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(Benjamin Disraeli)
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O fungo filamentoso Neurospora crassa € um organismo modelo amplamente utilizado para
estudos de diversos aspectos da biologia dos eucariotos. Nosso laboratério tem utilizado
este fungo para estudar os mecanismos moleculares e bioquimicos envolvidos na regulagéao
do metabolismo de glicogénio. A avaliagdo de uma colecdo de linhagens mutantes
individualmente nocauteadas em genes que codificam fatores de transcricdo permitiu
identificar varias proteinas potencialmente envolvidas na regulacdo do metabolismo de
glicogénio do fungo N. crassa. Dentre as proteinas, o fator de transcricdo FLBC foi
identificado como uma possivel proteina regulatéria do metabolismo de glicogénio. A
linhagem mutante apresentou altera¢des no perfil de acumulo de glicogénio e na expressao
do gene gsn em relagdo a linhagem selvagem, quando submetidas a estresse térmico.
Estudos preliminares realizados anteriormente em nosso laboratério mostraram severas
alteracdes morfolégicas na linhagem fIbC*®, como reduzida capacidade de conidiacdo, com
a presenca de poucos microconidios, formacao de hifas aéreas reduzidas, morfologia das
extremidades das hifas alterada, aspecto e morfologia alterados das colénias e producéo
acentuada do pigmento melanina, indicando que a proteina FLBC desempenha importante
papel no desenvolvimento do fungo. O fator de transcricdo FLBC, objeto de estudo deste
trabalho, € uma proteina homologa as proteinas FIbC e FLE1 dos fungos Aspergillus
nidulans e Podospora anserina, respectivamente, ambas envolvidas nos processos de
conidiacdo e desenvolvimento dos fungos. O objetivo deste trabalho foi realizar uma
caracterizacao funcional detalhada deste fator de transcricdo em N. crassa. Andlises de
expressdo génica mostraram niveis elevados do transcrito fIbC durante o crescimento
vegetativo do fungo e apds a indugdo do desenvolvimento assexual. A linhagem nocaute
mostrou uma desregulagdo no acumulo de carboidratos de reserva (glicogénio e trehalose)
durante o crescimento vegetativo do fungo, apresentando niveis elevados dos dois
carboidratos. Andlises de expressdo génica nas linhagens selvagem e fIbC*° mostrou que os
genes gdn (codifica a enzima desramificadora) e gpn (codifica glicogénio fosforilase) séo
regulados por FLBC. Foram identificados sitios de ligagdo da proteina FLBC na regido
promotora dos genes gdn e gpn e os promotores de tais genes foram ligados in vitro pela
proteina FLBC. Genes homélogos a vosA, abaA e wetA (regulados por FIbC em A. nidulans)
foram identificados no genoma de N. crassa e a expressao dos genes abaA e wetA também
foi demonstrada ser regulada por FLBC. Além disso, a proteina FLBC também foi mostrada
ser capaz de se ligar in vitro aos promotores abaA e wetA, mas ndo ao promotor VOSA,
indicando que esta proteina ndo deve ser regulada por FLBC em N. crassa. A analise de
contetido de glicogénio e trehalose nas linhagens mutantes vosA“® e wetA° mostrou que o
contetido de glicogénio é alterado apenas na linhagem vosA®, indicando que esta proteina
regula o metabolismo deste carboidrato, independente de FLBC.

Palavras-chave: Neurospora crass. Glicogénio. Expressao génica. Desenvolvimento. DNA
gel shift
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The filamentous fungus Neurospora crassa is a model organism widely used for studies of
several aspects of the biology in eukaryotes. We have been studying the molecular and
biochemical mechanisms involved in glycogen metabolism regulation in this fungus. The
screening of a knocked-out strains set in genes encoding transcription factors has identified
many proteins likely involved in the regulation of glycogen metabolism in the fungus N.
crassa. Among the proteins, the transcription factor FLBC was identified as a regulatory
protein of the glycogen metabolism. The mutant strain showed changes in the glycogen
accumulated and in the gsn gene expression when compared to the wild-type strain under
heat stress. Preliminary studies carried out in our laboratory showed severe morphological
changes in the strain flbC*°, such as reduced ability to conidiate, presence of a few
microconidia, reduced production of aerial hyphae, altered morphology of hyphae tips,
changes in the colonies morphology and high production of the pigment melanin, suggesting
that FLBC plays an important role in the fungus development. The transcription factor FLBC,
object of study in this work, is the Aspergillus nidulans and Podospora anserina FIbC/FLE1
homologous protein, respectively, both involved in conidiation and fungal growth. The
purpose of this study was to perform functional characterization of this transcription factor in
N. crassa. Analysis of gene expression showed high levels of the transcript flbC during
vegetative growth and after induction of asexual development. The knockout strain presented
a misregulation in the accumulation of reserve carbohydrate (glycogen and trehalose) during
vegetative growth accumulating higher levels of both carbohydrates as compared to the wild-
type strain. Analysis of gene expression in the strains wild-type and fIbC°® showed that gdn
(encoding for debranching enzyme) and gpn (encoding glycogen phosphorylase) genes are
regulated by FLBC. DNA binding sites for FLBC were identified in the promoters gdn and gpn
and the protein FLBC was able to bind in vitro to DNA fragments containing the motifs.
Homologous genes to vosA, abaA and wetA (regulated by FIbC in A. nidulans) were
identified in the N. crassa genome and the gene expression analysis of abaA and wetA also
showed that both genes are regulated by FLBC. Furthermore, FLBC protein was able to bind
in vitro to the promoters abaA and wetA, but not in the promoter vosA, indicating that this
protein may not be regulated by FLBC in N. crassa. The analysis of the glycogen and
trehalose levels in the mutant strains vosA® and wetA“® showed that only vosA“® has
impaired glycogen accumulation, indicating that this protein regulates the metabolism of this
carbohydrate, however independent of FLBC.

Keywords: Neurospora crassa. Glycogen. Gene expression. Development. DNA gel shift
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1. O fungo Neurospora crassa

Um seleto grupo de organismos modelo tem sido utilizado para uma andlise
detalhada dos processos de desenvolvimento, processos fisioldégicos, genéticos e
evolutivos. Aproximadamente 10% de todos os organismos vivos conhecidos sao fungos (~
250.000 espécies), sendo encontrados em todos o0s nichos, alguns em associacao
simbidtica com plantas (micorrizas) e algas (liquens), muitos causando doengas em plantas
e animais e muitos outros desempenham um papel social beneficiario na decomposigao de
matéria organica e, assim, a reciclagem de nutrientes. Alguns fungos sao utilizados como
alimentos (cogumelos), em processos de panificagdo e fermentacao (Saccharomyces), e
outros para a produgéo de antibiéticos e metabdlitos secundarios (Aspergillus e Penicillium)
(RAJU, 2009).

Neurospora crassa é um fungo filamentoso que vive em habitats com climas tropicais
e subtropicais. Este fungo possui coloracdo alaranjada e é encontrado na natureza em
arbustos e troncos de arvores (JACOBSON, 2004). E capaz de crescer rapidamente em
meio simples (meio minimo), com apenas uma fonte de energia (carbono), sais minerais, e
uma vitamina essencial, biotina (METZENBERG, 1979). E um organismo anaerébio restrito,
nao patogénico e consegue se desenvolver em uma faixa de pH que pode variar entre 4,0 e
7,5, com uma baixa taxa de crescimento nos extremos. Sua temperatura 6tima de
crescimento vegetativo se da por volta de 30 a 35°C, embora possa crescer em
temperaturas mais elevadas (42°C) (METZENBERG, 1979).

Por ser considerado um organismo de facil manipulacdo, tornou-se atraente para o
uso em pesquisas (PERKINS, 1992). N. crassa é utilizado como organismo modelo em
pesquisa basica desde os anos 60 sendo um dos fungos mais bem estudados dentre os
fungos filamentosos (SCHULTE et al.,, 2002). Esse fungo foi utilizado para estudos pelos
pesquisadores Beadle e Tatum (1941), os quais elucidaram o papel dos genes envolvidos
em seu metabolismo celular tendo como base a idéia “um gene — uma enzima”, abrindo
caminho para diversos estudos bioquimicos, genéticos, fisioldgicos e moleculares (DAVIS,
PERKINS, 2002).

Seu genoma foi sequenciado em 2003 por Galagan e colaboradores apresentando-
se organizado em 7 cromossomos, distribuidos em 10.082 genes. Na época em que o
sequenciamento foi realizado somente 13% dos genes codificavam proteinas ja conhecidas
em bancos de dados, 46% dos genes codificavam proteinas hipotéticas e 41% deles
codificavam proteinas que ndo possuiam ortélogos funcionais conhecidos. Um novo estudo
sobre o genoma de N. crassa foi realizado em 2011 por Wang e colaboradores e mostrou
que 40% dos genes codificam proteinas funcionalmente anotadas em bancos de dados e ha
a estimativa de que ocorram 27.588 interacGes proteina-proteina entre as 3.006 proteinas
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do fungo. Esses dados mostram que mesmo depois de quase 10 anos do sequenciamento
do genoma de N. crassa existe ainda um grande numero de genes com funcbes
desconhecidas, sendo, portanto um organismo muito promissor para o estudo de novos

mecanismos genéticos e bioquimicos (DUNLAP et al., 2007).
1.1. Ciclo de vida

O fungo N. crassa possui um ciclo de vida (Figura 1) com duas fases, vegetativa e
sexual, e pode ser altamente influenciado por fatores do meio ambiente, como nutrientes,
luz e temperatura. Na fase vegetativa existem estruturas de propagacao chamadas conidios
e na fase sexual é possivel observar a presenca de corpos de frutificacdo. E um fungo
heterotalico, tendo dois tipos de individuos sexualmente compativeis, A e a. Nenhuma
diferenca morfoldgica € observada em linhagens com mating types diferentes e quaisquer
duas linhagens de tipos sexuais opostos sdo competentes para o cruzamento, sendo que
tanto um tipo quanto outro pode se comportar como doador de nucleos ou receptor de
nucleos (METZENBERG, 1979).

No estagio vegetativo de seu ciclo de vida, o fungo N. crassa cresce como hifas
filamentosas que se entrelagam formando um tapete micelial sobre o substrato. Sob
condi¢des apropriadas, as hifas promovem novas ramificagdes, as quais sdo orientadas
para longe do substrato, formando uma massa de hifas aéreas (SPRINGER, YANOFSKY,
1989). O modo de crescimento de algumas hifas aéreas se desenvolvem em conidiéforos
levando a producéao de esporos assexuais (FINCHAM, DAY, RADFORD, 1979), por meio da
transicdo da elongacao apical das hifas para repetidos brotamentos apicais, resultando em
cadeias com jungbes interconidiais de didmetro semelhante aos brotos recém-formados
(cadeias de constricao menores). Conforme o surgimento de novos brotamentos apicais, as
jungbes interconidiais se tornam mais estreitas, resultando na formacdo de cadeias de
constricdo maiores. Os septos entdo sofrem um processo de espessamento, seguido da
separacao dos conidios adjacentes, os quais permanecem ligados por um filamento
conectivo (SPRINGER, YANOFSKY, 1989). Os macroconidios, ou simplesmente conidios,
apresentam coloragéo laranja-rosado, produzem carotenoide (ZALOKAR, 1957a, 1957b) e
se desenvolvem em condigdo com alta quantidade de agucar e nitrogénio. Os conidios sao
bastante varidveis em tamanho e podem conter desde um até dez ou mais nucleos
(FINCHAM, DAY, RADFORD, 1979). Sao resistentes a dessecagdao e podem ser
armazenados por longos periodos em silica gel. Também podem ser armazenados a -80°C
por anos sem perda de viabilidade. Entretanto, se armazenado em local Umido, os conidios

sobrevivem cerca de 1 a 2 dias em temperatura
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Figura 1- Ciclo de vida de Neurospora crassa. O ciclo de vida pode se apresentar como sexual ou
assexual. No assexual ha a formagdo de macro e microconidios e no sexual ha a formagéao do
protoperitécio, dependendo das condicdes do ambiente, que quando fertilizado se desenvolve
produzindo ascésporos (BORKOVICH et al., 2004).

ambiente. Em meio de cultura adequado, os conidios podem germinar em cerca de 2 a 5 h,
retomando o crescimento filamentoso (METZENBERG, 1979). Em adicdo aos conidios,
microconidios uninucleados também podem ser formados em condicdo com baixa
quantidade de acgucar e nitrogénio, que apresentam uma coloracdo marrom-esverdeado,
produzem melanina e carotendides (TURIAN, OULEVEY, TISSOT, 1967). Na
microconidiacdo, os esporos mononucleados sdo formados dentro das hifas basais e
expelidos a partir da parede quando o processo de maturacdo se completa (PERKINS,
TURNER, BARRY, 1976). Sao originados como pequenas protuberancias nas hifas. As
camadas exteriores da parede celular da hifa degeneram neste ponto, ocorrendo a
deposicao de mais material de parede celular na base do microconidio em formagao, sendo
o citoplasma da hifa compartilhado. Neste ponto, a parede celular sofre um espessamento,
formando um colar na base do microconidio. Em seguida, um ndcleo proveniente da hifa se
desloca para o microconidio e entdo ocorre a separagao deste da hifa da qual foi gerado
(MAHESHWARI, 1999).

