na forma recombinante, fusionadas a uma cauda de poli-His na
regido N-terminal e purificadas através de cromatografia de afinidade, utilizando Ni*?
elou Co*. Para isto, as ORFs foram primeiramente subclonadas no vetor de
expressdo pET28a, as construgcbes foram utilizadas para transformar células de E.
coli produtoras competentes e as proteinas recombinantes foram induzidas na

presenca de IPTG.

3.16.1 Subclonagem das ORFs em vetor de expresséo

O vetor de expressao utilizado foi o pET28a, o qual produz a proteina
fusionada a uma cauda de seis residuos de histidina. Os insertos existentes nas
construcdes plasmidiais pMOS-rcol, pMOS-rcml e pMOS-9739 foram transferidos
para o vetor de expressdo, conforme descrito abaixo.

O cassete de DNA do gene rco-1 de 1.815 pb foi retirado da construcao
pMOS-rcol por digestdo com as enzimas Ndel e Xhol. Como essa ORF possui um
sitio de Ndel no meio da sequéncia, a transferéncia para o vetor de expressao
pET28a previamente digerido com as mesmas enzimas foi realizado em duas
etapas. Primeiramente, isolou-se o fragmento maior contendo 1.400 pb usando as
enzimas Ndel e Xhol, e este foi inserido no vetor de expressao pET28a. Em uma
segunda etapa, o fragmento menor contendo 415 pb também foi retirado da
construgdo pMOS-rcol usando apenas a enzima Ndel e inserido na construgao
pPET28a contendo o fragmento de tamanho maior (1.400 pb) e aberto com a mesma
enzima, resultando na construcdo pET28a-rcol. Todas as clonagens foram
verificadas por analise de restricao.

O inserto rcm-1 de 1.515 pb foi retirado da construgdo pMOS-rcml por
digestdo com as enzimas Nhel e Xhol e inserido no vetor de expresséo pET28a
digerido com as mesmas enzimas, gerando a construcao pET28a-rcml.

O inserto da ORF NCUQ09739 (990 pb) foi retirado da construgcdo pMOS-9739
por digestdo com as enzimas Ndel e BamHI e transferido para o vetor de expresséo
pET28a, previamente digerido com as mesmas enzimas, gerando a construcao
pPET28a-9739.

Os produtos de ligacdo foram usados para transformar células de E. coli

DH10B. A selecdo dos transformantes foi realizada através do plaqueamento em
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meio de cultura 2YT + glicose 0,2%, suplementado com canamicina 30 pg/mL
(marca de selecdo do plasmideo pET28a). Apds a extracdo do DNA plasmidial
seguida de uma analise de restricdo, os clones positivos foram confirmados por
sequenciamento de DNA. Culturas permanentes dos clones positivos foram

realizadas e armazenadas a -80°C.

3.16.2 Ensaio de inducéo protéica e analise de solubilidade

Os DNAs plasmidiais das constru¢cdes pET28a-rcol, pET28a-rcml e pET28a-
9739 foram utilizados para transformar células competentes de trés linhagens
produtoras diferentes de E. colii linhagem BL21(DE3)pLys-S, linhagem
Rosetta(DE3)pLys-S e linhagem ArcticExpress(DE3). A seleg¢éo dos transformantes
foi realizada em meio de cultura 2YT + glicose 0,2%, contendo canamicina 30 pug/mL
e cloranfenicol 34 upg/mL para as células produtoras BL21(DE3)pLys-S e
Rosetta(DE3)pLys-S; e canamicina 30 pg/mL, gentamicina 20 pug/mL e
espectinomicina 75 pug/mL para as células produtoras ArcticExpress(DE3).

Como controle negativo dos ensaios de expressao, as células competentes
das diferentes linhagens foram transformadas com o vetor de expressdo pET28a
vazio. Como controle positivo dos ensaios de expressao utilizando a linhagem E. coli
BL21(DE)pLys-S foi usada a construcdo plasmidial pET28a-XAC2369, a qual
expressa uma proteina de Xanthomonas citri subsp. citri com aproximadamente 24
kDa. Como controle positivo dos ensaios de expresséo utilizando as linhagens
produtoras E. coli Rosetta(DE3)pLys-S e E. coli ArcticExpress(DE3) foi usada a
construgdo pET28a-CopB, a qual também codifica uma proteina de X. citri com
aproximadamente 55 kDa. As amostras controles foram ensaiadas paralelamente aos
transformantes pET28a-rcol, pET28a-rcml e pET28a-9739.

Para a identificacdo dos melhores clones produtores das proteinas
recombinantes, coldnias isoladas de cada transformacao com as linhagens BL21 e/ou
Rosetta foram utilizadas nos ensaios de producdo das proteinas recombinantes. Pré-
inoculos dos transformantes foram realizados em 5 mL de meio 2YT acrescido de
glicose 0,2% e dos antibidticos adequados para cada linhagem produtora. Um mL de
cada pré-inéculo fresco foi adicionado em 50 mL de meio 2YT acrescido de glicose
0,2% e dos respectivos antibioticos, a 37°C, 250 rpm até uma D.O.g0onm de 0,6-0,8.

Aliguotas de 2 mL de cada cultura foram coletadas (amostras nédo induzidas; NI), as
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células foram isoladas por centrifugacdo a 13.000 rpm, 2 mim, 4°C, e armazenadas.
Ao restante das culturas foi adicionado IPTG numa concentracdo final de 0,1 - 0,4
mM e as proteinas recombinantes foram induzidas a 250 rpm, em diferentes tempos
e temperaturas. Apés a inducdo, as células foram coletadas por centrifugacao
(20.000 rpm, 5 min, 4 °C) e armazenadas.

Para a identificacdo dos clones produtores de proteinas recombinantes a partir
da linhagem E. coli ArcticExpress(DE3), a preparacao do pré-inoculo foi realizada
como descrito acima. Um volume do pré-indculo foi adicionado em 50 mL de meio
2YT acrescido de glicose 0,2% e dos respectivos antibiéticos, a 37°C, 250 rpm até
atingir uma DOgoonm de 0,4-0,6. Aliquotas de 2 mL de cada amostra ndo induzida
foram removidas (amostras NI) e as células foram coletadas por centrifugacéo e
armazenadas. Ao restante da cultura foi adicionado IPTG em uma concentracéao final
de 0,1 - 0,4 mM e as proteinas recombinantes foram induzidas a 12°C, 200 rpm, 24 h
e ao final da inducé@o as células foram coletadas por centrifugacdo (20.000 rpm, 5
min, 4 °C) e armazenadas. Também foram testadas temperaturas de inducdo de 30 e
37°C.

Os precipitados de células foram ressuspensos em 4 mL de tampdo de lise
(Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, NaCl 20 mM, glicerol 5%, tween-20 0,5%, triton x-100 0,5%,
acrescido de PMSF 1mM e benzamidina 10 mM). Posteriormente as células foram
lisadas em sonicador (SONICS, Vibra Cell) com 3 pulsos de 30 seg e intervalos de 30
seg no gelo (amplitude 30%). O lisado celular foi centrifugado a 20.000 rpm, 20 min,
4°C e o sobrenadante recolhido em tubo limpo. O precipitado foi ressuspenso em 2
mL do mesmo tampdo de lise, assim como também as células ndo-induzidas (NI)
foram ressuspensas em 300 uL deste tampé&o.

Apbs a quantificacdo de proteinas, pelo método de Hartree (1972) ou Bradford
(kit Bio-Rad), aproximadamente 20 ug de cada uma das amostras NI (n&do-induzida),
S (sobrenadante), P (precipitado) e controles foram separados por SDS-PAGE 12%
(LAEMMILI, 1970). A eletroforese foi realizada a temperatura ambiente, 200 V, 50
min, no sistema de eletroforese vertical Mini-Protean Ill (Bio-Rad) e o gel corado com

Coomassie-Blue Brillant R-250.

3.16.3 Andlise da expresséao das proteinas por Western Blot
Para a confirmacdo da producdo das proteinas recombinantes, ensaios de

Western blot foram realizados. ApOs o fracionamento por eletroforese, as proteinas
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foram transferidas para membrana de nitrocelulose em um sistema Mini Trans-Blot
Eletrophoretic Transfer Cell (BioRad) usando um tamp&o de transferéncia (Tris-HCI
20 mM, pH 8,0, glicina 150 mM, 200 mL/L de metanol) durante 2 h, 100 V, 250 mA. A
membrana foi entdo incubada com uma solucéo de 6% de leite em p6 desnatado em
tampédo 1X TBST (Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, NaCl 500 mM, tween-20 0,05%) com
suave agitacdo durante 2-16 h para permitir o bloqueio da mesma. Apés este
periodo, a membrana foi lavada com 1X TBST (3 vezes, 5 min) e incubada com
anticorpo monoclonal anti-His conjugado com fosfatase alcalina (Sigma, diluicdo
1:10.000 em 1X TBST + 3% leite) por 2 h a temperatura ambiente com agitacao, para
a deteccdo de proteinas fusionadas a poli-His (constru¢cdes baseadas no vetor
pET28a). Em seguida, as membranas foram novamente lavadas trés vezes com 1X
TBST e procedeu-se a revelacdo em 10 mL de tampao bicarbonato (NaHCO3; 100
mM, MgCl, 1 mM, pH 9,8) adicionado de 100 uL NBT (cloreto p-nitroazul de
tetrazolio) (30 mg/mL em 70% DMF) e 100 uL BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indol-fosfato
de p-toluidina) (15 mg/mL em DMF).

3.16.4 Producéo e purificacdo das proteinas recombinantes em pequena
escala

Para a purificacdo em pequena escala, as melhores condi¢cdes de producéo
das proteinas recombinantes padronizadas foram mantidas. A producdo para todas
as proteinas foi realizada em frascos Erlenmeyers de 1 L contendo 200 mL de meio
de producéo. Apols o periodo de inducéo, as células foram coletadas a 10.000 rpm,
4°C, 10 min em centrifuga Beckman e suspensas em 2 mL de tampé&o de lise gelado
(Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, NaCl 300 mM, Imidazol 20 mM, glicerol 10%, Triton X-100
0,01%) acrescido de uma mistura de inibidores de proteases (PMSF 0,05 mM,
benzamidina 1 mM, antipaina 5 ug/mL, pepstatina A 1 ug/mL e TLCK 10 pg/mL). As
células foram submetidas a trés ciclos de choque térmico, alternando entre
congelamento em N, liquido e agua fria. O rompimento celular foi finalizado em
sonicador, apés 5 ciclos de 10 seg, com intervalos de 1 min em banho de gelo. Os
restos celulares foram removidos por centrifugacdo a 14.000 rpm, 4°C, 20 min e o
sobrenadante contendo a proteina recombinante na forma soltvel foi coletado e
submetido a uma cromatografia de afinidade em bancada, usando resina de Ni*? ou
Co*. Ao precipitado foi adicionado 1 mL do mesmo tampdo de lise acrescido de
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inibidores de protease, o qual foi reservado para andlise de SDS-PAGE (amostra P).
Antes de seguir com a purificacdo da proteina recombinante contida no
sobrenadante, uma aliquota foi reservada para a analise por SDS-PAGE (amostra S).

As proteinas recombinantes contidas no sobrenadante (2 mL) foram
inicialmente incubadas com 200 puL da resina Ni**-NTA-agarose (Qiagen),
previamente condicionada em tampéao de lavagem (Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 300
mM, imidazol 20 mM, glicerol 10% v/v) contendo os inibidores de proteases (PMSF
0,05 mM, benzamidina 1 mM, antipaina 5 ug/mL, pepstatina A 1 ug/mL e TLCK 10
ug/mL) por 2 h, 4°C, suave agitacdo. Apos o periodo de incubagéo, o sobrenadante
(amostra FT1 — flow through) foi removido por centrifugacdo a 5000 x g, 2 min, 4°C. A
resina contendo a proteina recombinante foi lavada 5 x com tamp&o de lavagem
gelado acrescido de inibidores de proteases e todas as lavagens foram coletadas e
combinadas em uma Unica fracdo (FT2 — flow through) para verificar uma possivel
perda da proteina recombinante durante a etapa de lavagem. Depois de lavada a
resina, as proteinas foram eluidas 2 x em 300 uL tampéao de elui¢édo (Tris-HCI 50 mM,
pH 8,0, NaCl 300 mM, glicerol 10%, PMSF 0,05 mM, benzamidina 1 mM, antipaina 5
pg/mL, pepstatina A 1 ug/mL e TLCK 10 pug/mL) contendo 100, 200 e 300 mM de
imidazol, respectivamente (fracbes E1, E2 e E3), totalizando 600 uL para cada
fracéo.

Células de E. coli transformadas com a constru¢cdo pET28a-rcol também
foram submetidas a uma cromatografia de afinidade em bancada utilizando 120 uL da
resina His-Select Cobalt Affinity Gel (Sigma). O procedimento da cromatografia com
resina de Co*? foi 0 mesmo adotado para a resina contendo Ni*?. Todas as fragées

foram quantificadas e analisadas em SDS-PAGE 12%.

3.16.5 Purificagcdo em escala maior

As culturas celulares submetidas a purificacdo em escala maior foram
crescidas em 500 mL a 1 L de meio 2YT + glicose 0,2%, contendo antibi6tico
apropriado. O precipitado das células foi ressuspenso em 50 mL de tampéo de lise
acrescentado de uma mistura de inibidores de protease (PMSF 1 mM e benzamidina
25 mM). O tampéo Tris (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, NaCl 300 mM, imidazol 50-100
mM, glicerol 10%, triton X-100 0,5%, tween-20 0,5%) foi utilizado na purificacdo da
proteina His::RCO1 e His::9739, e o tampao Hepes (Hepes 50 mM, pH 7,9, NaCl
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500 mM, imidazol 150 mM, glicerol 10%, triton X-100 0,5%, tween-20 0,5%) na
purificacdo da proteina His::RCM1. O rompimento celular foi realizado em sonicador
(SONICS, Vibra Cell) com 10 pulsos de 30 seg e intervalos de 1 min no gelo
(amplitude 50%) e o sobrenadante foi recolhido apés centrifugacdo (20.000 rpm,
4°C, 20 min). As proteinas recombinantes contidas no sobrenadante foram
purificadas por cromatografia de afinidade em coluna de niquel HisTrap (1 mL) (GE
Healthcare) no aparelho de purificacdo Akta Prime (GE Healthcare).

As proteinas fusionadas a histidina foram eluidas em um gradiente linear de
concentracdo de imidazol preparado no mesmo tampéao de homogeinizacdo sem 0s
detergentes. A proteina His::RCO1 foi eluida em um gradiente linear de 100 mM a 1
M de imidazol, a proteina His::RCM1 em um gradiente 150 mM a 1 M e a proteina
His::9739 em um gradiente 50 mM a 1 M. Os produtos purificados foram analisados
em SDS-PAGE 12% (LAEMMLI, 1970) e a eletroforese foi realizada a temperatura
ambiente, 200 V, 1 h, no sistema de eletroforese Mini-Protean Il (Bio-Rad).