Quando ha limitagdo de nitrogénio, o fungo N. crassa entra na fase sexual do seu
ciclo de vida (Figura 1), a qual induz um tipo de agregacéao de hifas levando a formacéao de
6rgaos sexuais femininos (protoperitécio). O protoperitécio consiste de uma ascogébnia e a
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partir desta, hifas especializadas chamadas tricogino projetam-se em dire¢cao ao ar por acao
de feroménios (FINCHAM, DAY, RADFORD, 1979). A fertilizacao ocorre quando uma célula
de mating type oposto, podendo ser um macro ou microconidio, ou até mesmo um pedago
pequeno de micélio, entra em contato com o tricégino. Como resultado esse contato ocorre
entdo a plasmogamia, associacdo de nucleos aos pares, que comecam a se dividir
sincronicamente para a formagdo de numerosas hifas ascégenas que passam a crescer
para fora da ascogbnia (FINCHAM, DAY, RADFORD, 1979). Enquanto isso acontece, a
capa micelial que envolve a ascogbnia comega a desenvolver uma espécie de parede
originando uma estrutura denominada peritécio maduro. Os nlcleos de tipos opostos
localizados na extremidade da hifa ascogenosa comegam a se dividir, ha formacao de
septos nessa regiao da hifa, com uma célula central contendo dois nucleos de tipos opostos,
a qual é denominada asco inicial. Apés a formagado do asco inicial, os dois nucleos se
fundem (cariogamia) e ocorre meiose, originando quatro nucleos haploides. Em seguida,
ocorre uma mitose resultando em oito nucleos haploides dentro do asco maduro, sendo
quatro nucleos de cada tipo de acasalamento (A e a). Esses nucleos originardo esporos
(ascosporo), os quais originardo um novo micélio (FINCHAM, DAY, RADFORD, 1979). As
etapas dos ciclos sexual e asexual do fungo N. crassa estéo ilustradas na figura 1.

Genes requeridos para conidiacao foram identificados e caracterizados no fungo N.
crassa. O mutante aconidiate-2 (acon-2) é capaz de produzir hifas aéreas, mas tem a
formacéo de cadeias de constricdo menores bloqueada (MATSUYAMA, NELSON, SIEGEL,
1974). As linhagens mutantes nos genes acon-3 e fluffy (fl) sdo incapazes de formar cadeias
de constricdo maiores (MATSUYAMA, NELSON, SIEGEL, 1974). O gene fl, o qual codifica
para um fator de transcricao contendo um dominio de ligacdo ao DNA do tipo Zn(ll)>Cysse,
atua como um regulador maior da conidiacdo em N. crassa (BAILEY, EBBOLE, 1978),
sendo seu transcrito expresso durante o tempo correspondente a transicao do crescimento
apical das hifas para o brotamento apical (BAILEY, EBBOLE, 1978). A transicdo do
crescimento filamentoso para o brotamento das hifas também pode ser induzido por luz. A
regulacdo da conidiacdo por luz requer o complexo white-collar (WCC), um complexo
regulatério da transcrigdo composto pelos fatores de transcricado WC-1 e WC-2 (PARK, YU,
2012). O complexo WCC ¢é requerido em todas as respostas a luz azul, incluindo a
redefinicdo do reldgio circadiano, sintese de carotenoides, desenvolvimento de esporos
assexuais, formacgao de estruturas sexuais femininas e liberagao dos ascosporos (SMITH et
al., 2010). Em N. crassa, sob exposi¢cdo a luz, o complexo white-collar transientemente
regula a transcrigao de f/ e de genes especificos da conidiagao, con-6 e con-10 (OLMEDO et
al., 2010, OLMEDO, RUGER-HERREROS, LUQUE, CORROCHANO, 2010). A Figura 2
mostra os estagios do processo de conidiagdo em N. crassa regulados por luz.
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Figura 2- Estagios da conidiacao em N. crassa (PARK and YU, 2012).

Recentemente, Smith et al. (2010) identificaram seis fatores de transcricao
envolvidos com regulagdo do metabolismo ou resposta a estresse no fungo N. crassa, os
quais demonstraram ser regulados pelo complexo WCC. Trés destes fatores de transcrig¢ao,
cre-1, vosA e sre, foram induzidos por luz. Em A. nidulans, VosA faz parte de uma familia de
proteinas denominada complexo velvet, o qual estd envolvido com a regulagdo do
desenvolvimento e metabolismo secundario do fungo, juntamentente com VeA, VelB e VelC
(NI, YU, 2007), e esta localizada no nucleo de conidios maduros formando um complexo
heterodimérico com VelB. O complexo VosA-VelB atua como um repressor da diferenciacao
assexual durante o crescimento vegetativo em cultura liquida submersa ou durante o
desenvolvimento do fungo na auséncia de luz (BAYRAM, BRAUS, 2012). A luz reprime os
niveis dos transcritos vosA e velB drasticamente durante o desenvolvimento, o qual esta
correlacionado com o aumento da conidiagdo do fungo (BAYRAM, BRAUS, 2012). A
proteina VeA é também é um regulador do desenvolvimento dependente de luz. Sob luz
constante, VeA se localiza no citoplasma das hifas, enquanto que no escuro, esta presente
no nucleo formando um complexo com VelB, um heterodimero necessario para o
desenvolvimento assexual de A. nidulans (KIM et al., 2002).

Genes envolvidos no desenvolvimento sexual do fungo N. crassa também foram
identificados. As proteinas heterotriméricas G estdo associadas com o desenvolvimento do
fungo, as quais consistem de trés subunidades Ga (GNA-1, GNA-2 e GNA-3), uma
subunidade GB (GNB-1) e uma Gy (GNG-1) (LI et al., 2007). A perda da subunidade gna-1
leva a esterilidade dos érgaos femininos (IVEY et al, 1996). A subunidade GNB-1 esta
associada a regulacao da expressao dos genes gna-1, gna-2 e gna-3, e 0 nocaute de gnb-1
pode resultar em uma decaimento dos niveis do transcrito gna-1, ocasionando infertilidade
feminina (YANG, POOLE, BORKOVICH, 2002). Li et al. (2005) caracterizaram 0s genes
mak-2 (mitogen activated kinase-2) e pp-1 (protoperithecium-1), ambos essenciais para a
formacao do protoperitécio. A delecao de ambos o0s genes causa a total esterilidade dos
orgados femininos (LI et al, 2005). Dois precursores de feromdnios também foram
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identificados em N. crassa, mfa-1, essencial para a atracdo dos tricoginos e para a
fertilidade dos 6rgaos masculinos nos individuos do tipo a (KIM, METZEMBERG, NELSON,
2002) e ccg-4, o qual desempenha mesma funcao do gene mfa-1 em linhagens do tipo A
(BOBROWICS et al., 2002). Adicionalmente, o gene pre-1, o qual codifica para um receptor
de feroménios acoplado a proteina G, se mostrou essencial para as linhagens femininas do
tipo A no reconhecimento e fusdo de células do tipo a (KIM, BORKOVICH, 2004).

1.2. Metabolismo do glicogénio e sua regulacao no fungo Neurospora crassa

O glicogénio € um polimero de glicose muito encontrado na natureza tanto em
microrganismos quanto em eucariotos superiores. Ele € utilizado como carboidrato de
reserva e juntamente com o amido nas plantas ele é considerado a maior fonte de carbono e
energia. Trata-se de um polissacarideo em que os residuos de glicose estdo unidos
covalentemente por ligagdes glicosidicas a-1,4 lineares e liga¢des a-1,6 que ocorrem a cada
4 residuos e responsaveis pela ramificagdo da molécula (NELSON; COX, 2008).

A sintese e degradacao do glicogénio sao bastante conservadas em eucariotos,
sendo sua biossintese mediada pela enzima glicogenina, a qual catalisa a formagao de uma
cadeia oligossacaridica de cerca de 10 residuos que serve como ponto de partida para a
extensdo da cadeia pela enzima glicogénio sintase, catalisando a formacao de novas
ligacbes glicosidicas a-1,4, com UDP-glicose agindo como doador glicosil (ROACH, 2002).
As ramificagdes da cadeia sao introduzidas pela enzima ramificadora, pela conversao de
ligacbes a-1,4 em a-1,6. A degradacdo do glicogénio se da pela acdo das enzimas
glicogénio fosforilase, catalisando a fosforélise das ligagdes glicosidicas a-1,4, produzindo
glicose-1-fosfato (G1P), e da enzima desramificadora, catalisando a quebra das
ramificagcdes a-1,6 (ROACH, 2002).

Para a sintese do glicogénio é necessario que a glicose entre na célula e seja
fosforilada pela enzima hexoquinase para a formacao de glicose-6-fosfato (G6P). A G6P
pode ser usada para a sintese de glicogénio, metabolizada na via glicolitica para a produgao
de energia ou participar da via das pentoses para producdo de pentoses e equivalentes
redutores. Na sintese do glicogénio, G6P €& primeiramente transformada em G1P pela
enzima fosfoglicomutase, a qual sera substrato para a produgéo de uridina difosfato-glicose
(UDPG) pela agado da UDP-glicose pirofosforilase. Assim, as moléculas de UDPG séao as
doadoras diretas de residuos de glicose para a sintese de glicogénio (ROACH, 2002;
NELSON; COX, 2008). Para que haja o inicio da sintese de glicogénio é necessario a
presenca da enzima glicogenina (GNN em N. crassa), uma enzima auto-glicosilavel, que
transfere residuos de glicose provenientes da UDPG a residuo(s) de tirosina (ALONSO et
al., 1995) até a formagdo de uma cadeia oligossacaridica. A elongacdo da sintese é
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realizada pela enzima glicogénio sintase (GSN em N. crassa), a qual transfere residuos de
glicose da UDPG para extremidades nao redutoras da molécula. As ligacoes glicosidicas do
tipo a-1,6, responsaveis pela ramificacdo da molécula de glicogénio sdo catalisadas pela
enzima  ramificadora  glicosil-(a-1,6)-transferase.  Estas  ramificacbes  ocorrem
equidistantemente a cada 10-14 residuos de glicose, tornando o polissacarideo mais
compacto e soluvel e aumentando assim o numero de extremidades ndo redutoras na
molécula (NELSON; COX, 2008).

A degradacgéao do glicogénio é catalisada pela enzima glicogénio fosforilase (GPN em
N. crassa) através de uma reagao de fosfordlise, na qual as ligagbes glicosidicas a-1,4 que
unem dois residuos de glicose sao atacadas por fosfato inorganico, liberando uma molécula
de glicose-1-fosfato (G1P). A enzima atua repetidamente sobre as extremidades nao
redutoras da molécula de glicogénio até que restem apenas quatro residuos de glicose
distantes do ponto de ramificagéo. A etapa restante da degradacao é realizada pela enzima
oligo (1,6)>(1,4) glicotransferase (enzima desramificadora) que catalisa duas reacdes
sucessivas: (1) transferéncia de trés dos quatro residuos de glicose restantes da agédo da
glicogénio fosforilase para a cadeia linear mais proxima através de sua atividade transferase
e, (2) remocao do residuo de glicose a-1,6 resultando em um polimero linear que sera
novamente substrato para a enzima glicogénio fosforilase. Residuos de G1P, produtos finais
da degradacdo do glicogénio, sdo novamente convertidos em G6P pela enzima
fosfoglicomutase (NELSON; COX, 2008). Um esquema ilustrativo dos processos de sintese
e degradacdo do glicogénio mostrando as enzimas existentes em N. crassa esta
apresentado na Figura 3.

Os processos de sintese e degradagédo do glicogénio sdo mecanismos muito bem
conservados em eucariotos e possuem como enzimas regulatérias a glicogénio sintase (GS)
e glicogénio fosforilase (GP). Essas enzimas estao sujeitas a diferentes tipos de regulagao:
modulacdo alostérica e controle pos-traducional, por agdo de proteinas quinases e
fosfatases (FRANGOIS, VILLANUEVA, HERS, 1988). A enzima GS sintase pode sofrer
controle poés-traducional, via fosforilagao/desfosforilagcdo, através da acdo de enzimas
quinases e fosfatases e também por modulagao alostérica, através do ligante G6P (HUANG,
CABIB, 1974). Quando ela estd na sua forma fosforilada ela se apresenta menos ativa e
quando em sua forma desfofosforilada ela se apresenta ativa, isso porque a fosforilagéo
causa reducao na atividade enzimatica, efeito que é revertido na presenga de G6P. Além da
modulacdo alostérica por G6P, a GS também pode apresentar atividade alterada na
presenca dos inibidores ATP, UDP, fosfato inorganico e outros intermediarios metabdlicos
(PIRAS, ROTHMAN, CABIB, 1968). A GP possui apenas um sitio de fosforilacdo, Ser14,
que € modificado pela agcdo da proteina quinase fosforilase. Quando essa enzima se
apresenta
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Figura 3- Representacdo esquematica da sintese e degradacado 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 nao redutoras que
permitem a elongacdo do glicogénio pela enzima glicogénio sintase (GSN), através de ligacbes
glicosidicas a-1,4. A enzima glicogénio fosforilase (GPN) catalisa reagbes de fosforolise, liberando
G1P. GSN e GPN sao controladas por fosforilagao reversivel por meio da acao de proteinas quinases
e fosfatases. Quatro sitios putativos de fosforilagdo sdo mostrados para GSN. As ORFs de N. crassa
correspondentes aos produtos do metabolismo do 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).

fosforilada ela é ativa e quando desfosforilada ela esta na sua forma menos ativa (NELSON;
COX, 2008). Também esta sujeita a regulagdo alostérica, tendo como modulador AMP
(TELLEZ-INON; TORRES, 1970; JOHNSON, 1992; MADSEN, 1986).

Estudos realizados em nosso laboratorio revelaram que, em condigées de normais
de crescimento, o conteudo de glicogénio alcanga um nivel maximo ao fim da fase
exponencial de crescimento vegetativo do fungo N. crassa, do mesmo modo que a
transcricdo do gene gsn é aumentada durante esta fase, diferentemente da levedura S.
cerevisiae, na qual o acumulo do carboidrato e a ativagdo da transcricdo do gene GSY2
ocorrem apods a fase exponencial (DE PAULA et al., 2002, NI, LAPORTE, 1995). Sob
condicoes de estresse térmico, os niveis de glicogénio do fungo decaem rapidamente,
restaurando os niveis normais do carboidrato quando reincubado a temperatura fisiolégica.
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Nesta situagdo, os niveis do transcrito gsn e gpn diminuem rapidamente, restaurando os
valores iniciais quando reincubadas a temperatura fisiolégica (30°C) (DE PAULA et al.,
2002, FREITAS E BERTOLINI, 2004). A atividade das enzimas glicogénio sintase e
fosforilase sofre alterages quando submetidas a estresse térmico (NOVENTA-JORDAO et
al., 1996).

Com o término do sequenciamento do genoma do fungo (GALAGAN et al., 2003) e
0s avangos das metodologias disponiveis envolvidas na inativagao de genes especificos em
fungos filamentosos (NINOMIYA et al,, 2004), linhagens mutantes contendo genes que
codificam fatores de transcricao individualmente nocauteados foram construidas (COLOT et
al., 2006) e disponibilizadas para a comunidade cientifica pelo Fungal Genetics Stock Center
Center (FGSC, Kansas City, Missouri, USA). Assim, uma colecdo de linhagens mutantes
contendo ORFs codificadoras de fatores de transcricdo individualmente nocauteadas foi
adquirida pelo nosso laboratério, possibilitando a utilizagao destas linhagens para investigar
0s mecanismos moleculares envolvidos no processo de regulagdo do metabolismo de
glicogénio no fungo. Uma triagem realizada neste conjunto de linhagens mutantes,
analisando o perfil de acumulo de glicogénio nas condi¢gbes normais de crescimento e em
condicao de estresse térmico, identificou um padrdo no acumulo do carboidrato diferente da
linhagem selvagem em 17 das 147 linhagens mutantes adquiridas, sugerindo que estes
fatores de transcricdo possam estar envolvidos na regulagédo do acumulo de glicogénio no
fungo (GONCALVES et al., 2011). A analise da expressao dos genes gsn e gpn foi realizada
nas linhagens que apresentaram alteragbes no acumulo do carboidrato, nas condicoes
normais de crescimento vegetativo (30°C) e na condicdo de choque térmico (45°C). A
maioria das linhagens mutantes apresentou um decréscimo na expressdao de ambos genes
apo6s o choque térmico, mesmo fendtipo apresentado pela linhagem selvagem. Entretanto,
algumas linhagens apresentaram um padrdo de expressao génica alterado em relacao a
linhagem selvagem. Em algumas linhagens, a expressao dos genes pode ser correlacionada
com o acumulo de glicogénio, sugerindo que o fator de transcricdo ausente nas linhagens
atua direta ou indiretamente na expressdo dos genes gsn e/ou gpn (BERTOLINI et al.,
2012). Dentre os fatores de transcricao estudados, destaca-se o fator de transcricado FLBC,
uma proteina descrita estar envolvida no processo de desenvolvimento e regulagdo da
conidiagcdo em outros fungos filamentosos, foco de estudo deste trabalho.

2. O fator de transcricao FLBC de N. crassa
Estudos realizados para a elucidagdo da via de conidiacdo do fungo A. nidulans

levaram a identificacdo de seis genes, fluG, fIbA, flbB, fIbC, flbD e flbE, os quais sao
requeridos para a conidiagdo e ativacdo de brlA, um regulador central da conidiacao
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(WIESER et al., 1994). A mutacdo em qualquer um desses genes leva a um fendtipo
denominado “fluffy’, devido ao aspecto cotonoso diferenciado observado pela massa de
hifas vegetativas formada, descrito pela primeira vez por ADAMS et al. (1992). Mutagdes em
qualguer um desses seis genes resultaram na formacao de colénias com aspecto fluffy e
uma grande reducao da expressao de brlA (ADAMS, WIESER, YU, 1998).

A proteina FIbC foi caracterizada como um ativador de desenvolvimento do fungo, a
qual é requerida para a iniciagao da conidiagdo por meio da ativagdo do gene briA (Figura
4). A proteina FIbC apresenta dois dominios zinc finger do tipo C.H, na extermidade C-
terminal, os quais se ligam a sitios especificos presentes nas regides promotoras dos genes
brlA, abaA e vosA, envolvidos no processo de conidicao do fungo (KWON et al., 2010). O
inicio da via de conidiacdo é dado pela ativacdo do gene fluG, o qual atua em dois
processos distintos: a interrup¢cdo do crescimento vegetativo via ativacdo de fIbA e a
ativacdo do desenvolvimento que é realizada por duas vias, uma compreendendo o
complexo FIbE/FIbB/FIbD e outra por FIbC, ambas ativando brlA (PARK, YU, 2012). Uma
vez ativado, brlA é responsavel pela transicdo do crescimento apical do conidiéforo para a
formacao de vesicula. O passo seguinte do processo de conidiagdo € a ativacao de abaA
por BrlA na fase intermediaria da conidiagdo, compreendendo a diferenciacdo e
funcionalidade das fialides. A fase final da conidiagéo se da pela ativacao do gene wetA pela
proteina AbaA, o qual desencadeia a maturacao e impermeabilidade dos conidios.

Além destes genes, 0 gene vosA atua como um regulador da negativo da conidiagéo,
através da repressao do gene brlA (NI, YU, 2007). Este gene, juntamente com wetA,
controla a biogénese de trealose (NI, YU, 2007, TAO, YU, 2011), tornando possivel o
envolvimento desta via regulatéria no controle do metabolismo de carboidratos. O nocaute
do gene fIbC resulta em uma reducao da expressao de brlA e vosA, além de apresentar um
atraso no desenvolvimento dos conidiéforos e na extensdo do crescimento vegetativo
(KWON et al, 2010). Também foi descrito um aumento na produgdo de corpos de
frutificacdo, sob condigbes limitantes de ar e auséncia de luz, condicbes estas que sao
favoraveis para o desenvolvimento sexual. Andlises de expressao génica por Northern blot
mostraram que o transcrito fIbC foi detectado apds 6 horas de crescimento vegetativo,
mantendo niveis elevados até 24 h apds a indugao de desenvolvimento assexual, indicando
que a proteina FIbC desempenha importante papel na germinagdo dos esporos e no
crescimento vegetativo de A. nidulans (KWON et al., 2010). Adicionalmente, analises de
localizagdo nuclear mostraram que a proteina FIbC esta presente no nucleo das hifas
durante o crescimento vegetativo e também no nucleo de estruturas de desenvolvimento,

como vesiculas, metulae e fialides, mas néo nos conidios (KWON et al., 2010).
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Figura 4- Modelo genético para reguladores centrais e upstream da conidiacdo em A. nidulans
(PARK, YU, 2012).

Estudos realizados por Coppin (2002) identificaram a proteina FLE1 do fungo
Podospora anserina, a qual possui homologia a proteina FIbC de A. nidulans. A proteina
Fle1 atua na repressao da via de diferenciacdo sexual feminina do fungo. O nocaute do
gene fle-1 acarreta em dois fenétipos distintos: a auséncia de conidios juntamente com um
aumento da producao de protoperitécio. Este papel antagénico sugere que a diferenciacao
de érgaos femininos e a microconidiagdo sdo vias de desenvolvimento interconectadas
(COPPIN, 2002). A linhagem mutante também apresentou defeitos no crescimento
vegetativo, desenvolvendo hifas helicoidais, as quais formam estruturas de lago, raramente

observadas na linhagem selvagem. Macroscopicamente, a linhagem fle-1%°

apresentou
diferencas na pigmentacdo, apresentando coloracdo levemente rosa em vez de verde-
escuro, e uma baixa densidade de hifas aéreas (COPPIN, 2002). Experimentos de PCR em
tempo real mostraram que transcrito fle-1 estava presente nos micélios e no peritécio, e a
expressao da proteina recombinante FLE1-GFP foi detectada nos nucleos das hifas e nos
ascosporos, indicando que o gene fle-1 é expresso durante o crescimento vegetativo e
durante a reproducgao sexual (COPPIN, 2002). Estes dados sdo semelhantes aos descritos
para a proteina FIbC de A. nidulans (KWON et al., 2010).

As proteinas FLE1 e FIbC parecem exercer funcbes similares, ja que ambas
respondem a sinais que controlam a transicao do crescimento vegetativo indiferenciado para
o desenvolvimento, porém, agindo de maneiras diferentes (COPPIN, 2002). Em A. nidulans,
FIboC age como um regulador positivo da conidiacdo, ativando uma via de central da
conidiagdo do fungo (KWON et al., 2010). Em P. anserina, FLE1 atua como um regulador
negativo da via de diferenciacdo sexual feminina, com sua deleg¢ao resultando na reducao
da conidiagdo e no aumento da formagéo de estruturas sexuais de frutificagcdo (COPPIN,
2002).
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Em N. crassa, o produto da ORF NCUO03043 codifica para uma proteina anotada no
banco de dados do fungo como um fator de transcricdo contendo um dominio zinc finger do
tipo C,H,, a qual possui homologia com as proteinas FIbC de A. nidulans e FLE1 de P.
anserina. Estudos realizados, em nosso laboratério, por Corrocher (2012) mostraram que a
linhagem nocauteada no gene fIbC apresentou severas alteracdes fenotipicas relacionadas
ao crescimento e desenvolvimento do fungo, entre eles a reducdo da capacidade de
conidiagcdo, apresentando poucos microconidios, hifas aéreas reduzidas, alteracdo da
morfologia das hifas, apresentando um aumento de septacdo e produgdo acentuada do
pimento melanina (CORROCHER, 2012). A linhagem mutante também apresentou uma
desregulacdo no metabolismo de glicogénio, apresentando niveis elevados de glicogénio
antes e ap6s o choque térmico e um alto nivel do transcrito gsn apés o choque térmico
quando comparada a linhagem selvagem (GONCALVES et al., 2011, CORROCHER, 2012).
Os dados sugerem que a proteina FLBC desempenha importante papel no desenvolvimento
do fungo e também na regulagéo do metabolismo de glicogénio. Entretanto, estes resultados
sao preliminares, e uma caracterizagdo mais detalhada da proteina é necessaria.
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O trabalho apresentado nesta Dissertacdo estad inserido em um projeto maior do
laboratério, com o objetivo identificar e caracterizar proteinas atuando como reguladoras do
metabolismo de glicogénio no fungo Neurospora crassa. Como descrito anteriormente, a
proteina FLBC foi identificadas anteriormente como uma provavel reguladora do
metabolismo de glicogénio e também do desenvolvimento do fungo. Alguns resultados
preliminares haviam sido obtidos no laboratério, e o presente trabalho teve como objetivo
principal dar continuidade aos estudos ja iniciados. Os principais objetivos foram:

1. Caracterizar a linhagem fIbC*® em relacio a sua morfologia. As andlises de
crescimento em meio sélido e de germinacdao dos microconidios foram realizadas utilizando

a técnica de microscopia de fluorescéncia para a caracterizagao da linhagem mutante.