Para a sintese de anticorpo, a proteina His::RCO1 foi diluida com tamp&o
(Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, NaCl 300 mM, glicerol 10%), concentrada em Amicon Ultra
Centrifugal Filters 30.000 MWCO (Millipore) e enviada para a produgéo de anticorpo.
Para o ensaio de EMSA as proteinas recombinantes foram dialisadas em tampé&o de
didlise (Tris 10 mM ou Hepes 15 mM, pH 7,9, KCl ou HCI 100 mM, EDTA 1mM, DTT
0,5 mM, glicerol 10%) por 16 h, com duas trocas deste tampao. As proteinas
dialisadas foram centrifugadas (14.000 rpm, 4°C, 20 min) para a remocao de
eventuais precipitados. Todas as fracbes foram quantificadas por Hartree (1972),

aliguotadas e armazenadas a -80°C.

3.17 Analise da ligagdo DNA-proteina por EMSA

Os ensaios de EMSA, também conhecido como ensaio de mobilidade em gel,
foram realizados com as proteinas recombinantes (cofatores) His::RCO1l e
His::RCM1, juntamente com a proteina fator de transcricdo His::CRE1
(CUPERTINO, 2011) de N. crassa. Neste ensaio, fragmentos de DNA marcado

(sonda) do promotor gsn foi testado quanto a capacidade de ligacao das proteinas.

3.17.1 Preparo e marcacédo da sonda de DNA
A sonda radiativa correspondente ao fragmento de DNA a ser analisada foi
obtida por PCR, utilizando os primers GSN-FP4 5-CTgATTgggAAAggTCAgA-3’ e
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GSN-RP2 5-gTTAACgCAggTCAACAg-3’, os quais amplificam um fragmento de
DNA de 377 pb do promotor gsn contendo dois motifs 5-SYGGRG-3’
correspondentes ao sitio de ligacéo do fator de transcricdo CreA de A. nidulans e um
motif 5-GGGG-3’ correspondente ao sitio de ligacdo do fator de transcricdo Migl de
S. cerevisiae. Esse fragmento amplificado foi digerido com a enzima de restricao
BamHlI, liberando um fragmento de 134 pb, o qual foi utilizado como sonda.

Para a amplificacdo da sonda foi utilizado como molde o clone plasmidial
IVOA-1 (GenBank # AF417205) que contém a sequéncia 5’-flanqueadora do gene
gsn, disponivel no laboratério. As reacBes de amplificacdo foram realizadas
utilizando 1,0 ug DNA, 0,5 uL de enzima Taq Polimerase (Invitrogen), 1 uL dos
oligonucleotideos F e R (100 pmol/uL), 5 uL de tampéo de PCR 10x, 2,5 uL de
MgCl, 50 mM, 1 pL de dNTP (10 mM) e 0,5 uL de o-[**P]dATP (10* cpm). Os ciclos
da PCR foram: desnaturacdo (96°C/1 min), anelamento (52°C/1 min) e extensao
(72°C/1 min), por 39 ciclos, em um volume final de 50 uL de reacao. O fragmento de
DNA amplificado foi inicialmente precipitado com 1/10 volume de acetato de sédio 3
M, pH 5,2, 1/10 de glicogénio 20% e isopropanol e mantido a -80°C. Apos
centrifugacédo (14.000 rpm, 30 min, 4°C) e lavagem com etanol 70%, o precipitado foi
ressuspenso em 50 uL de agua e digerido com BamHI.

Para a purificacdo da sonda, o fragmento digerido foi separado em low
melting point (Sigma) agarose 2% em TAE 1X, excisado do gel e transferido para
microtubo de 1,5 mL, o qual foi aguecido a 70°C, 15 min, para o derretimento do gel.
Adicionou-se ao tubo 200 uL de fenol, o qual foi rapidamente homogeneizado em
vortex por 30 seg. O tubo foi centrifugado a 13.000 rpm, 5 min em temperatura
ambiente. O sobrenadante foi transferido para novo tubo e adicionado de 500 uL de
uma solucdo fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1). Foi feita uma nova
centrifugacdo a 13.000 rpm, 5 min, temperatura ambiente. O sobrenadante foi
transferido para novo tubo e o fragmento de DNA precipitado com 1/10 volume de
acetato de sédio 3 M, pH 5,2, 10 uL glicogénio 20% e 1 mL de etanol absoluto
gelado. O tubo foi deixado a -80°C durante uma noite e centrifugado (14.000 rpm, 30
min, 4°C). O precipitado foi lavado com etanol 70%, seco ao ar e ressuspenso com
aproximadamente 50 uL de &gua. ApoOs total ressuspensdo, a radiatividade

incorporada a sonda foi medida por cintilacdo liquida em cintilador Beckman LS
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6500. A concentracdo do DNA foi determinada por absorbancia a 260 nm em

espectrofotdbmetro Beckman, modelo DU 640.

3.17.2 Ensaio de mobilidade em gel

A interacdo DNA-proteina foi realizada em 16 uL de um tampéao de ligagédo 1X
(Hepes 125 mM, pH 7,9, KCI 100 mM, EDTA 0,5 mM, pH 8,0, glicerol 50% v/v)
contendo uma mistura de inibidores de protease (DTT 0,05 mM, PMSF 0,025 mM,
benzamidina 5 pg/mL, antipaina A 5 pg/mL, pepstatina 5 ug/mL, NaF 5 pg/mL), 2
ug/reacdo de poli(dl-dC)e(dl-dC) (GE Healthcare) como competidor inespecifico e
aproximadamente 20 pg das proteinas recombinantes His::RCO1, His::RCM1 e
His::CRE1 purificadas. Na primeira etapa da reacdo, diferentes combina¢cfes das
proteinas (20 pg) foram incubadas em tampéao de ligacdo, acrescido de inibidores de
proteases e poli(dl-dC)e(dI-dC) e mantidas em contato por 30 min a temperatura
ambiente: CRE1l, RCO1, RCM1, CRE1+RCOl1, CRE1+RCM1, RCO1+RCM1,
CRE1+RCO1+RCM1. Em seguida, foi adicionado 0,34 ug de sonda marcada (5 x
10% cpm) em cada reacdo e mantidas por 20 min & temperatura ambiente. Apds
incubacdo com a sonda, as reacdes foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida 5% (29:1) ndo desnaturante, em tampao TBE 0,5X (300 V, 10 mA,
10°C). O gel foi seco e exposto ao filme Kodak T-Mat G/RA.

3.18 Analise computacional dos fatores/cofatores de transcri¢éo

As sequéncias nucleotidicas das ORFs que codificam os fatores/cofatores de
transcricdo das linhagens mutantes selecionadas e as sequéncias polipeptidicas
foram identificadas no banco de dados do genoma N. crassa
(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/neurospora/Home.html). Para a
estimativa tedrica das propriedades fisico-quimicas dos fatores/cofatores de
transcricdo foi utilizado a ferramenta ProtPAram no site do servidor EXPASY
(http://web.expasy.org/protparam). A deteccdo e caracterizacdo dos dominios
conhecidos presentes nos fatores de transcricdo foi feita por meio das informacdes
disponiveis no genoma do fungo (http://www.fgsc.net/scripts/strainsearchform.asp),
pelo  SMART  (http://smart.embl-heidelberg.de/) e  pelo Pfam 22.0

(http://pfam.sanger.ac.uk/search). A presenca de sinais de localizacdo nuclear
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classicos (NLS) foram determinadas utilizando a ferramenta PSORTII
(http://psort.nibb.ac.jp/form2.html).

As sequéncias polipeptidicas foram comparadas com as sequéncias
disponiveis no banco de dados do National Center for Biotechnology Information
(NCBI), utilizando a ferramenta Blastp (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Para o
alinhamento multiplo das sequéncias polipeptidicas das proteinas de interesse e dos
ortdlogos funcionais caracterizados em outros organismos foi utilizado o programa
ClustalW server (http://www.ch.embnet.org/software/ClustalW.html) e os residuos de
aminodcidos idénticos e conservados foram identificados por Boxshade 3.21 no site

Box Shade Server (http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html).
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A secdo Resultados e Discusséo foi dividida em duas partes, uma vez que o
trabalho possui dois grandes objetivos: caracterizacdo do fator de transcricdo
hipotético 9739 e dos cofatores transcricionais RCO-1 e RCM-1 (Parte 1), e estudos
de correlacdo entre metabolismo de glicogénio e reldgio biolégico em N. crassa
(Parte 2).

PARTE 1 - Caracterizacdo dos fatores/cofatores de transcricao

4.1 Descric¢ao das linhagens

A linhagem mutante na ORF NCU06205 (FGSC#11371) corresponde a
linhagem nocauteada no gene rco-1 (regulator of conidiation-1), o qual codifica para
uma proteina repressora transcricional ortéloga a Tupl de S. cerevisiae
(YAMASHIRO et al., 1996). A linhagem mutante na ORF NCU06842 (FGSC#10215)
corresponde a linhagem que sofreu o processo de RIP no gene rcm-1 (regulator of
conidiation and morphology-1), o qual codifica para a proteina ortéloga a Ssn6 de
levedura (KIM; LEE, 2005; OLMEDO et al., 2010) e a linhagem mutante na ORF
NCU09739 (FGSC#11062) corresponde a linhagem nocauteada em um gene que
codifica para uma proteina anotada no banco de dados de N. crassa como
hipotética. A linhagem mutante na ORF NCU08807 (FGSC#10372) corresponde a
linhagem nocauteada no gene cre-1 (carbon catabolite regulation), o qual codifica
para a proteina ortdloga a Migl de S. cerevisiae e a CreA de A. nidulans (SUN;
GLASS, 2011) e sera utilizada em ensaios com diferentes fontes de carbono. As
linhagens mutantes nocauteadas foram construidas por meio da insercdo, por
recombinacao homologa, do gene hph (codifica para higromicina B fosfotransferase).

A linhagem FGSC#9718 (a, mus-51::bar") foi usada para a construcdo dos
mutantes nocauteados e, em nossos experimentos, foi utilizada como linhagem

selvagem para comparacéo com as linhagens mutantes.
4.2 Confirmacédo dos nocautes génicos
Linhagens mutantes selecionadas para este trabalho correspondem a

linhagens contendo genes alvo nocauteados através da insercdo de uma marca de

selecéo por recombinacdo homologa. Com o objetivo de verificar se essas linhagens
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adquiridas pelo FGSC eram realmente mutantes nos genes de interesse, foi feita a
confirmacdo do nocaute génico. Para isso, foi realizada a extracdo do DNA
gendmico do micélio das linhagens mutantes (rco-1X° e 9739°) e da linhagem
selvagem (FGCS#9718) apds crescimento vegetativo a 30°C, 24 h. O DNA
gendmico foi quantificado e a confirmacao dos nocautes foi feita por PCR, utilizando
paralelamente o DNA da linhagem selvagem como controle positivo.

Os produtos das reacdes de amplificacdo foram separados por eletroforese
em gel de agarose 1% com 0,5 ug/mL de brometo de etidio. Houve amplificacdo de
ambas as ORFs na linhagem selvagem, contendo as regifes de éxons e introns, as
quais geraram fragmentos de 2.176 pb correspondente ao gene rco-1 e de 2.389 pb
correspondente a ORF NCU09739.

A Figura 5A mostra a amplificagdo, somente na linhagem selvagem, de um
fragmento de cerca de 2.389 pb correspondente a ORF NCU09739, confirmando o
nocaute na linhagem 9739X°. A amplificacdo desta ORF foi feita em duas diferentes
temperaturas de melting (TM), 64°C e 70°C, sendo que a primeira foi usada devido a
indicacdo do fabricante dos oligonucleotideos em relacdo a temperatura de
anelamento, e a segunda temperatura foi selecionada apds a realizacdo de reacbes
de amplificacdo em um gradiente de temperatura (60°C até 74°C) para a fase de
anelamento.

A Figura 5B mostra a amplificagdo de um fragmento de cerca de 2.176 pb
correspondente ao gene rco-1, porém essa amplificagcdo ocorreu tanto na linhagem
selvagem quanto na linhagem mutante. Os fragmentos de 2.176 pb foram retirados
do gel de agarose e purificados. Foram realizadas duas digestbes com o0s
fragmentos purificados, usando as enzimas de restricdo EcoRI e EcoRV, liberando
fragmentos correspondentes aos tamanhos de 812 pb e 1.364 pb, e as enzimas
BamHI e EcoRl, liberando fragmentos correspondentes aos tamanhos de 247 pb,
396 pb e 1.533 pb. A digestdo dos fragmentos correspondentes a ORF06205 foi
observada somente na linhagem selvagem (Figura 5C), assim, confirmando o
nocaute na linhagem rco-1. O nocaute na linhagem cre-1%© ja havia sido confirmado.