2. Avaliar o acimulo de glicogénio nas linhagens selvagem e fIbC*°. Como a proteina
FLBC foi identificada como um provavel regulador do metabolismo de glicogénio, o contetdo
do carboidrato foi quantificado durante o crescimento vegetativo das linhagens, confirmando
dessa maneira o envolvimento do fator de transcricdo na regulacdo do metabolismo de
glicogénio do fungo.

3. Analisar a expressao do gene fIbC e dos genes que codificam proteinas do
metabolismo de glicogénio durante o desenvolvimento do fungo. Como a proteina
FLBC participa no desenvolvimento do fungo, foi analisada a expressao do gene fIbC no
desenvolvimento assexual e no crescimento vegetativo. A expressao dos genes envolvidos
no metabolismo de glicogénio também foi analisada nas linhagens selvagem e flbC*®

durante o crescimento vegetativo.

4. Analisar o papel do fator de transcricao FLBC na regulacao de genes relacionados
ao metabolismo de glicogénio. Foi investigada a capacidade de ligagao da proteina FLBC
recombinante a regido promotora dos genes relacionados ao metabolismo de glicogénio
através de ensaios de DNA gel shift.

5. Identificar genes homadlogos a vosA, brlA, abaA e wetA, descritos como envolvidos
na regulacao do processo de conidiacao em A. nidulans. Em A. nidulans, os genes wetA
e brlA desempenham importante papel na regulagdo da conidiagdo do fungo, sendo vosA,
abaA e brlA regulados diretamente por FIbC. A delecao de qualquer um dos componentes
desta cascata de conidiacdo leva a alteragbes morfolégicas das estruturas de conidiagéo e
diminuicdo da viabilidade celular. Um primeiro objetivo foi identificar genes ortélogos em N.
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crassa e, posteriormente, analisar a possivel regulacdo destes genes por FLBC. Para isto,
analises de expressao génica foram realizadas durante o crescimento vegetativo e apos a
inducdo do desenvolvimento assexual do fungo nas linhagens selvagem e fIbC°. A
capacidade de ligacao da proteina FLBC as regides promotoras de tais genes foi analisada,
com o objetivo de investigar sua regulacao pelo fator de transcrigao.

6. Analisar o conteudo de carboidratos de reserva nas linhagens mutantes nos genes
acima mencionados. Os genes vosA e wetA controlam a via de biossintese de trealose nos
fungos A. nidulans e Aspergillus fumigatus, respectivamente (NI, YU, 2007, Tao, YU, 2011).
O nocaute destes genes ocasiona a auséncia do carboidrato trealose no fungo, conferindo a
suscetibilidade a diferentes tipos de estresses e uma brusca diminuicdo na viabilidade
celular. Dessa maneira, o conteudo de glicogénio e de trealose foi analisado nas linhagens
mutantes vosA“® e wetA-like“® de N. crassa, elucidando a possivel participacdo destas
proteinas na regulagéo do metabolismo de carboidratos do fungo.
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1. Linhagens estudadas

1.1- Neurospora crassa

Linhagem selvagem FGSC#2489 A

Linhagens mutantes:
- FGSC#11355 A, linhagem mutante na ORF NCU03043 (NCU03043::hyg), anotado no
banco de dados do fungo com fator de transcricdo FLBC.
- FGSC#13536 A, linhagem mutante na ORF NCU05964 (NCU05964::hyg), anotada no
banco de dados do fungo como “regulador do desenvolvimento VOSA”.
- FGSC#11204 A, linhagem mutante na ORF NCU01033 (NCU01033::hyg), anotada no
banco de dados do fungo como uma proteina hipotética, denominada como WetA-like neste
trabalho.
- FGSC#15901 A, linhagem mutante na ORF NCU02612 (NCU02612::hyg), anotada no
banco de dados do fungo como uma proteina hipotética, denominada como AbaA-like neste
trabalho.

As linhagens foram adquiridas junto ao Fungal Genetics Stock Center, Kansas City,
MO, USA.

2. Meios de cultura

2.1. Meios de cultivo para N. crassa

2.1.1. Meio Minimo de Vogel (VM)

O meio de cultivo utilizado para o crescimento e manutencdo das linhagens foi o
meio minimo de Vogel (VM) (VOGEL, 1956), acrescido de sacarose 2%, biotina (0,1 mg/mL)
e, para o cultivo em meio sélido, 2% de agar. As diferentes linhagens foram crescidas em
garrafas de vidro contendo 50 mL de meio VM e para as linhagens FGSC#13536,
FGSC#11204 e FGSC#15901, foram adicionados 200 pg de higromicina B (0,2 mg/mL,
Invitrogen), a 30°C por 3 dias e em seguida, expostas a luz de 9 a 10 dias. Apds esse
periodo os conidios foram coletados, adicionando-se aproximadamente 10 mL de agua
destilada estéril a garrafa, seguida da filtracdo em gaze estéril para a retengéo das hifas. A
suspensao contendo os conidios foi entdo contada em camara de Neubauer.
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O meio VM é um meio quimicamente definido, com pH 5,8, preparado a partir da
diluicdo de uma solucao estoque 50x concentrada. Esta solucdo estoque é feita a partir da
dissolucéo dos seguintes sais, na ordem indicada, em 700 ml de agua destilada:

125 g citrato de s6dio.2H,O

250 g KH.PO,

100 g NH4NO3

10 g MgS0O,.7H.O

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

5 mL de solucéo de elementos tracos

Apoés a dissolugao dos sais, 0 volume € ajustado para 1 L com de agua destilada,
sdo adicionados 300 uL de Cloroférmio como agente conservante e a solugdo €
armazenada a 4°C.

A solucao de elementos traco utilizada no preparo do meio VM é feita a partir da
dissolugao dos compostos apresentados abaixo em 95 mL de agua destilada:

5 g acido citrico.H,O

59 ZnS0O,.7H.0

1 g Fe(NH,)2.(SO4)..6H0

0,25 g CuS0,.5H,0

0,05 g MnSQO,4.H,0

0,05 g H3BO; (anidro)

0,05 g Na,Mo0Q,.2H,0

2.1.2. Synthetic Cross medium (SC)

O meio utilizado para indugédo da microconidiagéo da linhagem selvagem foi 0 meio
SC (WESTERGARD, MITCHELL, 1947) em concentracdo 0,1x, acrescido de sacarose
0,5%, iodoacetato de sddio 1 mM e 2% de agar (EBBOLE, SACHS,1990).

O meio SC trata-se de um meio quimicamente definido com pH 6,5. E preparado
como uma solugao estoque 2 x concentrada, a qual é feita através da dissolugdo completa
dos sais a seguir em 800 mL de agua destilada:

2 g KNO;

1,4 g K.HPO,

1 g KH.PO,

0,2 g NaCl

1 g MgS0O,.7H.O

0,2 g CaCl,.2H,0O

0,1 mL de solugao estoque de biotina (0,1 mg/ mL)
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0,2 mL de solugao estoque de elementos tragos

Apb6s a dissolugdo completa dos sais, o volume foi ajustado para 1 L com agua
destilada, 667 pl de cloroférmio foram adicionados como agente conservante, e a solugcao
foi armazenada a 4°C.

2.2. Meio de cultivo para E. coli

O meio de cultivo para o crescimento foi o meio 2YT com adigao de glicose.
1,6% triptona

1% extrato de levedura

0,5% NaCl

0,2% glicose

3. Propagacao das linhagens de N. crassa
3.1. Obtencao de conidios

As diferentes linhagens foram crescidas em garrafas de vidro contendo 50 mL de
meio VM sélido e, para as linhagens FGSC#13536 (vosA“®), FGSC#15901 (abaA-like“®) e
FGSC#11204 (wetA-like“®), acrescido de higromicina B (0,2 mg/mL), a 30°C por 3 dias e,
entdo, expostas a luz por um periodo total de 9 a 10 dias. Apds esse periodo, os conidios
foram coletados, adicionando-se um volume aproximado de 10 mL de agua destilada estéril
a garrafa, seguida por uma etapa de filtracdo em gaze estéril para a retencédo das hifas. A
suspensao conidial recolhida foi entdo contada em camara de Neubauer.

Para a obtencdo de microconidios, as linhagens selvagem e mutante fIbC*® foram
crescidas em garrafas de vidro a temperatura ambiente por um periodo de 7 a 10 dias. Apos
esse periodo, os microconidios foram coletados através da adigdo de aproximadamente 10
mL de agua destilada estéril seguida da filtragado em sistema Millex-SV 5 um para a retencao
de hifas. A suspensao contendo os microconidios foi coletada em tubo tipo Falcon estéril e
contada em camara de Neubauer.

3.2. Crescimento vegetativo e inducao do desenvolvimento assexual
O crescimento vegetativo foi realizado nas linhagens selvagem e mutantes. Para isto,

conidios (107 células/ mL)/ pedacos de hifas foram inoculados em meio VM e mantidos sob
agitacao constante a 200 rpm, 30 °C. Aliquotas foram coletadas nos tempos de 12, 24, 30,
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36, 48, 60 e 72 h, filtradas e congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C para
posterior extracdo de RNA e também para a quantificacao de carboidratos de reserva.

A inducdo do desenvolvimento assexual foi realizada nas linhagens selvagem e
flbC*®, com base no protocolo descrito por Greenwald et al. (2010), onde foram inoculados
uma suspensdo de conidios (102 células/ mL)/ pedacos de hifa em 4 L de meio VM para a
linhagem selvagem e frascos contendo 200 mL de meio VM para linhagem fIbC° e
mantidos a 200 rpm, 20 h, 25°C. Aliquotas de 50 mL foram coletadas e filtradas, sendo que
a primeira aliquota (tempo 0 h) foi imediatamente congelada em nitrogénio liquido e
armazenada a -80°C. As demais amostras foram colocadas na superficie de placas de petri
contendo meio VM solido recoberto com uma membrana de celofane e expostas a luz
constante (luz branca) e temperatura ambiente. As amostras foram coletadas nos tempos de
2, 4,6, 8, 10, 12 e 24 h. O tapete micelial formado sobre a membrana de celofane foi
congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C para a posterior extragdo de RNA
total.

4. Analises morfoldgicas das linhagens mutantes

Foram realizadas andlises fenotipicas do fungo nas linhagens selvagem FGSC#2489
e mutantes vosA®, fIbC*® e wetA-like"°.

4.1. Crescimento em meio solido

Para analisar o aspecto macroscopico das linhagens, tais como producdo do
pigmento melanina, hifas aéreas e conidiacdo, as linhagens selvagem e mutantes foram
inoculadas em frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio VM sdlido e
mantidas a 30°C por 3 dias. Em seguida, os frascos foram transferidos para temperatura
ambiente por um periodo de 5 dias. Apds esse periodo, 0 aspecto macroscépico das
linhagens foi analisado.

4.2. Analise das extremidades das hifas

A visualizagdo das extremidades das hifas das linhagens selvagem e mutantes foi
realizada em placas de Petri contendo 30 mL de meio VM sdélido acrescido de sacarose 2%.
Para tal, foram inoculados 10 pL de uma suspens&o conidial (10’ células/ mL)/pedacos de
hifas no centro das placas, as quais foram incubadas a 30°C por 12 h. As imagens foram
obtidas com o auxilio de um estereomicroscoépio trinocular SteREO Discovery.V8 (Zeiss)
com camera fotogréfica acoplada.
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4.3. Germinacéo de microconidios da linhagem fIbC*°

A linhagem fIbC*® apresenta severos defeitos de conidiagdo produzindo apenas
poucos microconidios (CORROCHER, 2012), tendo sido necessaria a indugcdo da
microconidiacdo da linhagem selvagem para efeito comparativo nas analises morfolégicas.
Para os experimentos de germinacgéo, foram cortados discos de 2 cm de didmetro de meio
VM sélido, os quais foram depositados em placas de Petri. Uma suspensdo de
microconidios das linhagens selvagem e mutante (10° células/mL) foi adicionada sobre os
discos e estes foram recobertos com uma laminula e incubados a 30°C pelos tempos de 12,
18, 24, 36 e 48 h. Apds esse periodo, as laminulas foram retiradas e submetidas a
diferentes tratamentos.

4.3.1. Visualizacao da parede celular e septos

A andlise da morfologia das hifas foi realizada por microscopia de fluorescéncia. As
células foram tratadas com calcofluor pela adicao de 100 puL de uma solugdo 1 mg/mL de
calcofluor sobre a laminula, a qual foi incubada a temperatura ambiente por 15 min. Em
seguida, a laminula foi lavada 2 vezes com PBS 1x (140 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM
Na,HPOQO,, 1,8 mM KH,PO,, pH 7,3) e analisada por meio de microscopia de fluorescéncia
utilizando microscoépio Axioimager A2 (Zeiss).

4.3.2. Visualizacao dos nucleos

Para a visualizacao dos nucleos, as laminulas foram incubadas com solucéo 3,7%
(v/v) de formaldeido, 50 mM NaH,PO,4 pH 7,0 e 0,2% (v/v) de triton X-100 a temperatura
ambiente por 30 min para fixagdo das células e entdo lavadas com PBS 1x. Em seguida,
foram adicionados 100 pyL de uma solugcdo 1 pg/mL de DAPI sobre a laminula, a qual foi
incubada a temperatura ambiente por 5 min. Apds esse periodo, as laminulas foram lavadas
2 vezes com PBS 1x e analisadas por microscopia de fluorescéncia utilizando microscopio
Axioimager A2 (Zeiss).

4.4. Germinacao de conidios
4.4.1. Germinacao dos conidios em cultura liquida

Para esta andlise, conidios (107 células/mL) foram inoculados em frascos contendo
meio VM liquido e mantidos sob agitacao constante de 200 rpm a 30°C. Nos tempos de 2, 4,
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6, 8, 10 e 12 h, amostras foram coletadas e a germinagdo dos conidios foi analisada por
microscopia utilizando microscopio Axioimager A2 (Zeiss).

4.4.2. Germinacao dos conidios em placas de Petri

A germinagédo dos conidios também foi realizada em placas de Petri de 5 cm de
didmetro contendo uma laminula depositada no centro, a qual foi recoberta com 2 mL de
meio VM liquido. Uma suspens&o de conidios (107 células/mL) foi adicionada ao meio de
cultura e as placas foram incubadas a 30°C pelos tempos de 2, 4, 6, 8, 10 e 12 h. Em
seguida, as laminulas foram retiradas e lavadas com PBS 1x e tratadas com solucédo 1
mg/mL de calcofluor para a visualizacao de parede celular e septos ou com solugéo 1 pug/mL
de DAPI para a visualiza¢do de nucleos.

5. Analise da viabilidade dos conidios

Para isto, conidios recém coletados foram diluidos em placas de 96 pocos onde em
cada poco foram colocados 180 uL de meio VM liquido, com excec¢ao da primeira coluna,
onde foi colocado 200 pL de suspensdo conidial numa densidade de 10® células/mL.
Diluicbes seriadas foram realizadas a partir da amostra inicial até uma atingir uma
densidade de 10" células/mL. Posteriormente, 5 pL de cada diluicdo foram transferidos para
placas de Petri contendo meio VM acrescido de sorbose 2%, glicose 0,05% e frutose 0,05%.
As placas foram incubadas a 30°C por 24 h.

A andlise de viabilidade dos conidios também foi realizada utilizando o corante azul
de metileno. Para isto, foram adicionados 950 pL do corante azul de metileno em um tubo
de 1 mL, seguido da adicdao de 50 pL de uma suspenséao conidial fresca ao tubo contendo o
corante e entdo incubado a temperatura ambiente por 10 min. Apds esse periodo, as células
coradas de azul foram contadas em camara de Neubauer e a taxa de sobrevivéncia foi
expressa em percentual de células totais.

6. Analise do crescimento por massa seca

Foi verificado que a linhagem vosA*® possui um retardo nos estagios iniciais do
germinacao em relagédo a linhagem selvagem. Desse modo, a andlise do peso seco durante
o crescimento da linhagem mutante foi realizado e comparado a linhagem selvagem. Para
tal, uma suspensdo conidial das linhagens selvagem e mutante (10’ células/mL) foram

inoculadas em meio VM liquido e mantidas sob agitagdo constante de 200 rpm, 30°C, nos
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tempos de 12, 24, 36, 48 e 60 h. Os micélios obtidos em cada periodo de tempo foram
filtrados e secos em estufa a 98°C por um periodo de 16 h e pesados em balanga analitica.

7. Determinacao do conteudo de glicogénio e trealose

7.1. Preparo do extrato celular

Os conteudos de glicogénio e trealose foram determinados ao longo do crescimento
vegetativo. Para tal, micélios das linhagens foram coletados nos tempos de 12, 24, 30, 36,
48 e 60 h e congelados em nitrogénio liquido. O preparo do extrato celular bruto foi realizado
pulverizando as amostras de micélio em um gral de porcelana com nitrogénio liquido.
Aproximadamente 200 mg de cada uma das amostras foram transferidas para tubos
Eppendorf de 1,5 mL contendo 1,0 mL de tampéao de lise gelado (50 mM Tris-HCI, pH 8,0,
50 mM NaF, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 1 mM benzamidina, 10 pug/mL TLCK, 50 pg/mL
antipaina e 1 pg/mL pepstatina A), homogeneizadas em agitador vortex e centrifugadas a
10.000 x g, 10 min, 4°C. As fragbes sobrenadantes foram recolhidas em novos tubos e
utilizadas para a determinacao do conteudo de glicogénio e de proteinas totais (HARTREE,
1972) utilizando BSA como padréo.

7.2. Determinacao do conteudo de glicogénio

O conteudo de glicogénio foi determinado através da digestao do glicogénio com a-
amilase e amiloglicosidase apéds precipitagdo com etanol, de acordo com protocolo descrito
por Hardy e Roach (1993). Para isto, as proteinas contidas em 100 uL de cada uma das
amostras foram precipitadas com 25 pL de uma solugédo TCA 50% a 5.000 x g, 10 min, 4°C.
Os sobrenadantes foram entao transferidos para novos tubos, misturados com 4 volumes de
etanol absoluto gelado durante 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%,
secos ao ar, e ressuspensos em 400 pL de uma solugdo tampéao (50 mM acetato de sédio
pH 5,2, 5 mM CaCl,) contendo 1 pL de cada uma das enzimas amiloglicosidase (30 mg/mL)
e a-amilase (10 mg/mL) e incubados a 37°C durante 16 h. Um volume de 12,5 pL de cada
uma das amostras digeridas foi tomada para a determinagdo do conteudo de glicose livre,
utilizando o kit Glicose PAP Liquiform (Labtest) em um comprimento de onda de 505 nm no
espectrofotdmetro Beckman, modelo DU-640 nm. O contetdo de glicogénio das amostras
foi calculado de acordo com uma curva padrao de glicogénio e expresso em ug de
glicogénio/mg de proteinas totais. A curva padrdao de glicogénio foi preparada a partir de
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uma solucao de glicogénio puro (Sigma) em solucdo acetato (50 mM acetato de sddio, pH
5,2, 5 mM CaCl,) na concentracédo de 10 mg/mL.

7.3. Determinacao do conteudo de trealose

A quantificagdo de trealose foi realizada através da digestao de trealose utilizando a
enzima trealase como descrito por Neves et al. (1991). Para isto, 250 uL de 300 mM acetato
de sddio, pH 5,5 contendo 30 mM CaCl, foram adicionados a 100 pL do extrato proteico. Em
seguida, foram adicionados 50 pL da enzima trealase (1,5 U), purificada do fungo Humicola
grisea, e as amostras foram incubadas a 50°C por 16 h. Apds esse periodo, foi realizada a
inativagdo da enzima trealase, aquecendo as amostras a 100°C por 10 min, seguida de
centrifugacdo a 10.000 x g, 5 min, temperatura ambiente. O sobrenadante foi recolhido em
tubos limpos. Um volume de 12,5 pyL de cada uma das amostras digeridas foi utilizado para
a determinagao do conteudo de glicose livre, utilizando o kit Glicose PAP Liquiform (Labtest)
em um comprimento de onda de 505 nm no espectrofotbmetro Beckman, modelo DU-640
nm. O conteudo de trealose das amostras foi calculado com base em uma curva padrao de
trealose e expressa em ug de trealose/mg de proteina total. A curva padrao de trealose foi
preparada a partir de uma solugao 5 mM de trealose pura (Calbiochem) em solugcao de 300
mM acetato de sodio pH 5,5, 30 mM CacCl..

8. Extracao de RNA total e analise da expressao génica

8.1. Extracao de RNA total

O procedimento utilizado para a extracdo de RNA total foi o que utiliza cloreto do litio
como descrito por SOKOLOVSKY et al. (1990). Uma pequena quantidade de micélio
congelado foi pulverizada em gral de porcelana com nitrogénio liquido e o p6 resultante foi
transferido para micro tubos contendo uma mistura de 750 yL de tampao 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. A suspenséo foi homogeneizada em vortex durante 5 min, em temperatura
ambiente e centrifugada a 10.000 x g, 10 min, 4°C. O sobrenadante foi transferido para novo
tubo contendo igual volume de cloroféormio e agitado em vortex rapidamente para
homogeneizagdo. Uma nova centrifugacao foi realizada a 10.000 x g, 10 min, 4°C. O RNA
contido na fase aquosa foi precipitado com 0,75 volumes de uma solugdo de LiCl 8 M,
mantido a 4°C por 2 h e coletado a 10.000 x g, 10 min, 4°C. O precipitado foi solubilizado em
300 uL de agua tratada com DEPC e novamente precipitado com 30 pL de acetato de sodio
3 M pH 5,2 e 750 yuL de etanol absoluto gelado a 4°C, durante 5 min. O RNA total foi
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coletado a 10.000 x g, 10 min, 4°C, lavado duas vezes com uma solugcao de etanol 70%
gelada a 10.000 x g, 10 min, 4°C, seco e dissolvido em 50-100 yL de agua previamente
tratada com DEPC. A concentracdo do RNA foi quantificada a 260 nm utilizando o
espectrofotdmetro Beckman, modelo DU-640 e a pureza das amostras foi analisada através
da relacdo das absorbancias a 260/280 nm.

8.2. PCR quantitativo

A analise da expressédo génica foi realizada pela técnica de PCR quantitativo em
tempo real (QPCR). Inicialmente, as amostras de RNA (20 pg) foram tratadas com DNAse
RQ1 RNAse-Free (Promega®). Apds essa primeira etapa, utilizou-se para a sintese do
cDNA o kit SuperScript Ill First Strand (Invitrogen®) e oligo dT. As andlises de qPCR foram
realizadas no sistema StepOnePlus Real-Time PCR (Applied Biosystems®) utilizando como
fluoréforo SYBR® Green e como controle enddgeno o gene tub-2. Os oligonucleotideos
especificos para os genes analisados e tub-2 foram desenhados utilizando a plataforma da
IDT (http://www.idtdna.com/) e estdo apresentados na Tabela 1. Os experimentos foram
realizados pelo Método Comparativo CT (AACT) (LIVAK and SCHMITTGEN, 2001). Foram
realizadas 3 réplicas biolégicas para os experimentos e para cada experimento foram
analisadas, no minimo, 3 réplicas experimentais. Os dados analisados com o software
StepOne v2.1 (Applied Biosystems®).

Tabela 1- Oligonucleotideos utilizados nas analises por qPCR.

Nome Sequéncia
qflbC-F 5-CAGACTCGTACGGCTTCCCTCAG-3’
qflbC-R 5-CTGATCGACCCATCGACTGAACCG-3’
gabaA-F 5'-CAATACCACTCACATCCTAGTC-3'
qabaA-R 5'-ACAATCTCGTCCCACTCT-3'
qwetA-F 5-CATCATCGCTTTCTCCTCCTC-3
qwetA-R 5-AGGAGCGAGGTTTGGATTTAG-3
agpn-F 5-TGCCAATATCGAAATCACCCGCGA-3’
agpn-R 5-TCTCGATGGCCTCAAACACCTTGA-3
qgdn-F 5-TCTGCGATGCCGAGTTGT-3’
qgdn-R 5-ACTCGTTGCCCTCGAAGT-3
Oligo-dTV S-TTTTTTTTTTTTTTTTTTITTTV-3
4054Tub-F 5-CCTCCACCTTCGTCGGTAACTCC-3

4054Tub-R 5-GGTACTGCTGGTACTCGGAGACG-3
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9. Ensaio de producao e purificacao de proteina recombinante

A proteina FLBC ja havia sido produzida na forma recombinante em nosso
laboratério por mestranda (Corrocher, 2012), tanto fusionada a cauda poli-His (His::FLBC)
como fusionada a proteina GST (GST::FLBC) e as condi¢gdes de producao e purificacdo da
proteina recombinante His::FLBC ja haviam sido padronizadas. Os procedimentos para a
analise da solubilidade da proteina recombinante GST::FLBC e a otimizagdo das condicées

de purificacao estéo descritas a seguir.