Confirmar os nocautes génicos por PCR a partir do DNA genémico nao é a
técnica experimental mais correta, uma vez que pode apresentar falsos positivos,
porém é a maneira mais facil e rapida de verificarmos a auséncia do gene de
interesse nas linhagens mutantes. A maneira mais confiavel de obter estes

resultados seria por Southern blot, sendo uma técnica mais trabalhosa.
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Figura 5- Amplificacdo de fragmentos correspondentes as ORFs a partir do DNA
gendmico das linhagens mutantes e selvagem. (A) Amplificagcdo do fragmento
correspondente & ORF NCU09739 contendo 2.389 pb. 1- linhagem 9739%°, TM de 64°C. 2-
linhagem selvagem, TM de 64°C. 3- linhagem 9739°, TM de 70°C. 4- linhagem selvagem,
TM de 70°C. (B) Amplificacdo do gene rco-1 contendo 2.176 pb. 1- linhagem rco-1%°. 2-
linhagem selvagem. (C) Analise de restricdo dos fragmentos amplificados das linhagens rco-
1%° e selvagem. 1- Fragmento amplificado a partir de DNA genémico da linhagem rco-1<°
digerido com as enzimas EcoRl e EcoRV. Presenca do fragmento ndo digerido. 2-
Fragmento amplificado a partir de DNA genbmico da linhagem selvagem digerido com
EcoRI e EcoRV. Presenca das duas bandas esperadas (812 pb e 1.364 pb), além da banda
correspondente ao gene inteiro de 2.176 pb. 3- Fragmento amplificado a partir de DNA
gendémico da linhagem rco-1%° digerido com as enzimas BamHI e EcoRI. Presenca do
fragmento ndo digerido 4- Fragmento amplificado a partir de DNA gendémico da linhagem
selvagem digerido com BamHI e EcoRI. Presenca das trés bandas esperadas (247 pb, 396
pb e 1.533 pb), além da banda correspondente ao gene inteiro. L, ladder de 1 kb.
Eletroforese em gel de agarose 1% contendo brometo de etideo 0,5 pg/mL.
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4.3 Anélises morfolégicas das linhagens mutantes

E de grande interesse investigar se a auséncia dos fatores e cofatores de
transcricdo pode afetar o crescimento e morfologia das linhagens mutantes. Para
tanto, foram feitas analises de crescimento, bem como verificacdo da producao de

hifas aéreas, pigmentacdo, conidiacdo e extremidades das hifas.
4.3.1 Crescimento em meio solido

A analise do crescimento das linhagens mutantes, juntamente com a
linhagem selvagem, foi avaliada em frascos contendo meio VM sélido incubados a
30°C durante 3 dias em estufa. Em seguida, os frascos foram transferidos para
temperatura e luminosidade ambiente por mais 5 dias. Apds 8 dias foi avaliada a
presenca/auséncia de hifas aéreas e pigmentacdo. Verificou-se que todas as
linhagens mutantes apresentaram menor crescimento e aspecto diferente da
selvagem (Figura 6). A linhagem selvagem (Figura 6A) apresentou maior
crescimento, producao de hifas aéreas e marcante pigmentacao alaranjada devido a
presenca de pigmentos carotenoides. A biossintese de carotendide é ativada pela
luz (HARDING; TURNER, 1981), por isso os frascos sao primeiramente mantidos em
estufa, para crescimento das hifas, e depois mantidos em luminosidade ambiente,
para sintese de carotenodide e consequente pigmentacdo alaranjada das hifas. A
linhagem 9739"° (Figura 6B) apresentou crescimento reduzido, baixa producéo de
hifas aéreas e pigmentacdo alaranjada clara. As linhagens rco-1%° (Figura 6C) e
rem-17" (Figura 6D) apresentaram crescimento muito reduzido, como um “tapete” na
superficie do meio de cultura sélido, ndo produziram hifas aéreas e coloracéo
diferente da apresentada pela linhagem selvagem (baixa producao de carotendides).

Os conidios foram coletados destas linhagens apés a analise do aspecto
macroscopico. A suspensdao conidial foi coletada em agua destilada e filtrada com o
auxilio de uma gaze estéril e os conidios contados em camara de Neubauer. A
linhagem selvagem apresentou um alto nimero de conidios, a linhagem 9739%°
apresentou baixo nimero e as linhagens rco-1X° e rem-1%"" n&o apresentaram
conidios. Os nossos resultados confirmaram aqueles anteriormente descritos, o
quais mostraram conidiacdo reduzida para a linhagem 9739%° (COLOT et al., 2006),

auséncia de conidiacdo, morfologia das hifas alterada e taxa de crescimento
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reduzida na linhagem mutante rco-1 (YAMASHIRO et al.,, 1996) e auséncia ou
reduzida conidiacéo e perda de hifas aéreas na linhagem rcm-17" (OLMEDO et al.,
2010).

Figura 6- Analise do crescimento das linhagens selvagem e mutantes em meio sélido.
Conidios foram inoculados no centro do meio de cultura, as linhagens foram mantidas
inicialmente a 30°C por 72 h e, posteriormente, a temperatura e luminosidade ambiente por
mais 5 dias. (A) Linhagem selvagem (FGSC#9718), (B) 9739%°, (C) rco-1*°, (D) rcm-1R~".

4.3.2 Crescimento colonial e crescimento radial

Para a andlise de crescimento colonial, os raios das col6nias obtidas foram
determinados para todas as linhagens mutantes, tendo como padrdao o raio da
colbnia apresentado pela linhagem selvagem. Conidios foram inoculados no centro
das placas e estas foram incubadas a 30°C por 24 h. Foram testados dois tipos de
meio de cultivo (VM e VM suplementado com extrato de levedo 2%). N. crassa € um
fungo filamentoso de cultivo bastante simples e tem como Unica exigéncia nutricional
a biotina. O enriquecimento do meio VM com extrato de levedo teve como principal
objetivo analisar a capacidade das linhagens mutantes em utilizar os nutrientes
suplementados, uma vez que estes nutrientes, por se encontrarem no meio
extracelular, estariam estimulando as células do fungo para a sua utilizacdo. Os

ensaio foram feitos em duplicatas biol6gicas e experimentais.
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Imagens digitais das colénias foram adquiridas com o auxilio de uma méaquina
fotografica e podem ser visualizadas na Figura 7, a esquerda. A analise de
crescimento radial em meio VM e VM+YE é mostrada no Quadro 2 e revelou que
todas as linhagens mutantes apresentaram menor crescimento comparado ao perfil

apresentado pela linhagem selvagem na mesma condic&o.

Quadro 2 - Taxa de crescimento radial da linhagem selvagem e dos mutantes.

. Crescimento Radial (cm/24 h)
Hinhagem 30°C VM 30°C VM+YE
WT 4,13+ 0,46 4,03 £0,72
9739%° 1,84+0,8 2,55+ 0,48
rco-1%° 0,54 +0,18 0,65 + 0,22
rcm-1~" 0,5+ 0,05 0,45+ 0,14

A linhagem selvagem teve crescimento radial levemente maior no meio VM
sem suplementacdo de extrato de levedo, porém em meio VM+YE houve um

aumento das hifas aéreas (aspecto “plumoso”). J& a linhagem 9739°

apresentou
aumento das hifas radiais e aéreas ligeiramente maior em meio VM+YE. As
linhagens rco-1%° e rcm-17" apresentaram crescimentos similares nos dois meios de
cultura, e muito inferior comparadas a linhagem selvagem (7-8 vezes menor que a
linhagem selvagem). Também foi analisado o crescimento colonial das linhagens em
temperatura em torno de 25°C, porém todas as linhagens tiveram maior crescimento
a 30°C, independente no meio de cultura a qual foram inoculadas (dados nao
mostrados). Isto sugere que o0 aumento da temperatura de crescimento interfere
diretamente na taxa metabdlica do fungo, permitindo um melhor
crescimento/desenvolvimento.

A Figura 7, a direita, mostra as extremidades das hifas das linhagens selvagem
e mutantes quando analisadas em estereomicroscépio acoplado a camara fotogréfica,
em um aumento de 8 vezes e escala de 100 um. As imagens revelaram que o perfil
das extremidades das hifas mostrado pela linhagem selvagem foi semelhante as
demais linhagens, em todas as condicdes testadas, e somente a linhagem rcm-1%"
revelou hifas mais densas em meio VM+YE.
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Figura 7- Andlise da morfologia da colbnia e crescimento radial e da extremidade das
hifas nas linhagens selvagem e mutantes. Conidios foram inoculados no centro das
placas contendo os meios de cultura VM e VM acrescido de extrato de levedo 2%, e as
linhagens foram mantidas por 24 h a 30°C. Esquerda, visualizacdo do crescimento radial de
cada linhagem. Direita, visualizacdo das extremidades das hifas analisadas em
estereomicroscopio SteREO Discovery.V8, Zeiss acoplado a camara fotogréfica. Escala de
100 um (aumento de 8x).
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A partir dos resultados podemos observar que todas as linhagens mutantes
apresentaram crescimento reduzido, baixa producéo de hifas aéreas, alteracdo na
pigmentacdo e conidiacdo. Os genes que codificam os fatores ou cofatores de
transcricdo, analisados neste trabalho, possivelmente exercem um importante papel

no crescimento e desenvolvimento do fungo N. crassa.

4.4 Determinagdo do acumulo de glicogénio e avaliacdo da expressdo dos

genes gsn e gpn nas linhagens

As linhagens do fungo foram avaliadas em relacdo aos seus conteudos de
glicogénio e expressao dos genes que codificam para a enzima glicogénio sintase
(gsn) e glicogénio fosforilase (gpn) por Northern blot e comparadas a linhagem
selvagem, antes (30°C) e ap6s choque térmico (45°C) em meio minimo de Vogel
(VM) liquido. Os micélios obtidos de cada linhagem, antes e apds choque térmico,
foram utilizados para a quantificacdo do conteudo de glicogénio. A dosagem de
glicogénio foi feita por meio da determinacdo da glicose liberada pela digestdo com
amiloglicosidase e a-amilase, apds precipitacdo do glicogénio com etanol. A
quantidade foi expressa em relacéo a proteina total presente no extrato protéico. Os
ensaios de choque térmico e determinagdo do conteudo de glicogénio foram
realizados em triplicatas biologicas e experimentais.

A quantificacdo do conteudo de glicogénio pode ser observada na Figura 8A.
Na linhagem selvagem houve uma reducdo do conteudo de glicogénio apds o
choque térmico quando comparado a condi¢cdo normal de crescimento. As linhagens
mutantes rco-1%°, rcm-1"" e 9739%° apresentaram um perfil bem diferente do

observado pela linhagem selvagem. A linhagem rco-1°

apresentou maior acumulo
de glicogénio antes do choque térmico em relacdo a selvagem e praticamente nao
mostrou reducdo no acumulo apdés choque térmico, se considerarmos o desvio
padrdo. J& as linhagens rem-1%"" e 9739%° ndo apresentaram reducéo do nivel de
glicogénio apdés choque térmico, sendo os conteudos antes e depois do choque
térmico semelhantes. E importante observar o baixo acimulo de glicogénio na
temperatura normal de crescimento (30°C) nestas linhagens.

Todas as linhagens foram submetidas a analise da expressdo do gene gsn
(Figura 8B) e gpn (Figura 8C) por Northern blot, utilizando-se o0 RNA ribossémico

18S como controle enddgeno. O objetivo deste experimento foi verificar se o padréao
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de acumulo de glicogénio antes e depois do choque térmico poderia ser
correlacionado a expressao diferenciada dos genes gsn e gpn, bem como levantar
hipoteses se o fator/cofator de transcricdo ausente em cada linhagem mutante
poderia estar envolvido na regulacdo da expressdao dos mesmos e qual fungéo
poderiam estar desempenhando. O RNA total foi extraido de micélio, antes e depois
do choque térmico e analisados por Northern blot utilizando como sondas um
fragmento do gene gsn de 900 pb ou um fragmento do gene gpn de 798 pb
marcadas radiativamente com a[*?P]dATP. Foram realizados triplicatas biolégicas e
experimentais, e ambos transcritos apresentaram tamanhos de aproximadamente 3
kb.

Pelos resultados observou-se que o perfil de expressédo dos genes gsn e gpn
foram semelhantes em todas as linhagens, diminuindo ap6s choque térmico, como
na linhagem selvagem. De Paula et al. (2002) e Freitas e Bertolini (2004) mostraram
gue a expressao do gene gsn é maxima em 24 h de crescimento e é drasticamente
reduzida apoés choque térmico e esse perfil apresentado pela linhagem selvagem
pode ser visto na Figura 8B. Entretanto, € importante salientar que as linhagens rcm-
1R e rco-1X° apresentaram niveis maiores do que a linhagem selvagem, em ambas
as condicdes, sendo muito maior na linhagem rco-1%°. A linhagem mutante na ORF
NCU09739 apresentou uma reduc&o no transcrito gpn em comparacao a selvagem,
porém ndo houve uma correlacdo direta entre o baixo acumulo de glicogénio,
apresentado durante crescimento vegetativo e apods choque térmico, com a
expressao dos genes gsn e gpn. Provavelmente outros genes estariam participando
na regulacdo do metabolismo de glicogénio na linhagem 9739KC.

As proteinas RCO-1/RCM-1 de N. crassa, ortélogas a Tupl-Ssn6 de S.
cerevisiae, sdo descritas como um possivel complexo corepressor similar ao de
levedura (OLMEDO et al., 2010). Levando em consideracdo estes dados, podemos
sugerir, a partir dos nossos resultados, que tanto a proteina RCO-1 quanto a
proteina RCM-1 possivelmente participam de um complexo funcional que reprimiria a
expressdo dos genes gsn e gpn de N. crassa. Assim, é sugestivo que a auséncia do

1KO

repressor transcricional RCO-1 na linhagem mutante rco- poderia estar

provocando a elevacdo do acumulo de glicogénio intracelular, consequentemente

pela desregulacdo da expresséo dos genes gsn e gpn (Figura 8B e 8C). Em relagéo

1RIP

a parceira RCM-1, o mutante rcm- produz uma proteina RCM-1 truncada,
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Figura 8- Acamulo de glicogénio e expressdo dos genes gsn e gpn antes e depois do
choque térmico. (A) Andlise das linhagens em relagdo ao acumulo de glicogénio. (B)
Expresséo do gene gsn. (C) Expressao do gene gpn. Autoradiografia do gel, perfil do RNAr
18S em gel de agarose e analise densitométrica da expresséo utilizando o software ImageJ
(ABRAMOFF; MAGALHAES: RAM, 2004). A intensidade relativa foi calculada pela raz&o
entre gsn RNAmM/18S RNAr e gpn RNAmM/18S RNAr. 0, antes do choque térmico, HS, depois
do choque térmico de 45°C.
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contendo apenas os 114 aminoéacidos da regido N-terminal. E importante salientar
gue a proteina truncada contém os 2 primeiros dominios TPR, de um total de 10, de
interacdo proteina-proteina. Essa proteina truncada pode manter alguma atividade
repressora residual, que poderia estar provocando o baixo acumulo de glicogénio
NOS Nossos experimentos. Também explicaria porque a expressao dos genes gsn e
gpn ndo esti tdo desregulada quanto no mutante rco-1<°. Olmedo et al. (2010)
também observaram, em estudos de fotoadaptacéo, que o mutante rcm-17" nao
apresentou acumulo de transcritos de genes regulados por luz tdo exacerbado

1KO

gquanto o mutante rco-1"", presumivelmente devido a alguma atividade residual da

proteina RCM-1 truncada. A desregulacdo nos niveis dos transcritos gsn e gpn na

1RP ndo estad totalmente correlacionada ao baixo acUmulo de

linhagem rcm-
glicogénio apresentado antes e apds choque térmico. Portanto outros genes
estariam participando na resposta ao contetdo de glicogénio nesta linhagem.

Os experimentos apresentados mostraram que os trés genes codificam
proteinas que além de atuarem no crescimento e desenvolvimento do fungo N.
crassa, também estdo envolvidas na regulacdo do metabolismo do glicogénio, muito
provavelmente atuando na regulacdo da expressdo dos genes gsn e/ou gpn, e
também de outros genes Os resultados motivam a realizacdo de estudos mais
detalhados destas proteinas a fim de obter uma melhor caracterizagdo funcional
destes fatores e cofatores de transcricdo em relacdo ao papel na regulacéo da via

metabolica do glicogénio.