9.1. Analise de solubilidade em pequena escala

Os clones transformantes foram inoculados em 5 mL de meio 2YT + 0,2% de glicose,
adicionado de ampicilina (100 pg/uL) e cloranfenicol (34 pg/uL) crescidos por 16 h a 37°C,
250 rpm. Em seguida, 30 pyL do pré-indculo foi transferido para um frasco contendo 30 mL
de meio 2YT + 0,2% de glicose nas mesmas condigdes acima até atingir uma D.O.gponm de
aproximadamente 0,6-0,8. Foi coletada uma aliquota de 1 mL da cultura (amostra ndo
induzida, NI), e as células foram coletadas por centrifugacao (18.000 x g 30 seg, 4°C) e em
seguida, armazenadas a -20°C. Ao restante da cultura, foram adicionados 0,4 mM de IPTG
para a indugédo da proteina recombinante (250 rpm, 4 h, 30°C). Apds a inducgéo, as células
foram coletadas (30.000 x g, 3 min, 4°C) e armazenadas a -20°C. Os precipitados celulares
foram ressuspensos em 3 mL de tampéao A (140 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO,,
1,8 mM KH,PQO,, pH 7,3) acrescido de 0,5% tween-20, 0,5% triton x-100 e de inibidores de
proteases (1 mM PMSF, 10 mM benzamidina e 1 mM DTT). As células foram lisadas em
sonicador (SONICS, VibraCell) com 5 pulsos de 30 seg e intervalos de 30 seg no gelo
(poténcia 30%). O lisado celular foi centrifugado (30.000 x g, 20 min, 4°C) para separacao
do sobrenadante, o qual foi recolhido em tubo limpo. O precipitado foi ressuspenso em 1 mL
de mesmo tampao acima, assim como as células nao induzidas (200 pL).

Apoés a quantificagao de proteinas, um volume contendo aproximadamente 10 pg de
proteina total das amostras ndo induzida (NI), sobrenadante (S) e precipitado (P) foi
separado por SDS-PAGE 10% (LAEMMLI, 1970). A eletroforese foi realizada a temperatura
ambiente a 200 V durante 50 min, no sistema de eletroforese vertical Mini-Protean Il (Bio-
Rad) e o gel foi corado com Coomassie-Blue Brillant R-250.

9.2. Ensaio de Western Blot

Para a confirmacao da producao da proteina recombinante, o ensaio de Western blot
foi realizado. ApOs eletroforese, as proteinas foram transferidas para membrana de
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nitrocelulose em um sistema Mini Trans-Blot Eletrophoretic Transfer Cell (BioRad) usando o
tampéo de transferéncia (20 mM Tris-HCI pH 8,0, 150 mM glicina, 200 mL/L de metanol) por
1 h, 100 V, 250 mA. A membrana foi entdo incubada com uma solugéo 6% de leite em pé
desnatado em tampao 1x TBST (20 mM Tris-HCI, pH 7,5, 500 mM NacCl, 0,05% tween-20)
com suave agitacdo durante 2 h para permitir o bloqueio da mesma. Apds esse periodo, a
membrana foi lavada com 1X TBST (3 vezes por 5 min) e incubada com anticorpo
monoclonal anti-GST conjugado com peroxidase (GE, diluicdo 1:5.000 em 1X TBST + 3%
leite) por 1 h a temperatura ambiente, com suave agitagcdo. Em seguida, a membrana foi
novamente lavada 3 vezes com 1X TBST e procedeu-se a revelagdo com 5 mL de solugao
reveladora de peroxidase (100 mM Tris-HCI, 0,2 mM &cido p-cumarico, pH 8,5) adicionado
de 50 pL de luminol (125 mM) e 1,5 uL de perdxido de hidrogénio concentrado.

9.3. Producao e purificacao da proteina recombinante

Para a produgéao das proteinas GST e GST::FLBC em maior escala, células de E.
coli BL21 (DE3)pLys-S carregando as construgbes pGEX-4T1 e pGEX-FLBC foram
crescidas em 500 mL de meio 2YT + 0,2% de glicose a 250 rpm, 37°C até uma D.O.go0nm de
aproximadamente 0,6-0,8. Em seguida, a producdo das proteinas GST e GST::FLBC foi
induzida pela adicao de 0,4 mM de IPTG a 250 rpm, 4 h, 37°C. ApoOs esse periodo, as
células foram coletadas por centrifugacao (9.300 x g, 5 min, 4°C) e ressuspensas em 60 mL
de tampéao A gelado (140 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO,, 1,8 mM KH,PQO,, pH 7,3)
acrescido de 0,5% tween-20, 0,5% triton x-100 e de inibidores de proteases (1 mM PMSF,
10 mM benzamidina e 1 mM DTT). As células foram lisadas em sonicador (SONICS,
VibraCell) com 5 pulsos de 30 seg e intervalos de 30 seg no gelo, com poténcia de 30%. Os
lisados celulares foram centrifugados (30.000 x g, 20 min, 4°C), os sobrenadantes
recolhidos em tubos limpos, filtrados em filtro de 0,22 um e submetidos a cromatografia de
afinidade com coluna GSTrap-HP (GE), utilizando o sistema de purificacdo Akta Prime.

Para a purificagcdo das proteinas, a coluna foi inicialmente equilibrada em tampéao A
(140 mM NaCl, 2,7 mM KCIl, 10 mM Na,HPO,, 1,8 mM KH,PO,, pH 7,3) adicionado de
inibidores de protease (1 mM PMSF, 10 mM benzamidina e 1 mM DTT). Cerca de 60 mL do
sobrenadante, obtido anteriormente, foi aplicado na coluna e a mesma foi lavada com o
tampao A. A seguir, foi aplicado a tampao B (50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 10 mM glutationa,
acrescido de 1 mM DTT) para a eluicdo da proteina recombinante. Fragdes de 1 mL foram
coletadas durante a etapa de eluicdo das proteinas e analisadas em gel SDS-PAGE 10%
para a identificacdo das fragdes cromatograficas contendo a proteina de interesse. As
fracbes que mostraram maior grau de pureza da proteina foram misturadas e concentradas

em Amicon 30.000 MW. Durante a concentragéo o tampao foi sendo gradativamente trocado
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para o utilizado no ensaio de DNA gel shift (10 mM Tris-HCI, 100 mM KCI, 1 mM EDTA, pH
7,9, 15% glicerol, acrescido de 0,5 mM DTT). No final, as proteinas foram armazenadas em
pequenas aliquotas e armazenadas a -80°C.

10. Extracao de DNA genémico

O DNA gendmico foi extraido a partir de micélio da linhagem selvagem obtido apds
crescimento vegetativo a 250 rpm, 30°C por 24 h. Para isto, uma pequena quantidade de
micélio congelado foi pulverizado em gral de porcelana com nitrogénio liquido e o po
resultante foi transferido para microtubo contendo uma mistura de 500 pL de tampéo de
extragdo de DNA gendmico (200 mM Tris-HCI, pH 8,0, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA e 1%
SDS) e 500 yL de uma solugao de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico na proporgao 25:24:1
e homogeneizado em vortex. O sobrenadante foi separado por centrifugagéo (16.000 x g, 10
min, 4°C) e transferido para novo microtubo e precipitado em 50 pyL de 3 M acetato de sodio,
pH 5,2 e 950 uL de isopropanol a -80°C por 30 min. O precipitado foi recolhido (16.000 x g,
10 min, 4°C) e ressuspenso em 100 pL de agua e digerido com uma solugdo contendo
RNAse A (10 mg/mL) a 37°C, 30 min. Foi realizada nova extracado com 200 pyL de fenol:
cloroférmio: élcool isoamilico na proporcdao 25:24:1, homogeneizado em voértex e
centrifugado (16.000 x g, 10 min, 4°C). A fase aquosa foi recolhida em novo microtubo e
realizada uma nova precipitagéo a baixa temperatura com 40 yL de 7,5 M acetato de amdnio
e 750 pL de etanol absoluto gelado, e a seguir, recolhido (16.000 x g, 10 min, 4°C) e lavado
3 vezes com 700 pl de etanol 70%, seco ao ar, e ressuspenso em 50 a 100 uL de agua. A
concentracao de DNA foi quantificada em NANOVUE™ PLUS (GE) no comprimento de onda
de 260 nm e a pureza da amostra foi analisada através da relagcdo das absorbancias a
260/280 nm.

11. Ensaios de DNA gel shift (EMSA)

Os ensaios de alteracdao da mobilidade de DNA em gel foram realizados para
verificar a ligacao das proteinas recombinantes His::FLBC e GST:FLBC as regides
promotoras dos genes.

11.1. Preparo das sondas de DNA
Oligonucleotideos foram desenhados para a amplificagcdo por PCR de fragmentos de

DNA da regido promotora dos genes vosA (pvosA), gdn (pgdn) e gpn (pgpn), os quais
apresentam o motif de ligacao da proteina FIbC de A. nidulans. Também foram desenhados
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oligonucleotideos para a amplificacdo de fragmentos de DNA da regido promotora dos
genes wetA (pwetA), abaA (pabaA), gdn (pgdn) e gpn (pgpn), 0s quais apresentam o motif
de ligacéo da proteina FLBC de N. crassa (Tabela 2).

Os fragmentos de DNA foram amplificados por PCR em um termociclador
Mastercycler gradient (Eppendorf). Foram feitas 6 reacdes para cada sonda, utilizando-se
para cada reacdo 1 pL de DNA gendmico (1 pg/uL), 0,5 pL (1,25 U) da enzima Taq
Polimerase recombinante (Invitrogen), 1 uL dos oligonucleotideos F e R (100 pmol/uL), 5 pL
de tampéao 10x, 1 uL de dNTP (10 mM cada) e 2,5 uL de MgCl, (50 mM). A mistura foi
homogeneizada e acrescida de 3 uL de a-[**P]dATP (10* cpm) e submetida & PCR, nos
seguintes ciclos: desnaturagdo (96°C, 1 min), anelamento (49,5-55,6°C, 1 min) e extensao
(72°C, 30 seg), por 30 ciclos, em um volume final de 50 yL para cada reagéao.

Os produtos das reagbes foram purificados pela precipitagdo com 1 mL de
isopropanol, 1/10 do volume da reagcao com 3,0 M NaOAc, pH 5,2 e 1/10 do volume da
reacao com glicogénio (20 mg/mL) a -80°C/16 h. Os precipitados foram recolhidos por
centrifugacdo (20.800 x g, 30 min, 4°C), lavados duas vezes com etanol 70% e
ressuspensos em agua. Os produtos purificados foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose low melting point 2% (Sigma) em tampao TAE 1x (400 mM Tris-HCI, pH 8,0; 200
mM acido acético glacial; 10 mM EDTA) contendo 0,5 pg/mL brometo de etidio. As bandas
correspondentes aos tamanhos dos fragmentos esperados foram excisadas do gel e
solubilizadas a 65°C, 10 min. A seguir, foi realizada a adigdo de 200 pL de fenol saturado, a
mistura foi homogeneizada e centrifugada (18.000 x g, 5 min, temperatura ambiente). A fase
aquosa foi transferida para tubo Ilimpo e adicionado 500 pL de solugcéo
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), homogeneizada e centrifugada (18.000 x g, 5

Tabela 2— Oligonucleotideos utilizados.

. , . Tamanho Localizagdo do motif Motif
Oligonucleotideos Sequéncias o : o
esperado naregiao promotora identificado
PVOSAF 5-GCCTAAGCGATTCCGTC-3 _ .
pvosA-R 5-CCAAGCACAAGGCAGGC-3 S8 PP 798 pb A. nidulans
pgan-F 5 TAACTCTCACAGCGGTCG3' _ .
pgnd-R 5-GCTGACCGCAACAAGACC-3' 204 PP 1593 pb A. nidulans
pwetAF  5-GGAGCCCTTGTCACCGCCGA-3 ]
owetA-R  5-AGGATGTGGCACTGGAAGAG-3 212 PP 2220 pb N. crassa
pabaAF  5-GGATGGTGAAAGTGATGATG-3 _
pabaA-R 5 AGCCAGTCATCATCAGTAGC-3 200 PP 2774 pb N. crassa
pgdnF1  5-CGGACAAGCAGGGAGAAGCG-3 _
pgan-R1 5-GGAAAAAGGAACGAAGCGAG-3 201 PP 1916 pb N. crassa
pgdnF2  5-GGTCTTGTTGCGGTCAGCGTC-3 ]
ogdn-R2  5- CAAGTTGCGAGTCGAGAGAGC-3 201 PP 1356 pb N. crassa
pgpn-F 5 CGGGAGGTTGGGAGCAGAGGS | 1821 pb N crasen

pgpn-R 5-CTGCCACTCCTTACTAACTTC-3’
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min, temperatura ambiente). A fase aquosa foi transferida para tubo limpo e precipitada com
1/10 do volume do tubo em 3 M NaOAc pH 5,2, etanol absoluto gelado e 10 uL de glicogénio
(20 mg/mL) e armazenada a -80°C, 16 h. Apos esse periodo, os tubos foram centrifugados
(20.800 x g, 30 min, 4°C), os precipitados foram lavados com etanol 70% gelado,
ressuspensos em agua e quantificados por absorbancia a 260 nm, utilizando aparelho
NANOVUE™ PLUS (GE). A radioatividade foi quantificada por cintilacdo liquida em um
cintilador Beckman, modelo LS6500 e as sondas foram armazenadas a -20°C.