4.5 Caracteristicas bioquimicas do fator de transcricdo codificado pela ORF
NCU09739

A proteina hipotética codificada pela ORF NCU09739 é um fator de
transcricdo que apresenta um dominio classico de ligacdo a DNA zinc finger do tipo
Zn,Cysg, do residuo de aminoacido 7 ao 51 (Figura 9A). Um fator de transcricdo do
tipo Zn,Cysg muito conhecido é o fator Gal4 de S. cerevisiae que é requerido para
ativacdo transcricional de genes que codificam enzimas do metabolismo de
galactose (BRANDEN; TOOZE, 1991). Essa proteina ndo possui sinal de localizacdo
nuclear classico (NLS — Nuclear Localization Signal), o que seria esperado em se
tratando de um fator de transcrigdo, entretanto isto ndo significa que esta proteina

ndo possua outros NLS ndo classicos. Além disso, a falta de NLS ndo afasta a
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possibilidade de que a proteina seja transportada para o nucleo, pois ela pode ser
transportada na forma de complexos proteicos. A Figura 9B mostra uma
representacdo esquematica da forma truncada da proteina hipotética que foi
produzida na forma recombinante neste trabalho.

A proteina codificada pela ORF NCUQ09739 ndo apresentou homologia a
nenhuma proteina funcionalmente caracterizada em outros organismos, apenas com
proteinas hipotéticas de outros fungos filamentosos. O Quadro 3 apresenta alguns
dados bioquimicos obtidos por predicdo tedrica da proteina estudada, como o
tamanho do cDNA, nimero de residuos de aminoéacidos (AA), Massa Molecular

(MM) e ponto isoelétrico (PI) estimado.

Quadro 3 - Dados bioquimicos do fator de transcri¢cdo codificado pela ORF NCU09739.

ORF cDNA (pb) AA MM estimada (kDa) | Pl estimado Familia
**NCU09739 990 329 36,26 9,04 Zn,Cyse

**producdo da proteina truncada

Figura 9- Representacdo esquematica do fator de transcricdo hipotético. A ORF
NCU09739 codifica uma proteina com dominio zinc finger do tipo Zn,Cyse (Gal4-like)
representado pelo losango em vermelho. As barras em rosa representam sequéncias com
baixa complexidade. (A) Proteina hipotética inteira codificada pela ORF NCU09739. (B)
Proteina hipotética 9739 truncada na regiao C-terminal (1-329 aa), de maneira a conservar a
regido do dominio de ligacdo ao DNA. Representacdo esquematica feita pelo servidor
EMBL-SMART (http://smart.embl-heidelberg.de).
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4.6 Andlise da expressao do gene NCU09739

Os resultados apresentados neste trabalho mostraram que a proteina
hipotética codificada pela ORF NCUQ09739 de N. crassa esta diretamente envolvida
no crescimento e no desenvolvimento do fungo, além de atuar na regulacdo do
metabolismo de glicogénio e na expressdo do gene gpn. Em funcdo disto, foi
realizada a analise da expressdo do gene correspondente a ORF NCU09739 por
Northern blot, utilizando-se o RNA ribossémico 18S como controle enddégeno, em
micélios da linhagem selvagem (FGSC#9718) coletados em diferentes tempos de
crescimento vegetativo. Conidios da linhagem selvagem foram inoculados em um
litro de meio VM, incubados a 30°C, 250 rpm e amostras foram coletadas apoés 8, 12,
24, 36, 48 e 72 h de inoculacdo. O RNA total foi extraido das diferentes amostras,
quantificado e utilizado no ensaio de Northern blot utilizando como sonda um
fragmento da ORF NCU09739 de 488 pb. O transcrito apresentou tamanho de
aproximadamente 2 kb. Foram feitos dois ensaios experimentais e biolégicos e
também foi testada uma sonda de 990 pb, porém houve varias hibridizacdes
inespecificas. Este experimento foi realizado para verificar se havia a presenca do
transcrito e, como consequéncia, se o fator de transcricdo seria sintetizado pelo
fungo.

Os resultados mostraram (Figura 10) que o gene foi altamente expresso nas
primeiras horas de germinacao de 8 a 24 h. Os niveis do transcrito foram reduzidos
apos este tempo (tempo de formagdo da massa micelial) mostrando que a proteina
provavelmente € requerida para o estagio inicial da germinacdo. O transcrito
apresentou tamanho de aproximadamente 2 kb e a ORF NCU09739 possui 2.028
pb, ou seja, o tamanho do transcrito € quase do mesmo tamanho da ORF. Podemos
levantar alguns questionamentos em relacdo ao produto da transcricdo: o transcrito
pode possuir regides 5- e 3-UTR muito pequenas, levando em consideracdo o
tamanho das regides intergénicas 5- e 3’-flanqueadoras do gene (Figura 11). A
regido intergénica upstream a ORF NCUQ09739 tem 1.394 nucleotideos e
compreende a regido 3’-UTR do gene correspondente a ORF NCU09740, a regido
promotora e a 5-UTR da ORF em questdo. A regido intergénica downstream a ORF
NCU09739 possui somente 257 nucleotideos e compreende as regides 3’-UTR dos
genes correspondentes as ORFs NCUQ09739 e NCU(09738. Portanto, o gene
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Figura 10- Expressdo do gene correspondente a ORF NCU09739 durante o
crescimento vegetativo na linhagem selvagem. Amostras de micélio foram coletadas nos
tempos de 8 a 72 h de crescimento, o RNA foi extraido e analisado por Northern blot
utilizando um fragmento do gene como sonda. Autoradiografia do gel, perfil do RNAr 18S em
gel de agarose e analise densitométrica da expressao utilizando o software ImageJ
(ABRAMOFF; MAGALHAES; RAM, 2004). A intensidade relativa foi calculada pela razéo
entre 9739 RNAmM/18S RNAr. L, ladder de RNA de 0,5-10 kb.

NCU09740 , , NCU09739 NCU09738
—| 77— > | e —
77 1.394 nt 2.389 nt 257 nt 1.708 nt

8.435 nt

Figura 11- Representacdo esquematica das ORFs NCU09740, NCU09739 e NCU09738 e
das regides intergénicas. A regido intergénica upstream a ORF NCUQ09739 tem 1.394 nt e
a regido intergénica downstream a ORF NCU09739 tem 257 nt.
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NCU09739 teria regides 5- e 3-UTR pequenas e uma regido promotora também
relativamente pequena. Um fato interessante é que esta ORF possui um unico intron
de 361 pb no comeco da regido codificadora e como, teoricamente, apresenta uma
regido promotora pequena, entdo esta regido de intron poderia servir como
sequéncia regulatéria do gene. Outra questdo seria saber se o produto da ORF

realmente corresponderia ao tamanho esperado da ORF.

4.7 Clonagem da ORF NCU09739, ensaio de producdao e purificacdo da proteina

recombinante

Para a andlise funcional da proteina hipotética na regulacdo do metabolismo
de glicogénio em N. crassa é importante sua producao na forma recombinante. Para
isto, o cDNA codificador da proteina foi clonado por RT-PCR, com pares de
oligonucleotideos especificos mostrados no Quadro 1 (Materiais e Métodos). A
amplificacdo da ORF NCUQ09739 inteira ndo foi possivel de ser conseguida, mesmo
apos inumeras tentativas e empregando diferentes estratégias de amplificacdo. Por
este motivo, foi amplificado um fragmento de DNA (Figura 12) para a producgao da
proteina truncada na regido C-terminal (1-329), de maneira a conservar a regido do
dominio de ligacdo ao DNA. O fragmento amplificado foi subclonado no vetor de

clonagem pMOS-Blue, originando o plasmidio pMOS-9739.

L
=

2 kb — s

1k — v b o | €<—
—— N

Figura 12- Amplificacdo da ORF NCU09739. Amplificacdo por RT-PCR do fragmento
correspondente a ORF NCUQ09739, contendo 990 pb. L, ladder de 1 kb. Eletroforese em gel
de agarose 1% contendo brometo de etideo 0,5 ug/mL.
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O cassete de DNA correspondente ao inserto 9739 (990 pb) foi transferido da
construcdo pMOS-9739 para o vetor de expressdo pET28a (Novagen), para
producdo da proteina recombinante fusionada a uma cauda de poli-His, gerando o
plasmideo pET-9739. Constru¢Bes plasmidiais de clones considerados positivos
foram confirmadas atraves de sequenciamento de DNA e armazenadas a -80°C.

Para a producéo da proteina recombinante o plasmideo pET-9739 foi utilizado
para transformar células competentes de trés linhagens produtoras diferentes de E.
coli: BL21(DE3)pLys-S, Rosetta(DE3)pLys-S e ArcticExpress(DE3). A selecéo dos
transformantes foi realizada em meio de cultura contendo os antibidticos
apropriados. As culturas celulares foram induzidas e amostras foram coletadas antes
e depois da inducdo. Células das culturas induzidas foram coletadas e lisadas em
tampdo de lise e centrifugadas para a separacdo do sobrenadante (S) e do
precipitado (P) para verificar a solubilidade das proteinas. Primeiramente, o ensaio
de inducdo da proteina recombinante His::9739 foi realizado juntamente com o
controle positivo (pET-CopB ou pET-XAC2369), os quais produzem proteinas de X.
citri e controle negativo (pET28a vazio). As amostras protéicas foram quantificadas e
fracionadas por SDS-PAGE 12%.

A melhor condicdo de inducdo para esta proteina foi em E. coli cepa
ArcticExpress(DE3), a qual também produz as chaperoninas Cpnl0 (~10 kDa) e
Cpn60 (~57 kDa), nas condicbes de inducéo utilizadas: 12°C, 24 h, 200 rpm e
concentracdo de IPTG de 0,4 mM. Houve producéo da proteina recombinante tanto
na forma solluvel quanto na forma insoluvel (Figura 13A), porém a expressao nao foi
alta. As setas apontam bandas correspondentes a proteina recombinante e a
proteina CopB (controle positivo). O resultado da deteccao protéica por Western blot
revelou claramente a presenca da banda referente a proteina His::9739, com
aproximadamente 38,4 kDa, tanto no sobrenadante (S) como no precipitado (P),
como mostrado na Figura 13B. Foram realizadas novas analises de expressao
alterando as condi¢cbes de inducdo e as linhagens de E. coli produtoras. Nas
linhagens de E. coli Rosetta e BL21 houve baixa producao da proteina recombinante
e esta se manteve apenas na forma insoltvel. A partir destes resultados, seguiram-
se 0s ensaios de purificacdo da proteina His::9739 na cepa E. coli
ArcticExpress(DE3).
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Figura 13- Analise da expressdo em E. coli da proteina His::9739. (A) Extratos de
células de E. coli ArcticExpress(DE3) transformadas com o plasmideo pET-9739 (colbnia 1,
C1 e colbnia 2, C2), pET-CopB e pET-vazio. As setas indicam bandas correspondentes a
proteina recombinante (38,4 kDa) e ao controle positivo CopB (55 kDa). Eletroforese em
SDS-PAGE 12%, corado com Comassie Brilliant Blue R-250. (B) Western blot da proteina
His::9739 expressa em E. coli ArcticExpress(DE3), tanto na fracdo solUvel quanto na
insoltvel, utilizando anticorpo anti-His. NI, amostra ndo-induzida; S, sobrenadante, P,
precipitado. Os numeros a esquerda do gel expressam os Pesos Moleculares das proteinas
em kDa.

Com o objetivo de obter a proteina recombinante pura para ser utilizada em
alguns ensaios funcionais, a purificagdo da proteina His::9739 em pequena escala
foi realizada por cromatografia de afinidade utilizando resina de NINTA agarose
(Qiagen), a qual permite purificar a proteina em um Unico passo. Para isso, a
proteina foi produzida em pequena escala (200 mL) e eluida com 100, 200 e 300
mM de imidazol. Os resultados foram satisfatérios (Figura 14A), pois houve
purificacdo da proteina recombinante (indicado pela seta em vermelho) e diminuigédo
da banda referente a chaperonina (seta em preto), principalmente na eluicdo E3. A
chaperonina é altamente expressa nesta cepa ArcticExpress(DE3). Porém as
fracOes protéicas foram eluidas com contaminacéo e, por este motivo, a purificacédo
foi realizada no sistema AKTA Prime a partir de 500 mL de cultura usando coluna
HisTrap. As fragBes cromatograficas foram coletadas durante a eluicdo da proteina

em tampao Tris-HCI, gradiente de imidazol de 50 mM - 1 M. O cromatograma (Figura
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Figura 14- Purificacao da proteina His::9739 produzida em E. coli ArcticExpress(DE3).
(A) Purificagdo proteina His::9739 em pequena escala, usando resina de niquel. (B) Perfil de
eluicdo da proteina recombinante no sistema AKTA Prime utilizando gradiente linear de 50
mM a 1 M de imidazol. (C) Analise das 16 fragBes da cromatografia em SDS-PAGE 12%,
corado com Comassie Brilliant Blue R-250. As setas em vermelho indicam as bandas
correspondentes a proteina recombinante com 38,4 kDa, e as setas em preto indicam as
bandas correspondentes a chaperonina (Cpn60) com 57 kDa. NI, amostra ndo-induzida, S,
sobrenadante, P, precipitado, FT, flow through, E1, eluicdo com 100 mM de imidazol, E2,
eluicdo com 200 mM de imidazol, E3, eluicdo com 300 mM de imidazol. Os nameros a
esquerda do gel expressam os Pesos Moleculares aproximados das proteinas em kDa.
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14B) mostra que ndo houve a formacédo de um pico especifico referente as fracdes
em que a proteina recombinante foi eluida. Dessa forma, amostras de 40 fracdes
eluidas foram avaliadas em SDS-PAGE 12%. A Figura 14C mostra o perfil das
fragbes 1 a 30, na qual se observa um alto grau de contaminagéo pela chaperonina
(Cpn60), a qual provavelmente forma um complexo com a proteina recombinante,
sendo eluida em todas as fracdes. Devido a este contaminante, a producdo da
proteina recombinante 9739 em maior escala usando a linhagem produtora E. coli
ArcticExpress(DE3) néo foi satisfatoria e esta linhagem de E. coli ndo sera utilizada.
Esta proteina podera ser utilizada futuramente em outros ensaios, como por
exemplo determinacdo do motif de ligagdo ao DNA por ChIP-Seq, entdo outras
formas truncadas que permitam uma melhor solubilidade da proteina deverdo ser

construidas.

4.8 Caracteristicas bioquimicas dos cofatores de transcricdo RCO-1 e RCM-1

A proteina RCO-1 de N. crassa apresenta dois dominios de interagcdo
proteina-proteina: dominio Tup_N na por¢do N-terminal (do residuo de aminoacido
19 ao 90) e sete dominios WD40 na porcdo C-terminal, do aminoécido 287 ao 600
(Figura 15A). A proteina RCM-1 de N. crassa apresenta dez dominios repetidos de
tetratricopeptideos (TPR) de interacdo proteina-proteina, do aminoacido 44 ao 396
(Figura 15B). A Figura 15C representa a proteina RCM-1 truncada na regido C-
terminal, que foi produzida na forma recombinante neste trabalho. Utilizando a
ferramenta PSORTII foi realizada uma busca para identificar a presenca de sinais de
localizacdo nuclear classicos (NLS) nestas proteinas. A proteina RCM-1 mostrou um
provavel sinal de localizacdo nuclear monopartido 713RHRR716, porém a proteina
RCO-1 ndo mostrou NLS classico. Entretanto, Olmedo et al. (2010) mostraram que
ambas proteinas estéo localizadas no nucleo de células do fungo N. crassa, como
demonstrado em um ensaio de fracionamento celular. Portanto, podemos sugerir
que a proteina RCO-1 seja transportada para o nacleo na forma de complexo
protéico ligada a proteina RCM-1 ou que possua um NLS néo classico. A interacao
fisica entre RCO-1 e RCM-1 (Tup1-Ssn6) em N. crassa ainda n&o foi reportada.

A Quadro 4 apresenta alguns dados bioquimicos das proteinas RCO-1 e
RCM-1, como o tamanho do cDNA, nimero de residuos de aminoacidos (AA),

Massa Molecular (MM) e ponto isoelétrico (PI) estimado.
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Quadro 4 - Dados bioquimicos dos cofatores transcricionais estudados.
: MM
cDNA Residuos de _ Pl -
ORF Gene o estimada : Dominios
(pb) aminoacidos estimado
(kDa)
Tup_Ne
NCU06205 rco-1 1.815 604 66,08 6,42
WD40
NCU06842 2.754 917 102,41 6,36 Dominios
rcm-1
**NCU06842 1.515 504 56,40 5,89 TPR

**produgdo da proteina truncada

Figura 15- Representacdo esquematica dos cofatores de transcricdo. (A) A proteina
RCO-1 apresenta um dominio Tup_N, representado pelo quadrado em cinza, e sete
dominios WD40 representados por triangulos verdes. (B) A proteina RCM-1 apresenta dez
dominios TPR representados pelos circulos amarelos. (C) A proteina RCM-1 truncada na
regido C-terminal (1-504 aa), de maneira a conservar a regido dos dominios TPR. As barras
em rosalverde claro representam sequéncias com baixa complexidade ou dominios com
funcbes desconhecidas. Representacdo esquematica feita pelo servidor EMBL-SMART
(http://smart.embl-heidelberg.de).
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4.9 Andlises de similaridade e alinhamento das sequéncias das proteinas RCO-
1 e RCM-1

As sequéncias polipeptidicas das proteinas estudadas foram analisadas por
Blastp e mostraram que as proteinas RCO-1 e RCM-1 de N. crassa sao conservadas
em alguns microrganismos e apresentaram homologia com proteinas de fungos e
leveduras. A proteina RCO-1 de N. crassa possui homologia com Tupl de Wangiella
(Exophiala) dermatitides (70% similaridade/59% identidade), TupA de Penicilium
marneffei (68% similaridade/57% identidade), RcoA de A. nidulans (66%
similaridade/55% identidade), TUP1 de Cryptococcus neoformans (70%
similaridade/55% identidade), Tupl de Candida albicans (69% similaridade/53%
identidade), Tupl de Kluyveromyces lactis (66% similaridade/51% identidade) e com
Tupl de S. cerevisiae (64% similaridade/48% identidade).

Em N. crassa, a delecdo do gene rco-1 afetou a conidiagcdo e
desenvolvimento sexual (YAMASHIRO et al., 1996). Algumas funcfes foram
descritas para o produto do gene. A proteina RCO-1 € requerida para a fusao e
morfologia normal das hifas (ALDABBOUS et al., 2010), participa na fotoadaptacao
de genes regulados por luz (OLMEDO et al., 2010), € um repressor especifico do
gene con-10, um gene envolvido na conidiacdo (LEE; EBBOLE, 1998) e esta
relacionada com o ritmo circadiano de N. crassa (BRODY et al., 2010). No fungo
dimorfico W. dermatitides, a delecdo de tupl afetou o crescimento e levou a
anormalidades celulares e além dos mutantes ndo produzirem hifas verdadeiras, as
células nédo produziram conidios. Portanto, a proteina Tupl de W. dermatitides é um
potencial repressor transcricional que regula o crescimento transiente entre as fases
de levedura e filamentosa (LIU et al., 2008). Em P. marneffei, outro fungo dimérfico,
a delecdo de tupA confere reducdo no crescimento filamentoso e inapropriada
morfogénese leveduriforme. Com isso, conclui-se que a proteina TupA de P.
marneffei € requerida para o crescimento filamentoso e para a repressao da
esporulacdo (TODD et al., 2003).

Em A. nidulans a delecdo de rcoA levou a reducdo na esporulacdo e
alteracdes no desenvolvimento sexual (HICKS et al.,, 2001; TODD; HYNES;
ANDRIANOPOULOS, 2006) e também resultou em ndo desrepressdo do
catabolismo de carbono, sugerindo que CreA ndo desenvolve sua funcéo repressora

recrutando RcoA para determinados promotores reprimidos por glicose (GARCIA et
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al., 2008). Por outro lado, este mesmo estudo mostrou que RcoA foi essencial para a
manutencao da estrutura da cromatina de certos promotores reprimidos por glicose
em A. nidulans (GARCIA et al., 2008). No basidiomiceto C. neoformans, a mutacao
em tupl afetou o crescimento e o comportamento sexual (LEE; CHANG; KWON-
CHUNG, 2005). Em C. albicans, a proteina Tupl atua como repressor de genes
requeridos para o crescimento filamentoso (BRAUN; JOHNSON, 1997) e esta
envolvida no mecanismo de dimorfismo (ZHAO et al., 2002) e no mecanismo de
catabolismo de carbono (MURAD et al., 2001). A proteina Tupl de K. lactis atua com
um repressor transcricional, uma vez que tem a capacidade de complementar o
fendtipo de repressdao no mutante tupl de S. cerevisiae (LAMAS-MACEIRAS;
FREIRE-PICOS; TORRES, 2011).

A proteina RCM-1 de N. crassa possui homologia com Ssn6 de C. albicans
(73% similaridade/59% identidade), Ssn6 de S. cerevisiae (74% similaridade/56%
identidade) e com SsnF de A. nidulans (58% similaridade/49% identidade). Em N.
crassa, a auséncia de rcm-1 foi letal e o mutante rcm-17" apresentou sérias
alteracdes no desenvolvimento vegetativo e sexual (OLMEDO et al., 2010). Estudos
mostraram que o gene rcm-1 é requerido para a fusdo e morfologia normal das hifas
(ALDABBOUS et al., 2010) e a proteina RCM-1 participa na fotoadaptacdo de genes
regulados por luz em N. crassa (OLMEDO et al., 2010). A auséncia de Ssn6 em C.
albicans promoveu a formacao de pseudo-hifas (GARCIA-SANCHEZ et al., 2005;
HWANG et al., 2003) e a inativagdo de ssnF em A. nidulans foi letal (GARCIA et al.,
2008).

Alinhamentos multiplos das sequéncias polipeptidicas de RCO-1 e de RCM-1
com os ortologos funcionais caracterizados em outros organismos foram realizados.
A Figura 16 mostra o alinhamento entre a proteina RCO-1 de N. crassa e as
proteinas ortélogas. O resultado do alinhamento mostrou trés regides bem
conservadas nestes microrganismos: a regido do dominio Tup_N, a regido rica em
prolina e as regides dos dominios WD40. A regido rica em prolina, que possui uma
estrutura quimicamente coesa e rigida, provavelmente sirva como “ponte”,
separarando os dois dominios. A Figura 17 mostra o alinhamento da proteina RCM-
1 de N. crassa e das proteinas ortologas. O resultado mostrou que as regides mais

conservadas entre estes microrganismos séo as regides dos dominios TPR.
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Figura 16- Alinhamento multiplo da sequéncia polipeptidica da proteina RCO-1 de N.
crassa com proteinas ortélogas de outros fungos. Em preto estdo representados os
residuos de aminoacidos idénticos e em cinza os aminoacidos similares. A regido do
dominio Tup_N estd apresentada pela linha em azul, a regido rica em prolina esta
apresentada pela linha em vermelha, e as linhas pretas representam os sete dominios

WDA40.



4. Resultados e Discussdo 95

wd
Pm

Cn
Ca
K1

Nc
wd
Pm
An
Cn
Ca
K1
Sc

wd
Pm
An
Cn
Ca
K1

Nc
wd
Pm
An
Cn
Ca
K1
Sc

Nc
wd
Pm

Cn
Ca
K1

RCO-1
Tupl
TupA
RcoA
TUP1
Tupl
Tupl
Tupl

RCO-1
Tupl
TupA
RcoA
TUP1
Tupl
Tupl
Tupl

RCO-1
Tupl
TupA
RcoA
TUP1
Tupl
Tupl
Tupl

RCO-1
Tupl
TupA
RcoA
TUP1
Tupl
Tupl
Tupl

RCO-1
Tupl
TupA
RcoA
TUP1
Tupl
Tupl
Tupl

RCO-1
Tupl
TupA
RcoA
TUP1
Tupl
Tupl
Tupl

RCO-1
Tupl
TupA
RcoA
TUP1
Tupl
Tupl
Tupl

280
292
261
252
226
185
304
327

340
352
321
312
286
245
364
387

348
361
329
320
294
261
410
447

408
421
389
380
354
321
470
507

456
469
437
428
413
369
519
556

511
524
493
483
466
426
576
616

565
578
547
537
526
476
628
670

DGKYLATGCNRSAQIFDVTIGQNVA LODES
QLDVELVHTLEHETVVCCVKFSNDGKYLATGCNRTAQIYDVETGA'

I3Y VAAGSLDKSVRVWD
IBYVAAGSLDKEVRVWD
DGKLVAAGSLDEEVRVWN
DGKIBIAAGSLDREVRVWD

GIPSSA
INLIP-S

TTTGYLVERLEN————PDGHKDSVYSVAF PNGKIMLVSGSLDKT I KLWE LINIRSROIONGNEN]
VSTGEEVERLKG HKDSVYSVAFSPDGK®LVSGSLDRTERIWD LTGCENKINAYAIN
STTGFLVERLDSGNENGNGHEDSVYSVAFSNNGEQIESGSLDRTVKLWHLEGKSDKK———
S TGELVERLDSIANIINEINGHRDSVY SVIYFTINDGKIEVV S GS LDRSVK LWN LINGIRSIE{0) ity
SEINS NRHNES SENE S G T{es10RAA4NY VIR RIBIEO S|AYSIENIND A eANNIBONANNK SDSK

WD 6

MKTEFEGHRDFVLSVINLTPDEI@WVLSGSKDRGVQEFWDPIT Gls#§O LML Q)
IRTFEGHKDYVLSVCLTPEGEWVMSGSKDRGVQFWDPTTGNAQMMLQ
RTFEGHKDFVLSVCLTPDGHWVMSGSKDRGVQFWDPNTGEAQMMLQ
BRTFEGHKDEFVLSV@LTPDGEWVMSGSKDRGVQFWDPITGNAQMMLQ)

—————— GrgI~8GSGDE —————-
VELNSKG——TE FATGSGDEKAR I WKl R K
€321 INEAVAIN Y|V T VAN GH P LG PE Y (€ JNNERIEIN CRINININ8Y- 1 K NEOONSTOTKE IKE

Figura 16- Continuacdao.
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Figura 17- Alinhamento multiplo da sequéncia polipeptidica da proteina RCM-1 de N.
crassa com proteinas ortélogas funcionais. Em preto estdo representados os residuos
de aminoacidos idénticos e em cinza os aminoacidos conservados. Os dez dominios TPR
estao representados pelas linhas em preto.
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Figura 17- Continuacdo. O sinal de localizacdo nuclear classico (NLS) esta salientado pela
linha em vermelho.
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4.10 Clonagem dos genes rco-1 e rcm-1, ensaio de producdao e purificacdo das

proteinas recombinantes

A amplificacdo dos cDNAs dos genes rco-1 e rcm-1 foi realizada por RT-PCR
usando pares de oligonucleotideos especificos para cada gene, apresentados no
Quadro 1 (Materiais e Métodos). A amplificacdo do gene rco-1, para producdo da
proteina inteira, de maneira a conservar todas as regides de dominio de interacédo
proteina-proteina, € mostrada na Figura 18A. A amplificacdo do gene rcm-1 foi feita
de maneira a produzir uma proteina truncada na regido C-terminal (1-504 aa),
conservando a regido do dominio de interacdo proteina-proteina, e é mostrada na
Figura 18B. Os fragmentos amplificados correspondentes aos tamanhos esperados
das ORFs foram subclonados no vetor de clonagem pMOS-Blue, originando os

plasmidios pMOS-rcol e pMOS-rcml.

A B
L L
= =
2kb — 2 kb ——s
el e [<— T e —
1kb —
1 kb S

Figura 18- Amplificacdo dos genes rco-1 e rcm-1. (A) Amplificacdo do fragmento
correspondente a ORF NCU06205 (rco-1) contendo 1.815 pb. (B) Amplificacdo do gene
correspondente a ORF NCU06842 (rcm-1) contendo 1.515 pb. L, ladder de 1 kb.
Eletroforese em gel de agarose 1% contendo brometo de etideo 0,5 pg/mL. As setas
indicam os fragmentos amplificados.

Os cassetes de DNA correspondentes aos insertos rco-1 (1.815 pb) e rcm-1
(1.515 pb) foram transferidos das constru¢cdes pMOS-rcol e pMOS-rcml para o

vetor de expressdo pET28a. Apods transformacéo em E. coli DH10B, os plasmidios
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recombinantes foram submetidos a analises de restricdo para a confirmacédo da
presenca dos insertos no vetor de expresséo. As construcdes plasmidiais resultantes
PET-rcol e pET-rcml foram confirmadas através de sequenciamento de DNA.

Para a producéo das proteinas recombinantes os plasmidios pET-rcol e pET-
rcml foram utilizados para transformar células competentes de trés linhagens
produtoras de E. coli: BL21(DE3)pLys-S, Rosetta(DE3)pLys-S e
ArcticExpress(DE3). Células das culturas induzidas foram coletadas e lisadas em
tampdo de lise e centrifugadas para a separacdo do sobrenadante (S) e do
precipitado (P) para verificar a solubilidade das proteinas.