11.2. Preparo dos competidores especificos

Os competidores especificos (CE) foram preparados como descrito para as sondas
radioativas, utilizando-se os mesmos pares de oligonucleotideos para preparacdo de cada
sonda, porém, sem marcagao radioativa. A partir de dois pares de oligonucleotideos simples
fita (Tabela 3) foram preparados dois oligonucleotideos de DNA dupla-fita, oligoFIbC (27 pb),
contendo o motif de ligagao da proteina FIbC de A. nidulans e oligoFLBC (30 pb), contendo
o motif de ligagdo da proteina FLBC de N. crassa. Os oligonucleotideos de DNA dupla-fita
foram preparados por meio de desnaturacao e renaturacao gradativa dos oligonucleotideos
simples fita e checados por eletroforese em gel de poliacrilamida 15% nao desnaturante, em
tampao TBE 1x (0,89 M Tris HCI, 0,025 M EDTA, 0,89 M acido bdrico, pH 8,0). Apéds
eletroforese, o gel foi corado com azul de metileno (100 mg/mL). Os competidores
especificos e o oligonucleotideo dupla-fita foram quantificados através de absorbéancia a 260
nm em aparelho NANOVUE™ PLUS (GE).

Tabela 3. Oligonucleotideos utilizados.

Oligonucletideo Sequéncia
oligoFIbC-F 5-TTGAACTGACTGACGAAACAGAGGGGA-3
oligoFIbC-R '5-TCCCCTCTGTTTCGTCAGTCAGTTCAA-3

oligoFLBC-F 5-AGCGACAGAGGTGCCGATCCGATCGGTTCC-3
oligoFLBC-R 5-GGAACCGATCGGATCGGCACCTCTGTCGCT-3’

11.3. Ensaio de ligacao DNA-proteina

A fim de se verificar a menor quantidade da proteina recombinante a ser utilizada nos
ensaios de DNA gel shift, foram realizadas reagées com quantidades variadas de His::FLBC
e GST::FLBC (1, 3, 5, 10 e 15 pg) em 1x tampéo de ligacdo (25 mM HEPES-KOH, pH 7,9,
20 mM KCl, 10% v/v glicerol, 1 mM dithiotreitol, 0,2 mM EDTA, 50 mM PMSF, 200 pg/mL
benzamidina, 100 pg/mL antipaina, 100 pg/mL pepstatina A, 200 yg/mL NaF, 100 mM DTT)
contendo 1 ug/uL de poli(dl-dC)e(dI-dC) como competidor inespecifico e adicionado de 1 pL
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de sonda radioativa (10° a 10* cpm). As reacdes foram incubadas por 20 min a temperatura
ambiente e aplicadas em gel de poliacrilamida 5% nao desnaturante em tampao 0,5 x TBE,
a 250V, 10 mA, 10°C. Apés a eletroforese, o gel foi seco e autoradiografado.

Para os ensaios de competicdo, um excesso molar do competidor especifico (sonda
nao marcada) foi adicionado a reacdo de ligacao, numa concentracdo de 10, 20 e 30x
superior a sonda radioativa 20 min antes da adi¢cao desta. Apds incubagédo com a sonda (20
min), as reag¢des foram submetidas a eletroforese como descrito acima. Ensaios de
competicdo especifica, utilizando um excesso molar dos oligonucleotideos dupla-fita
oligoFLBC e oligoFIbC numa concentragdo de 10 e 20x superior a sonda, também foram

realizados.
12. Anadlise de bioinformatica das proteinas estudadas

As sequéncias polinucleotidicas das ORFs que codificam as proteinas estudadas
bem como suas sequéncias polipeptidicas foram obtidas no site do genoma do fungo
(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/neurospora/Home.html). A deteccdo e
caracterizagcao dos dominios presentes nas proteinas foram feitas por meio das informacées
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).

As sequéncias polipeptidicas foram comparadas com outras disponiveis no banco de
dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov), utilizando a ferramenta Blastp
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/). Para o alinhamento multiplo das sequéncias
polipeptidicas das proteinas de interesse e dos ortélogos funcionais caracterizados em
outros organismos foi utilizado 0 programa Clustalw server
(http://www.ch.embnet.org/software/ClustalW.html) e os residuos de aminoacidos idénticos e
conservados foram identificados por Boxshade 3.21 no site Box Shade Server
(http://www.ch.embnet.org/software/.BOX_form.html).

As regides promotoras dos genes estudados foram analisadas quanto a presenga de
sitios de ligagao da proteina FIbC/FLBC de A. nidulans e de N. crassa, respectivamente. A

analise in silico foi realizada manualmente.
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1. A proteina FLBC

A linhagem mutante na ORF NCUO03043 corresponde a linhagem nocauteada no
gene fIbC (flb for fluffy low brlA expression) (COPPIN, 2002), a qual codifica para uma
proteina anotada no banco de dados do fungo N. crassa como fator de transcricao FLBC
contendo dois dominios repetidos de ligagdo ao DNA zinc finger do tipo C,H,, na porgcéao C-
terminal, do residuo de aminoacido 328 ao 355 (Figura 5). O alinhamento de sequéncias
mostrou que a proteina FLBC de N. crassa é conservada em fungos filamentosos (Figura 5)
possuindo alta identidade com as proteinas FIbC de A. nidulans (51%), FIbC de A. fumigatus
(63%) e com a proteina Fle1 do fungo P. anserina (68%). O resultado apresentado na figura
mostra 0 dominio de ligagdo ao DNA zinc finger do tipo Co,H, na por¢do C-terminal
conservado entre as diferentes proteinas. Foram identificados dois sinais de localizagao
nuclear classicos na proteina FLBC de N. crassa (312KKHK316, 360RRHK364), presentes
também nas sequéncias polipeptidicas das outras proteinas, sugerindo que estas possam
migrar para o nucleo, como descrito para a proteina FIbC de A. nidulans, a qual se localiza
no nucleo apos a indugao da conidiagao por exposicao ao ar (KWON et al., 2010).

Resultados previamente obtidos em nosso laboratério mostraram que o nocaute do
gene flbC em N. crassa causa severas alteragdes fenotipicas relacionadas ao crescimento e
desenvolvimento do fungo, entre eles a redugdo da capacidade de conidiagao,
apresentando poucos microconidios, hifas aéreas reduzidas, alteragdo da morfologia das
hifas, apresentando um aumento de septacédo e producédo acentuada do pimento melanina
(CORROCHER, 2012). Também mostrou que a linhagem mutante apresenta uma
desregulacdo no metabolismo de glicogénio, apresentando niveis elevados de glicogénio
antes e ap6s o choque térmico e um alto nivel do transcrito gsn apdés o choque térmico
guando comparada a linhagem selvagem (GONCALVES et al., 2011, CORROCHER, 2012).
No fungo P. anserina, a proteina Fle1 é requerida para a iniciagéo da diferenciagéo sexual.
O nocaute do gene fle1 aumentou a produgédo de 6rgaos femininos (protoperitécio) e a
producdo de microconidios, causando também alteragées morfolégicas das hifas, como
ondulacdes e formacao de hifas helicoidais (COPPIN, 2002). O fator de transcricao FIbC
exerce papel regulatério no processo de ativacdo da conidiacdo em A. nidulans, atraves da
ligacdo a sitios especificos presentes nos promotores dos genes briA, abaA e vosA
envolvidos no processo de conidiagdo. A Figura 6 mostra a cascata dos genes envolvidos
na conidiacao em A. nidulans (KWON et al., 2010).
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Figura 5- Alinhamento multiplo das sequéncias polipeptidicas da proteina FLBC codificada pela ORF
NCUO03043 de N. crassa com as proteinas FIbC dos fungos A. nidulans (XP_660025.1), A. fumigatus
(XP_755710.1) e Fle1 de P. anserina (XP_001907229.1). A barra preta indica o dominio C,H, zinc
finger presente na por¢do C-terminal. As barras vermelhas indicam os sinais de localizagao nuclear
(LNS). Alinhamento multiplo realizado por ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) e os
aminoacidos idénticos e conservados foram identificados por Boxshade. Os LNSs foram identificados
pelo PSORT Il (http://psort.hgc.jp/form2.html).
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Figura 6. Modelo genético para reguladores centrais e upstream da conidiacdo em A. nidulans
(PARK, YU, 2012).

2. Analises morfolégicas da linhagem fIbC*°

Como descrito anteriormente, a linhagem flbC*® apresentou severas alteracdes
fenotipicas. Desse modo, uma anéalise morfolégica mais detalhada da linhagem fIbC® foi

realizada.
2.1. Crescimento em meio solido

A andlise de crescimento da linhagem mutante, juntamente com a linhagem
selvagem, foi realizada em frascos contendo meio VM sélido, os quais foram incubados em
estufa a 30°C por 3 dias. Apds esse periodo, as linhagens foram transferidas para
temperatura ambiente por mais 5 dias. Os resultados obtidos apds os primeiros trés dias de
crescimento, mostraram um aspecto “cotonoso” da linhagem mutante, e uma reduzida
producdo do pigmento B-caroteno em relacdo a linhagem selvagem (Figura 7A). Apés um
periodo de 8 dias foi possivel observar que a linhagem mutante apresentou reducao de hifas
aéreas (Figura 7B), fendtipo observado para a linhagem mutante na proteina Fle1 do fungo
P. anserina (COPPIN, 2002).

Os conidios das linhagens mutante e selvagem foram coletados em agua destilada
apds 10 dias de crescimento, filtrados em gaze estéril e contados. Foi possivel observar a
presenca de poucos microconidios na linhagem fIbC*°, sendo necessaria a utilizagdo de
pedacos de hifa da linhagem mutante para a realizagdo dos demais experimentos
apresentados neste trabalho.
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Figura 7— Andlise do crescimento das linhagens selvagem e mutante em meio sélido. Conidios foram
inoculados no centro do meio de cultura. As linhagens foram mantidas inicialmente a 30°C por 3 dias
(A) e, posteriormente, a temperatura e luminosidade ambiente por mais 5 dias (B).

2.2. Analise da extremidade das hifas

A analise da extremidade das hifas das linhagens selvagem e mutante foi realizada
em placas de Petri contendo meio VM soélido, na qual conidios/pedagcos de hifas das
linhagens foram inoculados no centro das placas e incubados a 30°C por 20 h. As imagens
apresentadas na Figura 8 mostram uma alta ramificagdo na linhagem mutante e também a

formacgao de aglomerados irregulares de hifas.
2.3. Analise da germinacéao de microconidios da linhagem fIbC<°

A linhagem mutante fIbC*® produz poucos microconidios e para efeito comparativo,
foi necesséaria a indugdo da microconidiagdo na linhagem selvagem. A germinagao dos
microconidios das linhagens selvagem e mutante foi realizada em placas de petri contendo
pequenos discos de meio VM soélido, onde microconidios das linhagens foram inoculados
(10° células/mL) e entdo recobertos por uma laminula. Apds incubacdo a 30°C, amostras
foram removidas em diferentes tempos e as células foram tratadas com DAPI, para
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Figura 8- Analise da extremidade das hifas nas linhagens selvagem e mutante. Conidios foram
inoculados no centro das placas de Petri contendo meio VM e as placas foram incubadas por 24 h a
30°C. Fotos tiradas com estereomicroscopio trinocular SteREO Discovery.V8 (Zeiss) com aumento de
50x. (A) linhagem selvagem (FGSC#2489), (B) linhagem flbC*°.

visualizagao dos nucleos e com calcofluor para a visualizagdo da parede celular e septos.
As imagens obtidas apos tratamento das células com calcofluor (Figura 9) mostram que
apenas apds 24 h de crescimento foi possivel observar a germinagao dos microconidios das
duas linhagens. A linhagem mutante apresentou um aumento na septagao e ramificagdo das
hifas, além de um inchago destas e formagao de estruturas globosas denominadas “fluffy’,
as quais foram descritas para a linhagem mutante de A. nidulans nesta proteina (ADAMS et
al., 1992). Apés 48 h de crescimento foi possivel observar regides de constriccao
citoplasmatica nas hifas da linhagem mutante. Também foi possivel observar a produgao de
conidios pela linhagem selvagem, a qual ndo ocorreu na linhagem mutante. A Figura 10
apresenta as imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia das hifas das linhagens
apoés tratamento com DAPI. Em 48 h, a linhagem mutante apresentou um discreto aumento
do numero de nucleos e um nivel de organizacao alterado em relacdo ao observado na
linhagem selvagem, sendo possivel observar também o inchago das hifas.