Primeiramente, o ensaio de inducdo da proteina recombinante RCO-1
fusionada a cauda poli-His foi realizada juntamente com o controle positivo (pET-
CopB ou pET-XAC2369) e negativo (pET28a vazio). A melhor condi¢cdo de producéao
da proteina RCO-1 foi na linhagem E. coli Rosetta(DE3)pLys-S, usando 0,4 mM de
IPTG, 250 rpm, 37°C por 4 h, e a cultura foi lisada com tampé&o Tris-HCI. Na Figura
19A, bandas apontadas pelas setas correspondem a proteina recombinante
His::RCO1 contendo aproximadamente 68 kDa e ao controle positivo CopB (55
kDa). A presenca da proteina foi confirmada por Western blot (Figura 19B). O ensaio
mostra que a proteina foi encontrada tanto na forma solGvel como insoltvel.

A proteina recombinante His::RCM1 fusionada a cauda poli-His foi induzida
nas mesmas condicdes, juntamente com os controles positivos e negativos. A Figura
19C mostra o resultado da analise da expressédo da proteina His::RCM1 em SDS-
PAGE 12%. A melhor condicdo de inducdo para esta proteina foi em E. coli
Rosetta(DE3)pLys-S, usando 0,4 mM IPTG, a 30°C, 250 rpm por 4 h, e a cultura foi
lisada em tampéo Hepes. A banda correspondente a proteina é indicada pela seta
na Figura 19C e a presenca da proteina foi confirmada por Western blot que revelou
claramente a presenca da banda referente a proteina His::RCM1 com
aproximadamente 58,5 kDa, tanto no sobrenadante como no precipitado, como
mostrado na Figura 19D. A partir destes resultados, seguiram-se 0s ensaios de
purificacdo com a proteina recombinante His::RCO1 e His::RCM1 na cepa produtora
E. coli Rosetta(DE3)pLys-S.

Com o objetivo de obter a proteina recombinante pura para ser utilizada na
producdo de anticorpo e em alguns ensaios funcionais, a purificagdo das proteinas
His::RCO1 e His::RCM1 foi realizada por cromatografia de afinidade utilizando

resinas de NINTA agarose (Qiagen) e de His-Select Cobalt Affinity Gel (Sigma). Para
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Figura 19- Analise da expressdo em E. coli Rosetta(DE3)pLys-S das proteinas
His::RCOL1 e His::RCML1. (A) Extratos de células transformadas com o plasmideo pET-rcol,
pET-CopB (controle positivo) e pET-vazio (controle negativo). As setas indicam bandas
correspondentes a proteina RCO-1 (~68 kDa) e a proteina CopB (~55 kDa). (B) Membrana
do Western blot para RCO-1 revelada com anticorpo anti-His conjugado a fosfatase alcalina.
(C) Extratos de células transformadas com o plasmideo pET-rcm1 (colénia 1, C1 e col6nia 2,
C2). As setas indicam bandas correspondentes a proteina RCM-1 (~58,5 kDa). (D)
Membrana do Western blot para proteina RCM-1 revelada com anticorpo anti-His conjugado
a fosfatase alcalina. Eletroforese em SDS-PAGE 12%, corado com Comassie Brilliant Blue
R-250. NI, amostra ndo-induzida, S, sobrenadante, P, precipitado. Os nimeros a esquerda
do gel expressam os Pesos Moleculares das proteinas em kDa.
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isso, as proteinas foram produzidas em pequena escala (200 mL de cultura) e
eluidas com 100, 200 e 300 mM de imidazol. Figura 20A mostra 0 SDS-PAGE 12%
com a purificacdo da proteina RCO-1 utilizando resina de niquel e a Figura 20B a
purificagdo da proteina utilizando resina de cobalto. Observa-se que em ambas
figuras a fracdo eluida com 300 mM de imidazol (E3) apresentou maior pureza em
relacdo a fragdo E1 (eluicdo com 100 mM de imidazol) e que a purificagdo com
cobalto parece apresentar maior pureza e menor rendimento da proteina purificada.
Podemos afirmar que por ser um método simples de purificacdo, o resultado é
satisfatorio, apresentando bandas referentes a proteina RCO-1 purificada em
destaque quando comparadas ao sobrenadante (S), mas também mostrou
contaminagdo com outras proteinas. A purificacdo da proteina His::RCM1 em
pequena escala mostrou menor rendimento e pureza (resultado ndo mostrado). Para
aumentar a quantidade destas proteinas e o grau de pureza foi usando o sistema de
purificacdo AKTA Prime com coluna de niquel HisTrap (maior quantidade da
proteina purificada) e depois com resina de cobalto (maior grau de pureza),
conforme experimentos observados.

A purificagdo no sistema AKTA Prime foi realizada a partir de 500 mL de
cultura para a proteina RCO-1 e 1 litro de cultura para a proteina RCM-1, usando
coluna HisTrap. O resultado obtido para a proteina RCO-1 estad mostrado na Figura
21, a qual mostra as fracdes cromatograficas coletadas durante a eluicdo da
proteina em tampao Tris-HCI, gradiente de imidazol de 100 mM - 1 M. O
cromatograma (Figura 21A) mostra que houve a formagédo de um pico especifico
referente as fragbes em que uma grande quantidade da proteina recombinante foi
eluida. Dessa forma, amostras de 40 fracdes eluidas foram avaliadas em SDS-
PAGE 12%. A Figura 21B mostra o perfil das fracdes 9 a 27, na qual se observa
grande quantidade da proteina RCO-1 em todas a fragcbes, principalmente nas
fracbes de 10 a 17. Foram observados alguns contaminantes proximos a banda
referente a proteina RCO-1. Portanto, as fracbes de 1 a 8 (resultados nao
mostrados), as quais apresentaram uma pequena quantidade de contaminantes,
foram reunidas, concentradas, dialisadas e armazenadas a -80°C, para futuro uso
em ensaio de EMSA (Figura 21C, fracdo 1). As fracdes restantes foram repurificadas
em coluna de niquel HisTrap e eluidas em gradiente de 100 mM a 1 M de imidazol.
A partir desta segunda cromatografia, as Ultimas fracbes eluidas estavam mais

puras, foram reunidas, concentradas e armazenadas -80°C (Figura 21C,
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Figura 20- Purificacdo em pequena escala da proteina His::RCOL. (A) resina de NiNTA.
(B) resina His-Select Cobalt. NI, ndo induzido, S, sobrenadante, P, precipitado, FT1, FT2,
flow through, E1, eluicdo com 100 mM de imidazol, E2, eluicAo com 200 mM de imidazol,
E3, eluicho com 300 mM de imidazol. SDS-PAGE 12%. As setas apontam as bandas
correspondentes a proteina recombinante. Os nimeros a esquerda do gel expressam o
Peso Molecular das proteinas em kDa.



4. Resultados e Discussdo 103

A

PM 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

97 | \
45 [

L G N G e e S e e e TS TS s
31\

PM 1 2 3 4 5

~ 7 v

97 |- ¥
oo [y 7T S =
B . |

45 A AN
T J-B.-\

Figura 21- Purificagdo da proteina His::RCO1 produzida em E. coli Rosetta(DE3)pLys-
S em maior escala. (A) Perfil de eluicdo da proteina recombinante em coluna HisTrap,
usando gradiente linear de 100 mM a 1 M de imidazol. Seta indica um pico especifico
referente as fragcbes em que uma grande quantidade da proteina foi eluida. (B) Analise das
19 fragBes da cromatografia em SDS-PAGE 12%, corado com Comassie Brilliant Blue R-
250. (C) Preparagbes da proteina His::RCO1. As setas em preto indicam as bandas
correspondentes a proteina recombinante de 68 kDa. Os numeros a esquerda do gel
expressam os Pesos Moleculares aproximados das proteinas em kDa.
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fracdo 2). As demais fracdes foram purificadas em resina de cobalto e eluidas em
100, 200 e 300 mM de imidazol. As fracbes foram concentradas em trés porcdes
distintas (Figura 21C, fracdes 3-5), as quais foram aplicadas em SDS-PAGE 9% e as
bandas correspondentes a proteina RCO-1 foram recortadas e enviadas para a
producao de anticorpo.

O resultado obtido para a proteina RCM-1 esta mostrado na Figura 22, a qual
mostra as fracdes cromatograficas coletadas durante a eluicdo da proteina em
tampéo Hepes e gradiente de imidazol de 150 mM - 1 M. O cromatograma (Figura
22A) mostra que nao houve a formacédo de um pico especifico referente as fracbes
em que a proteina recombinante foi eluida. Dessa forma, amostras de 40 fracdes
eluidas foram avaliadas em SDS-PAGE 12%. A Figura 22B mostra o perfil das
fracbes 9 a 25, no qual se observa a proteina RCM-1 em todas a fracbes, em
pequena quantidade e com muitos contaminantes. As fracbes de 16 a 28 foram
dialisadas em tampao de didlise, concentradas em quatro fracbes (Figura 22C) e
armazenadas a -80°C, para futuro uso em ensaio de EMSA. A proteina RCM-1
recombinante ndo foi purificada em boa quantidade para ser enviada para a

producao de anticorpo.

4.11 Ensaio com diferentes fontes de carbono

Como apresentado anteriormente, € provavél que RCO-1 e RCM-1 formem
um complexo corepressor (OLMEDO et al.,, 2010), assim como Tupl-Ssn6 de
levedura e, como ndo possuem dominio de ligacdo a DNA, exercem suas funcdes
devido a capacidade de interagir com fatores de transcricdo e com outras proteinas
por meio de seus dominios protéicos. Em S. cerevisiae, alguns genes sao reprimidos
em resposta a glicose extracelular. Neste caso, o fator de transcricdo Migl recruta
Tupl-Ssn6 e este complexo se liga a promotores de determinados genes,
reprimindo a transcricdo (NEHLIN; CARLBERG; RONNE, 1991). Quando se tem
uma fonte de carbono néo preferencial, Migl é fosforilada pela proteina Snfl no
nacleo, permitindo sua translocacédo citoplasmatica, e a interacdo com Tupl-Ssn6 é
rompida, desfazendo-se a repressdo pela glicose (CHRONAKIS; GLIGORIS;
TZAMARIAS, 2004). Estudos da regulagdo por glicose em fungos filamentosos
focam na represséo transcricional e, em A. nidulans, CreA é a proteina ortéloga a

Migl, e ambas reconhecem sequéncias de DNA similares (EBBOLE, 1998).
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Figura 22- Purificacao da proteina His::RCML1 produzida em E. coli Rosetta(DE3)pLys-
S em maior escala. (A) Perfil de eluicdo da proteina recombinante em coluna HisTrap,
usando gradiente linear de 150 mM a 1 M de imidazol. (B) Andlise das 17 fracbes da
cromatografia em SDS-PAGE 12%, corado com Comassie Brilliant Blue R-250. (C)
Preparacgfes da proteina His::RCML1. As setas em preto indicam as bandas correspondentes
a proteina recombinante de 58,5 kDa. Os numeros a esquerda do gel expressam os Pesos
Moleculares aproximados das proteinas em kDa.



4. Resultados e Discussdo 106

O fator de transcricdo Migl possui dois dominios zinc finger tipo Cys,His;
constituidos por duas estruturas de folhas 3 antiparalelas, seguidas de um hairpin e
uma estrutura em a-hélice com trés voltas e meia (BRANDEN; TOOZE, 1999;
LUSCOMBE et al., 2000). Em N. crassa a proteina CRE-1 tem 71% de identidade
com Migl de S. cerevisiae, possui 0s mesmos dominios de interagdo a DNA e,
recentemente, foi mostrada estar envolvida no mecanismo de repressao catabdlica
por carbono (SUN; GLASS, 2011).

A partir destes dados, realizamos ensaios com diferentes fontes de carbono

1RIP 1KO

1KO e cre-

utilizando as linhagens selvagem, rco-1"", rcm- , sendo que a ultima
vem sendo estudada por uma aluna de Pés-Doutorado. Foi realizado o crescimento
das linhagens a 30°C em meio VM acrescido de frutose (fonte ndo repressora).
Depois de 24 h, os micélios foram coletados e divididos em quatro partes. Uma
delas foi congelada (amostra controle, FRU) e as trés outras partes foram
transferidas para os diferentes meios de cultura: VM liquido acrescido de glicose 2%
(fonte repressora), VM acrescido de xilose 2% e VM acrescido de glicerol 2% (nao
repressores). Foram coletadas amostras em 2, 4 e 8 h apdés inoculacédo. Os micélios
de cada linhagem, nas diferentes condic¢des, foram utilizados para a quantificacdo de
glicogénio e extracdo de RNA total para analise da expresséo dos genes gsn e gpn.
Foram realizados 2-3 experimentos independentes. Para a linhagem rcm-17" foi
feito um Unico experimento.

Os resultados obtidos estdo mostrados na Figura 23. De uma maneira geral,
verificamos que as linhagens mutantes apresentaram alteragdo no acumulo do
glicogénio quando comparadas a linhagem selvagem, em diferentes fontes de
carbono preferenciais e alternativas (Figura 23A). A linhagem mutante cre-1X°
apresentou conteudo de glicogénio superior ao da linhagem selvagem em todos os
tempos e em todas as fontes de carbono analisadas. Por outro lado, as linhagens
mutantes rco-1“° e rem-17"" mostraram um perfil de actimulo de glicogénio similar ao
da linhagem selvagem. Todas as linhagens mostraram um acumulo reduzido quando
a fonte de carbono foi glicerol ou xilose, 0 que é esperado uma vez que sao fontes
de carbono n&o preferenciais. E importante salientar o comportamento da linhagem

1%°, a qual ndo mostrou um efeito repressor de glicose sobre o actmulo de

rco-
glicogénio como o apresentado pela linhagem selvagem (compare 0s niveis no

tempo de 8 h na presenca de glicose).
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Figura 23- Acumulo de glicogénio e expressdo dos genes gsn e gpn em ensaio com

diferentes fontes de carbono utilizando as linhagens selvagem, cre-
. (A) Andlise das linhagens em relagdo ao conteudo de glicogénio. (B) Expressédo dos

1RIP

1%©, rco-1%° e rcm-

genes gsn e gpn na linhagem selvagem. (C) Expresséo dos genes gsn e gpn na cre-1%°. (D)
Expressdo dos genes gsn e gpn na rco-1°. Foi usado o RNAr 18S como controle

enddgeno.
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Podemos concluir que o fator de transcricdo CRE-1 é um regulador maior e
atua como um repressor do acumulo de glicogénio, pois ha sua auséncia 0s niveis

estdo aumentados. Podemos sugerir que no mutante rco-1%°

as proteinas CRE-1,
RCM-1 e outras poderiam formar um complexo repressor (mesmo na auséncia de
RCO-1) e/ou a auséncia de RCO-1 estaria afetando outras vias metabdlicas, como
descrito para Tupl-Ssn6, e assim causaria reducdo dos niveis do carboidrato. Ja o

mutante rcm-1~'""

, que produz uma proteina RCM-1 truncada com possivel atividade
repressora residual, apresentou um perfil de acumulo de glicogénio muito parecido a
linhagem selvagem, com excec¢do dos niveis apresentados no meio com frutose em
24 h. Por este motivo foi realizada uma Unica analise do contetdo de glicogénio e os
niveis dos transcritos gsn e gpn ndo foram analisados nesta linhagem, por se
imaginar que apresentariam comportamentos similares aos da linhagem selvagem.

Tentativas de correlacdo do contedado de glicogénio com a expressdo dos
genes gsn e gpn foram realizadas. O objetivo desse experimento foi verificar se a
desregulacdo do acumulo de glicogénio apresentado pelas linhagens mutantes
ocorreu devido a expresséo alterada dos genes gsn e/ou gpn, bem como levantar
hip6teses se o fator de transcricio CRE-1 e o cofator de transcricdo RCO-1
poderiam estar envolvidos na regulacdo da expressdo dos mesmos.

De uma maneira geral, a linhagem cre-1“° mostrou alguma alteracdo na
expressao dos genes, principalmente quando a fonte de carbono foi glicose (Figura
23C). Nesta linhagem foi observada uma maior expressao dos dois genes no tempo
de 8 h de crescimento. Entretanto, a queda no contetdo de glicogénio observada
neste tempo néo pode ser correlacionada com a expressao dos dois genes, uma vez
que ambos apresentaram aumento na expressdo. E importante salientar que no
tempo de 8 h o nivel de glicose deve estar reduzido, o que explicaria a diminuicdo no

contetido de glicogénio. Na linhagem mutante rco-1%°

a expressao dos dois genes
se manteve praticamente ndo alterada em todas as fontes de carbono e nos
diferentes tempos (Figura 23D) quanto comparado a linhagem selvagem (Figura
23B), portanto fica dificil correlacionar a expressédo dos dois genes com o acumulo
de glicogénio. Estes resultados séo preliminares, porém se observa a participacao
de CRE-1 na regulacdo do catabolismo de glicogénio em diferentes fontes de
carbono.

A quantidade de glicogénio acumulada em um determinado momento e em

determinada fonte de carbono € resultante da acdo coordenada das duas enzimas
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de sintese e degradacdo. Ambas sado fortemente reguladas por eventos de
fosforilacdo, o qual pode variar dependendo da condicdo ambiental. Além disso, a
expressdo dos genes que codificam ambas enzimas também sofre influéncia de
fatores ambientais. Finalizando, outras enzimas do metabolismo do carboidrato

podem estar sendo reguladas pelas proteinas CRE-1 e RCO-1.

4.12 Analise da ligacdo DNA-proteina por EMSA

O fator de transcricdo Migl de S. cerevisiae (ortdloga a CRE-1 de N. crassa)
se liga a sequéncia consenso 5-GGGG-3’ (LUNDIN; NEHLIN; RONNE, 1994) e
foram identificados cinco sitios de ligacdo de DNA para esta proteina no promotor do
gene gsn e cinco no promotor gpn (CUPERTINO, 2011). O fator de transcricdo CreA
de A. nidulans se liga a sequéncia consenso 5’-SYGGRG-3' (S=Gou C, Y=T ou C,
R= A ou G) (STRAUSS et al., 1999) presente nos promotores de genes.
Recentemente, foi descrito que o motif de ligacdo de CreA foi encontrado nos
promotores de genes que codificam proteinas relacionadas a utilizacdo de fontes de
carbono, tais como celuloliticas e transportadores de acucar em N. crassa (SUN;
GLASS, 2011). Entretanto, o motif exato de CRE-1 em N. crassa nao foi identificado.
Alguns trabalhos mostram que CreA pode ser auto-regulada transcricionalmente
através da ligagcdo a regido promotora do gene creA (STRAUSS et al., 1999). Além
da regulacdo transcricional, tanto CreA como Migl podem ser reguladas
negativamente por meio da fosforilagdo pelas proteinas quinases dependente de
AMP ciclico (AMPK) (VAUTARD-MEY; FEVRE, 2000) e Snfl (OSTLING; RONNE,
1998).

Ensaios de ligacdo DNA-proteina foram realizados com o objetivo de verificar
se a proteina CRE-1 de N. crassa, produzida na forma recombinante, é capaz de
reconhecer e se ligar as sequéncias consenso presente no promotor do gene gsn,
em ensaios de retardamento em gel (EMSA). Além disso foi verificado se a ligacédo
de CRE-1 ao sitio consenso no DNA é dependente das proteinas RCO-1 e RCM-1,
ou seja, se CRE-1 se ligaria ao DNA e depois recrutaria RCO-1/RCM-1 ou se a
ligacdo de CRE-1 ao DNA somente ocorre quando RCO-1/RCM-1 esteja formando
um complexo com CRE-1. Desta maneira, um fragmento de DNA marcado (sonda)
do promotor gsn, contendo dois motifs 5’-SYGGRG-3’ adjacentes e correspondentes

ao sitio de ligacdo do fator de transcricdo CreA de A. nidulans e um motif
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correspondente ao sitio de ligacdo do fator de transcricdo Migl de S. cerevisiae, foi
testado quanto a capacidade de ligacdo das proteinas.

A interacdo DNA-proteina foi verificada com diferentes combinagBes das
proteinas recombinantes que foram incubadas e mantidas em contato por 30 min no
gelo: CRE1l, RCO1, RCM1, CRE1+RCO1, CRE1+RCM1, RCO1+RCM1,
CRE1+RCO1+RCM1. Em seguida, foi adicionada a sonda marcada e a reacéo foi
mantida por 20 min a temperatura ambiente. Ap0s incubacdo com a sonda, as
reacoes foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida ndo desnaturante.
O resultado obtido foi negativo, ou seja, nao foi observado a formagao de complexo
DNA-proteina, mesmo na presenca das proteinas RCO-1 e RCM-1. Como a proteina
CreA de A. nidulans € uma proteina descrita como auto-regulavel, Cupertino (2011)
realizou uma busca por sitios contendo a sequéncia 5’-SYGGRG-3' na regido 5'-
flagueadora do gene cre-1 de N. crassa e foram encontrados 10 possiveis sitios
para a proteina CreA. Um fragmento de DNA do promotor cre-1 contendo trés motifs
CreA foi marcado e utilizado como sonda com trés diferentes preparacfes da
proteina recombinante His::CRE1, porém o resultado foi negativo. Foram testados
diferentes motifs CreA na regido promotora do gene gsn e todos os resultados foram
negativos (CUPERTINO, 2011).

A ligacdo de CRE-1 na auséncia das provaveis proteinas parceiras RCO-1 e
RCM-1 era um resultado esperado, uma vez que Strauss et al. (1999) demonstraram
interacdo DNA-proteina, por EMSA, usando uma proteina CreA recombinante de A.
nidulans fusionada a GST e como sonda um fragmento do promotor creA que
continha dois motif CreA. Como Cupertino (2011) demonstrou que a proteina
His::CRE1 né&o se ligou ao promotor do gene gsn e tampouco ao promotor do gene
cre-1, foi analisado se CRE-1 era dependente de RCO-1 e RCM-1 para sua ligacéo
do DNA. Foi usado uma gquantidade relativamente grande de proteinas
recombinantes (20 ug de cada proteina/reacdo) com o intuito de favorecer as
interacBes proteina-proteina e também proteina-DNA, porém nossos resultados
foram negativos.

Os resultados negativos podem ser compreendidos considerando que: 1) a
proteina CRE-1 utilizada nédo esteja em sua conformacao ativa; uma outra forma de
fusdo poderia ser avaliada, 2) as proteinas recombinantes RCO-1 e RCM-1 néo
estejam em suas formas ativas ou em quantidades suficientes para promover a

interacdo proteina-proteina, 3) a ligacdo da proteina CRE-1 ao DNA seja
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dependente de alguma outra proteina parceira, 4) a ligacdo de CRE-1 ao DNA sé6
ocorreria em condi¢des especificas, 5) o motif consenso de CRE-1 pode nédo ser o
mesmo de CreA e Migl, e 6) o ensaio por EMSA talvez ndo seja a melhor maneira
de observar a interacdo entre as proteinas CRE-1/RCO-1/RCM-1.

Portanto, uma preparacdo da proteina CRE-1 fusionada a GST sera
realizada, levando em consideracdo que Strauss et al. (1999) demonstraram
interacao proteina-DNA usando CreA recombinante de A. nidulans fusionada a GST.
Talvez a proteina fusionada a GST permita uma conformacdo adequada e ativa. A
interacdo CRE-1/RCO-1/RCM-1 ndo pode ser observada por EMSA, mas estes
resultados néo excluem a possibilidade de que sejam parceiras. Ensaios de duplo-

hibrido em levedura serédo realizados para confirmar esta interacao.

PARTE 2 - Estudos de correlacdo entre metabolismo de glicogénio e

reldgio bioldgico em N. crassa

4.13 Linhagens utilizadas em ensaios de reldgio biolégico e inducao por luz

A linhagem selvagem FGSC#2489, usada no sequenciamento do genoma do
fungo foi utilizada em nossos experimentos de reldgio biologico e inducéo por luz. As

1%°, rcm-1R" e 9739, juntamente com a linhagem

linhagens mutantes rco-
FGSC#9718 (a, mus-51::bar"), foram usadas nos experimentos de crescimento linear

em condi¢des que mimetizam o relégio bioldgico.

4.14 Determinacao da taxa de crescimento linear das linhagens mutantes em

comparacao a selvagem em experimentos de reldgio bioldgico

A taxa de crescimento linear das linhagens mutantes, comparada a linhagem
selvagem (FGSC#9718) foi avaliada em race tubes, os quais sdo longos tubos de
vidro (40 cm de comprimento x 2 cm de diametro) contendo as duas extremidades
curvadas em um angulo de aproximadamente 45°. As trés linhagens mutantes,
juntamente com a linhagem selvagem, foram inoculadas em uma das extremidades
do tubo, incubados sob luz branca durante uma noite. Apos este periodo foi marcado

a frente de crescimento (tempo zero) e, depois, os tubos foram incubados no escuro.
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Este procedimento de exposicdo a luz e depois incubacdo no escuro zera o relégio
bioldgico, pois durante o periodo claro os osciladores do reldgio sdo expressos e
desenvolvem determinadas funcdes, e no escuro estes osciladores sincronizam tais
respostas ao relégio biologico. A frente de crescimento foi marcada a cada 12 h sob
luz vermelha, evitando a exposicdo a luz branca. A distancia de crescimento foi
medida (cm) e expressa em funcdo das horas de crescimento até que as linhagens
atingissem a outra extremidade do tubo. Este ensaio foi realizado em triplicatas
bioldgicas e experimentais.

A Figura 24 mostra as taxas de crescimento cumulativo das linhagens. Os
resultados mostram que todas as linhagens mutantes apresentaram retardamento
no crescimento, ndo atingindo a extremidade do tubo em 96 h. A linhagem mutante
na ORF NCUQ09739 apresentou um menor retardamento no crescimento em
comparacao as outras linhagens. As linhagens rco-1%° e rem-17" apresentaram um
grande retardamento no crescimento linear em comparagéo a selvagem. A linhagem
selvagem apds 96 horas atingiu 33,7 cm de crescimento, a linhagem 9739"° atingiu

22,3 cm, a linhagem rco-1° atingiu 4,7 cm e a linhagem rcm-17" atingiu 3,5 cm.

40 | WT
1—@—9739"%°

Taxa crescimento linear (cm)

T T T T T T T T T T T T T T T

0 12 24 36 48 60 72 84 96
Tempo (horas)

Figura 24- Andlise do crescimento linear das linhagens selvagem (FGSC#9718) e
mutantes (9739"°, rco-1“° e rcm-17") em race tubes. As linhagens foram inoculadas em
uma das extremidades e mantidas no escuro. O crescimento foi medido através da
marcacao da frente micelial a cada 12 h até a outra extremidade do tubo.
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Também foram analisadas as taxas de crescimento linear das linhagens
selvagem e mutantes, em race tubes, sob outras condi¢des: incubando no escuro
durante uma noite e transferindo para condicdo de luz e, em outra condicao,
mantendo os tubos sob condigcdo ambiente (variacdo entre luz e escuro ambiental), a
fim de determinar se estas variacbes afetariam o crescimento linear e qual seria a
atuacao do reldgio biologico nestas linhagens. A linhagem selvagem FGSC#9718 e
a linhagem mutante 9739%° apresentaram as mesmas taxas de crescimento linear
em todas as condi¢cOes analisadas (dados ndao mostrados), portanto o crescimento
linear nestas linhagens nao foi afetado pelo reldgio bioldgico.

1KO 1RIP

As linhagens mutantes rco- e rcm- apresentaram crescimento linear

alterado em funcdo das diferentes condicbes de crescimento. A linhagem rco-1<°
apresentou maior crescimento no escuro (condicdo que mimetiza o reldgio
biolégico), sendo que na condicdo de claro e na condicdo ambiental houve uma
reducdo de 15% e 23% no crescimento linear, respectivamente. A linhagem rcm-1~"
também apresentou maior crescimento na condicdo de escuro (relogio biolégico),
sendo que na condi¢céo de claro e ambiental houve uma reducao de 30% e 11% no
crescimento linear, respectivamente (dados ndo mostrados). O crescimento linear
destas duas linhagens foi muito alterado em relagdo a linhagem selvagem e por
meio deste experimento podemos concluir que o relégio biolégico afeta no
crescimento linear destas linhagens, aumentando a extensao das hifas.

Muitos estudos tém sido realizados mostrando alteracdes morfolégicas em
funcdo da ritmicidade do reldgio biolégico. Sabe-se que N. crassa apresenta um
reldgio bioldgico de 22,5 h (revisado em BAKER; LOROS; DUNLAP, 2012) e o ritmo
de acumulo de mRNA em células sincronizadas ao reldgio pode ser observado com
um periodo de 20-24 h (CORREA et al., 2003). Em adicéo, a ramificacdo das hifas
em N. crassa é ritmica com periodo em torno de 24 h (SUSSMAN; DURKEE;
LOWRY, 1965), enquanto que, nas mesmas linhagens, o ritmo da conidiacdo é
expressa com 22 h (FELDMAN; HOYLE, 1971). Algumas linhagens n&o respondem
ao reldgio e outras respondem de uma maneira muito baixa, por este motivo uma
mutac&o no locus band (bd) aumentou o ritmo circadiano da conidiacdo, sem afetar
o relégio biolégico em si (SARGENT; BRIGGS; WOODWARD, 1966). Os mutantes
bd apresentam uma acentuada conidiacdo ritmica que pode ser vista como uma
série de bandas de regides de conidiacdo (bandeamento), uma vez que ocorre a

conidiacdo em um determinado periodo, depois as hifas se estendem, depois
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novamente ocorre conidiacdo, e assim por diante, e essa ritmicidade é observada
em linhagens sincronizadas ao relégio.

Para determinar se mutantes que tem conidiacdo blogueada apresentam
algum efeito sob o relégio biolégico, Brody et al. (2010) usaram linhagens rco-1, que
apresentam repressao da conidiacdo, e cruzaram com a linhagem bd, isolando
duplos mutantes (bd rco-1). Diferentes fenétipos foram observados: 1) alguns duplos
mutantes conidiaram mais que a linhagem rco-1 e outros menos que a linhagem bd;
2) os duplos mutantes apresentaram taxa de crescimento menor do que a linhagem
rco-1, devido a mutacao bd; 3) e apresentaram conidiacdo ritmica no escuro, em
placas contendo maltose como fonte de carbono. Inesperadamente, os duplos
mutantes apresentaram periodicidade alterada da conidiacdo, ou seja, o periodo
entre duas conidiacdes foi bem mais alto do que observado na linhagem bd, e o
processo de conidiacdo foi mais sensivel em diversas condi¢bes analisadas
(BRODY et al.,, 2010). Com base nestes resultados mais estudos acerca das
proteinas RCO-1 e RCM-1 devem ser feitos a fim de determinar suas funcdes no

relégio biolégico de N. crassa.

4.15 Determinacdo do acumulo de glicogénio e avaliagcdo da expressdo dos

genes gsn, gpn e ccg-1 em resposta ao reldgio bioldgico

Trabalhos tém sido publicados mostrando uma correlacdo entre a expressao
de determinados genes e o ritmo circadiano em N. crassa (SHINOHARA et al., 2002;
BELL-PEDERSEN; DUNLAP; LOROS, 1996). Recentemente, alguns trabalhos
relataram uma conexao entre reldgio biolégico e a energia proveniente do
metabolismo em células de mamiferos (DOI; OISHI; ISHIDA, 2010; MARCHEVA et
al.,, 2010). Como alguns fatores e cofatores de transcricdo identificados
(GONCALVES et al.,, 2011) como envolvidos na regulagdo do metabolismo de
glicogénio também respondem a luz e/ou reldgio biologico, é de grande interesse
verificar se o acumulo de glicogénio segue o ritmo circadiano em N. crassa.
Anteriormente, Correa et al. (2003) mostraram que o0 gene que codifica para
glicogénio fosforilase (gpn) segue o ritmo do reldgio biolégico, em uma anélise por
microarray.

No periodo de um dia, um organismo pode ter um determinado

comportamento nas 12 primeiras horas (early morning) e oscilar esse
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comportamento nas 12 horas seguintes (late night), seguindo a ritmicidade do
relogio biologico. Experimentos foram montados de maneira a obtermos micélios em
diferentes tempos do reldgio, com o objetivo de verificar se 0s niveis do carboidrato
e a expressao dos genes envolvidos no metabolismo de glicogénio seguem o ritmo
do reldgio biologico do fungo, da seguinte maneira: conidios da linhagem selvagem
FGSC#2489 e da linhagem FGSC#9718 foram inoculados em meio HGV liquido em
placa de Petri e mantidos por 2 dias em luz constante, para formar um “tapete
micelial” consistente. Discos miceliais foram transferidos para frascos contendo HGV
liquido e expostos a luz. Amostras foram transferidas para o escuro em tempos
determinados a fim de manter a cultura no escuro por diferentes periodos (Quadro
5). Os micélios foram coletados sob luz vermelha, evitando a exposicdo a luz

branca, e armazenados a -80°C. Foram realizados 4-5 experimentos independentes.

Quadro 5 — Esquema da transferéncia do claro para o escuro no ensaio de reldgio biolégico.

Exposicéo a Transferéncia para o escuro Coleta no

Tempos no luz escuro
escuro (horas) 1° dia 20 dia 30 dia

1° dia 3% dia

52 10:00 am 14:00 pm 18:00 pm

48 10:00 am 18:00 pm 18:00 pm

44 10:00 am 14:00 pm 10:00 am

40 10:00 am 18:00 pm 10:00 am

36 10:00 am 22:00 pm 10:00 am

32 10:00 am 10:00 am 18:00 pm

28 10:00 am 14:00 pm 18:00 pm

24 10:00 am 18:00 pm 18:00 pm

20 10:00 am 14:00 pm 10:00 am

16 10:00 am 18:00 pm 10:00 am

12 10:00 am 22:00 pm 10:00 am

8 10:00 am 10:00 am 18:00 pm
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O conteudo de glicogénio foi quantificado nas amostras sincronizadas e esta
mostrado na Figura 25. E conhecido que o ritmo do relégio biolégico em N. crassa
varia de 22 a 24 h, portanto se um determinado processo celular segue o ritmo
circadiano ele tem que obedecer o periodo de tempo acima mencionado. Quando o
fungo é crescido sob luz constante e, em seguida, € transferido para o escuro, o
reldgio bioldgico é sincronizado de maneira que a cada 22-24 h subsequentes temos
0 periodo de 1 dia.

A Figura 25A mostra o acumulo de glicogénio na linhagem selvagem
FGSC#2489 e a Figura 25B na linhagem FGSC#9718. Em ambas as linhagens o
conteudo de glicogénio seguiu o ritmo circadiano, apresentando picos de maior
acumulo nos tempos de 24 e 48 h e menor acumulo em 20 e 44 h para a linhagem
selvagem FGSC#2489 e em 12 e 36 h para a linhagem FGSC#9718. Portanto, o
nivel de glicogénio sofre influéncia do reldgio bioldgico, apresentando periodos
ciclicos variando em 24 horas. Teoricamente, mostraram maior acimulo no periodo
late night.

A extracdo de RNA total do micélio da linhagem selvagem FGCS#2489 foi
realizada e a expressdo dos genes gsn e gpn foi analisada por Northern blot (Figura
26). Fragmentos dos genes gsn, gpn e ccg-1 (clock controlled gene, controle
positivo) foram utilizados como sondas. O gene ccg-1 € um gene controlado pelo
relégio e sua expressao € maxima no periodo early morning (BELL-PEDERSEN;
DUNLAP; LOROS, 1996). Ha varios ccgs que sao usados como controles do reldgio
biologico e eles preferencialmente acumulam durante a transicdo entre late night
para early morning (BELL-PEDERSEN; DUNLAP; LOROS, 1996). Os transcritos gsn
e gpn apresentaram tamanhos de aproximadamente 3 kb, e o transcrito ccg-1
(sonda de 216 pb) apresentou tamanho de aproximadamente 0,6 kb. A expresséo do
gene ccg-1 (Figura 26) mostra que os experimentos foram conduzidos de maneira
correta, uma vez que a expressao do gene segue o ritmo circadiano com periodos
de maxima expressdo variando entre 20-24 h e no periodo early morning como
descrito por Bell-Pedersen; Dunlap; Loros (1996). Em relacdo a expressdo dos
genes gsn e gpn podemos verificar que a ritmicidade n&o foi tdo pronunciada como a
observada para o gene ccg-1, muito embora seja possivel observar que a expressao
dos dois genes seguiu o ritmo circadiano (Figura 26). Outros genes envolvidos no
metabolismo do carboidrato seréo posteriormente analisados.
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Figura 25- Acumulo de glicogénio em resposta ao reldgio biolégico. (A) Andlise do
conteudo de glicogénio na linhagem FGSC#2489. (B) Andlise do conteldo de glicogénio na
linhagem FGSC#9718.
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Figura 26- Andlise da expressdo dos genes gsn, gpn e ccg-1 na linhagem selvagem
FGSC#2489 em resposta ao relégio biolégico. Foi feito a extracdo de RNA total das
diferentes amostras sincrozinadas ao relégio biolégico e estas foram analisadas em ensaio
de Northern blot, usando o RNAr 18S como controle enddgeno. Foram realizados trés
experimentos independentes.

4.16 Determinacdo do acumulo de glicogénio e avaliacdo dos genes gsn, gpn e

ccg-1 em ensaios de inducao por luz

Em N. crassa a maioria dos genes regulados pelo relégio também sé&o
regulados por luz (SMITH et al., 2010). Como o acumulo de glicogénio apresentou
influéncia do reldgio bioldgico, por meio de periodos ciclicos variando em 24 h, e os
transcritos gsn e gpn também apresentaram ritmicidade, entdo se torna necessario
avaliar se 0 acumulo de glicogénio e a expressdo dos genes do metabolismo de
glicogénio séo induzidos por luz.

Desta maneira foram obtidos micélios em diferentes tempos de exposi¢cdo a
luz, da seguinte maneira: conidios da linhagem selvagem FGSC#2489 foram
inoculados em meio VM liquido em placa de Petri e mantidos por 2 dias em escuro
constante, para formar um “tapete micelial” consistente. Discos miceliais foram
transferidos para frascos contendo VM liquido e mantidos no escuro mais 24 h, em

agitacao de 100 rpm, 27°C. Todas as amostras foram transferidas para a luz de uma
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Gnica vez e coletadas, individualmente, ap6s 15, 30, 60, 120, 240, 360 e 480 min de
exposicao a luz. Os micélios coletados foram filtrados e armazenados a -80°C.

A partir dos micélios expostos a luz, foram feitas quantificacbes do acumulo
de glicogénio e analise da expressdo dos genes gsnh e gpn, cujos resultados séo
mostrados na Figura 27. O acumulo de glicogénio se manteve constante durante os
diferentes tempos de exposicéo a luz (Figura 27A), mas a expressao dos genes foi
alterada apos exposicao a luz (Figura 27B). O transcrito gsn apresentou um pico de
expressdo em 30 min e o transcrito gpn em 60 min, portanto teoricamente
apresentam inducdo tardia em resposta a inducao por luz. A expressao do gene ccg-
1 foi descrita ser regulada por luz (LINDGREN, 1994; ARPAIA et al., 1993), exibe
uma inducao tardia (ARPAIA et al.,, 1995) e foi usada como controle positivo em
nossos experimentos. O gene ccg-1 foi altamente induzido por luz, apresentando
pico méximo em 1 h apds exposicdo a luz (Figura 27B).

Nossos resultados mostraram que o acumulo de glicogénio segue o ritmo do
reldgio biolégico assim como a expressdo dos genes que codificam as enzimas
regulatérias glicogénio sintase (gsn) e glicogénio fosforilase (gpn), e estes ultimos
também s&o induzidos por luz, mostrando serem genes de inducado tardia a luz.
Estes dados sdo muito interessantes, promissores e estimulantes, e nos faz
acreditar na existéncia de uma conexao entre a energia proveniente do metabolismo
e relogio bioldgico nos organismos eucariotos. Como continuidade, pretendemos
investigar mais profundamente o assunto, buscando entender quais proteinas
podem estar envolvidas na regulacdo do metabolismo de glicogénio quando cultura
€ sincronizada ao relégio biolégico e desta maneira, como os dois processos podem

estar conectados.



4. Resultados e Discussdo 120

A

400
I WT FGSC#2489
350 -
300
250 -
200

150

100

Glicogénio (ug/mg proteina)

50

0 15 30 60 120 240 360 480

Tempo de exposigao a luz (min)

B
Exposicdo aluz(min) 0 15 30 60 120 240 360 480
gsn —>
gpn —>
ccg-1 —>
ettt

Figura 27- Determinacdo do acumulo de glicogénio e da expressdo dos genes gsn,
gpn e ccg-1 na linhagem selvagem FGSC#2489 em resposta a inducao por luz. (A)
Andlise do conteudo de glicogénio. (B) Analise da expressdo dos genes gsn, gpn e ccg-1,
usando o RNAr 18S como controle enddgeno. Dois experimentos independentes foram
realizados, com duplicatas biolégicas.
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As principais conclusdes deste trabalho foram:

e As proteinas RCO-1, RCM-1 e a hipotética codificada pela ORF NCU09739 de N.
crassa estdo envolvidas com os processos de extensdo das hifas basais e
aéreas, pigmentacdo e conidiacdo, portanto sdo requeridas para o crescimento

normal e desenvolvimento do fungo.

e Estas proteinas também estdo envolvidas na regulacdo do metabolismo do
glicogénio, atuando na regulacdo da expressao dos genes gsn e/ou gpn e

provavelmente de outros genes.

e O gene que codifica a proteina hipotética ORF NCU09739 foi altamente expresso
no inicio do processo de germinacdo dos conidios, comprovando a participacéo
da proteina no crescimento vegetativo do fungo. Porém o transcrito 9739
apresentou quase o mesmo tamanho da ORF, sugerindo que o gene NCU09739
tenha regides 5- e 3-UTR pequenas e uma regido promotora também

relativamente pequena.

e A proteina hipotética recombinante foi produzida em E. coli e purificada
parcialmente. Novos experimentos deverdo ser realizados com a proteina
codificada pela ORF NCUQ9739, a fim de se determinar o motif consenso ao qual

ela se liga, sua localizacéo celular e sua funcao especifica.

e A partir dos ensaios de fontes de carbono, conclui-se que o fator de transcricao
CRE-1 é um regulador maior e atua como um repressor do acumulo de
glicogénio. Entretanto, as proteinas RCO-1 e RCM-1 parecem nao fazer parte do

complexo repressor no metabolismo deste carboidrato.

e As proteinas recombinantes CRE-1, RCO-1 e RCM-1 fusionadas a histidina nao
foram capazes de formar complexos DNA-proteina quando um fragmento de DNA
do promotor do gene gsn contendo sitios de ligacdo para as proteinas CreA/Migl

foi analisado.



5. @Principais Conclusoes 123

e Em ensaio de crescimento linear, as linhagens mutantes rco-1“° e rem-1%"
apresentaram crescimento afetado quando as culturas foram submetidas as

condi¢des que mimetizaram o reldgio biologico.

e O acumulo de glicogénio deve estar conectado ao reldgio biolégico em N. crassa,
apresentando periodos ciclicos variando em 24 horas (maior acumulo no periodo
late night). A expressdo dos genes gsn e gpn também segue o ritmo circadiano,
porém a ritmicidade nao foi tdo pronunciada quanto a observada para o gene ccg-
1 (clock controlled gene-1).

e Em ensaios de inducdo por luz, o acumulo de glicogénio se manteve constante
durante os diferentes tempos de exposicdo a luz, mas a expressao dos genes gsn
e gpn variou apos exposicao a luz, mostrando que ambos os genes sao induzidos
por luz em N. crassa. O transcrito gsn apresentou um pico de expressdo em 30

min e o transcrito gpn em 60 min, portanto ambos séo genes de inducao tardia.
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