Os resultados de crescimento e morfologia mostram que a proteina FLBC de N.
crassa desempenha importante papel no desenvolvimento do fungo e o nocaute do gene
flbC implica na auséncia de conidiagdo e alteracdo na morfologia das hifas, resultados
semelhantes aos descritos para os fungos A. nidulans (KWON et al, 2010) e P. anserina
(COPPIN, 2002).
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Figura 9— Analise morfoldgica durante a germinagao de microconidios das linhagens selvagem e fIbC*°. Microconidios corados com solugdo 1 mg/mL de
calcofluor. Imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia utilizando microscopio Axioimager A2 (Zeiss) com 63x de aumento.
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Figura 10- Analise morfolgica durante a germinagdo de microconidios das linhagens selvagem e fIbC*°. Células foram fixadas com solucdo 3,7% (v/v) de
formaldeido, 50 mM NaH,PQ,, pH 7,0, 0,2%(v/v) triton X-100 e coradas com solucao 10 pg/mL de DAPI. Fotos tiradas por microscopia de fluorescéncia
utilizando microscopio Axioimager A2 (Zeiss) com 63 x de aumento.
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3. Analise do conteudo de carboidratos de reserva na linhagem fIbC*°

As linhagens mutante e selvagem foram avaliadas quanto ao conteudo de glicogénio
e trealose durante o crescimento vegetativo do fungo, a fim de correlacionar o metabolismo
de carboidratos com o desenvolvimento celular do fungo N. crassa. Para as andlises,
conidios/pedacos de hifas foram inoculados em frascos contendo meio VM liquido e as
amostras retiradas a cada 12 h. A linhagem mutante apresentou um perfil de acumulo de
glicogénio diferente do observado na linhagem selvagem, apresentando niveis elevados do
carboidrato durante todo o periodo de tempo analisado (Figura 11A). Além disso, nao
apresentou um pico de acumulo ao redor de 48 h de crescimento, caracteristico da linhagem
selvagem. A quantificacdo do conteudo de trealose também foi realizada e os resultados
mostraram um perfil de acumulo de trealose da linhagem mutante semelhante ao da
linhagem selvagem, porém, apresentando niveis mais elevados do carboidrato (Figura 11B).

Os resultados obtidos sugerem que a proteina FLBC de N. crassa possa
desempenhar um importante papel na regulacdo do metabolismo de carboidratos do fungo,
através da regulagao direta ou indireta dos genes responsaveis pela sintese e degradagao
dos carboidratos. Desse modo, ensaios de mobilidade em gel foram realizados para verificar
a capacidade de ligacao da proteina FLBC a regido promotora dos genes envolvidos no
metabolismo de glicogénio.

4. Producao e purificacao da proteina FLBC recombinante

Como descrito em Materiais e Métodos, a proteina recombinante HIS::FLBC havia
sido purificada anteriormente em nosso laboratério. Neste trabalho sera descrita a producao
e purificagdo da proteina recombinante GST::FLBC. A construgédo plasmidial (pGEX-fIbC)
para a produgao da proteina ja estava disponivel no laboratorio.

4.1. Analise da solubilidade

O ensaio de solubilidade da proteina recombinante foi realizado a partir de 6 clones
carregando a construgdo pGEX-fIbC. Para tal, as células foram induzidas e amostras foram
coletadas antes (NI) e depois da indugéo. As células coletadas foram lisadas com PBS e
centrifugadas para separacdo do sobrenadante (S) e precipitado (P). As amostras foram
analisadas em gel SDS-PAGE. A Figura 12 mostra a banda correspondente a proteina
recombinante GST::FLBC, com aproximadamente 66 kDa, indicada por setas. Os resultados
obtidos revelaram que a proteina GST::FLBC foi produzida em maior quantidade no
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Figura 11- Quantificacdo do contetido de carboidratos de reserva nas linhagens selvagem e flbC*®
durante o crescimento vegetativo. Conidios inoculados em meio VM liquido sob agitagdo constante a
30°C. Amostras coletadas a cada 12 h. Andlise do acimulo de glicogénio (A) linhagem selvagem (B)
linhagem fIbC"°.
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Clone 1 Clone 2 Clone 3

Figura 12- Analise da solubilidade da proteina GST::FLBC em clones de E. coli BL21. Células
crescidas em meio 2YT a 37°C. Indugéo da proteina recombinante pela adicdo de 0,4 mM de IPTG.
Células lisadas em sonicador SONICS, VibraCell. A seta indica a banda correspondente a proteina
recombinante. Eletroforese SDS-PAGE 10% corado com Coomassie Brilliant Blue R-250. PM, Peso
Molecular (kDa), NI, amostra ndo-induzida; S, sobrenadante; P, precipitado.
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sobrenadante e que o clone 4 foi o melhor clone produtor da proteina, sendo entao
escolhido para a producao e purificacdo em maior escala.

4.2. Purificacao da proteina recombinante

A proteina GST::FLBC foi purificada por cromatografia de afinidade utilizando uma
coluna GSTrap no sistema de purificagdo Akta Prime. A Figura 13A mostra o perfil
cromatografico obtido durante a purificagdo da proteina recombinante. O cromatograma
apresenta um pico apés eluicdo com glutationa e as fragdes recolhidas (indicadas por setas)
foram analisadas em SDS-PAGE (Figura 13B). O resultado mostrou que a proteina
recombinante foi eluida em maior quantidade nas primeiras fragdes recolhidas apds a
eluicao, porém foram observadas bandas de contaminacao de aproximadamente 30 kDa. As
fracOes recolhidas foram concentradas em Amicon, sendo que as fracbes 4 a7 (F4) e8a 15
(F5) foram reunidas e entdo concentradas (Figura 13C). As fragbes F2, F3, F4 e F5 foram
submetidas a analise por Western blot (Figura 13D) utilizando-se anticorpo anti-GST
conjugado com peroxidase. Os resultados mostraram que as bandas de contaminag¢@o séo
provavelmente a proteina GST livre e produtos de degradacao da proteina recombinante.

A proteina GST nao fusionada também foi produzida e purificada para ser utilizada
como controle negativo nos ensaios de ligacdo DNA-proteina. A proteina foi eluida com
glutationa e as fracoes recolhidas foram analisadas por SDS-PAGE (Figura 14A). As fracoes
1, 3, 4 e 5 (F1) foram reunidas e concentradas em Amicon, assim como a fragédo 2 (F2)
(Figura 14B).

5. Ensaios de ligacao DNA-proteina

A fim de elucidar o possivel envolvimento do fator de transcricdo FLBC de N. crassa
na regulacdo do metabolismo de glicogénio, uma analise in silico da regiao promotora dos
genes envolvidos na sintese e degradacao de glicogénio foi realizada. As analises iniciais
utilizando como referéncia o motif (Figura 15A) de ligacao da proteina FIbC de A. nidulans
(KWON et al.,, 2010) mostraram a presenga do motif apenas nos promotores dos genes
responsaveis pela degradagado do glicogénio gdn (codifica a enzima desramificadora do
glicogénio) e gpn (codifica a enzima glicogénio fosforilase), sendo que neste ultimo o motif
esté incompleto.

Mais recentemente, o provavel motif de ligacdo da proteina FLBC de N. crassa foi
identificado pelo grupo de pesquisa do Dr. Larrondo (Universidade Pontificia Catélica do
Chile) e por meio de uma colaboragao foi disponibilizado para o nosso grupo. A sequéncia
nucleotidica do mesmo esta apresentada na Figura 15B. Através da analise compartaiva
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Figura 13- Purificacdo da proteina recombinante GST::FLBC. Células crescidas em meio 2YT a
37°C. Produgéo da proteina recombinante induzida pela adi¢do de 0,4 mM de IPTG. Células lisadas
em sonicador SONICS, VibraCell. (A) Cromatograma das etapas de purificacdo em coluna GSTrap
utilizando 10 mM de glutationa utilizando sistema de purificagdo Akta Prime. (B) Analise eletroforética
das fracoes eluidas (1 a 15). (C) Analise eletroforética das fragcdes concentradas em Amicon 30.000
MW da proteina recombinante (F2, fracao 2; F3, fracado 3; F4, fracdes 4 a 7; F5, fragcdes 8 a 15).
Eletroforese realizada em SDS-PAGE, gel corado com Comassie Brilliant Blue R-250. (D) Analise por
Western Blot com anticorpo anti-GST. PM, Peso Molecular em kDa.
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Figura 14- Purificagdo da proteina GST por cromatografia de afinidade utilizando coluna GSTrap em
sistema de purificagdo Akta Prime. Fragdes eluidas em 10 mM de glutationa. (A) Analise eletroforética
das fragdes eluidas (1 a 5). (B) Analise eletroforética das fragées concentradas em Amicon 30.000
MW da proteina GST (F1, fragbes 1, 3, 4 e 5; F2, fracao 2). PM, Peso Molecular em kDa. Eletroforese
realizada em SDS-PAGE, gel corado com Comassie Brilliant Blue R-250.
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Figura 15- Dominio de liga¢édo da proteina FIbC de A. nidulans (KWON et al., 2010) (A) e da proteina
FLBC de N. crassa (B). (C) Andlise da regiao promotora dos genes gpn e gdn. Os losangos cinza
representam os motifs FLBC e os losangos pretos representam os motifs FIbC. Os oligonucleotideos
utilizados para a amplificagdo dos fragmentos de DNA contendo os motifs identificados s&o
mostrados na Tabela 2.
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entre os dois motifs, pode ser observado que o motif de N. crassa, além de apresentar uma
sequéncia nucleotidica maior, difere do motif de ligacao da proteina de A. nidulans em
apenas um nucleotideo no core da sequéncia, com a presenca de uma citosina no lugar de
uma adenina. Com base nessas informacées, uma nova analise in silico da regiao
promotora dos genes envolvidos na regulacao do metabolismo de glicogénio foi realizada,
confirmando a presenca do motif de ligacdo FLBC na regiao promotora dos genes gpn e
gadn. Entretanto, os dois motifs identificados na regidao promotora do gene gdn diferem em
um nucleotideo no core do motif, com a presenga de uma adenina ao invés de uma citosina,
e também nas vizinhangas do motif. A Figura 15C mostra o esquema da regiao promotora
dos genes gpn e gdn e a localizagdo dos motifs FIbC de A. nidulans e FLBC de N. crassa
identificados.

A partir das informacdes obtidas, foram realizados ensaios de alteracdo de
mobilidade em gel para verificar a capacidade de ligagdo da proteina a ambos os motifs
encontrados na regido promotora dos genes envolvidos na degradacao do glicogénio.

5.1. Ensaio de DNA gel shift (EMSA)

As reacdes de mobilidade em gel foram realizadas para verificar a capacidade de
ligacao da proteina FLBC aos diferentes motifs encontrados na regiao promotora dos genes
gpn e gdn. Para tal, reagdes contendo 10 pg das proteinas recombinantes His::FLBC e
GST::FLBC foram analisadas. Entretanto, ndo foi observada a formagao de complexos DNA-
proteina em ambos motifs analisados ao utilizar a proteina His::FLBC. Assim, as demais
analises foram realizadas utilizando a proteina recombinante GST::FLBC.

Inicialmente, reac6es com concentracdes crescentes da proteina recombinante (1 a
15 pg) foram realizadas com os motifs FLBC de N. crassa e FIbC de A. nidulans,
identificados na regido promotora dos genes gpn e gdn. Foi observada a formagdo de um
complexo DNA-proteina nas reagdes contendo o motif de ligagdo da proteina FLBC de N.
crassa e auséncia de complexos nas reagdes utilizando as sondas contendo o motif FIbC de
A. nidulans (resultados ndo mostrados). Os resultados indicaram que o motif de ligagao da
proteina FLBC de N. crassa nao é o mesmo para a proteina de A. nidulans e que a
substituicdo de apenas um nucleotideo (C/A) no core da sequéncia consenso possa ser
responsavel pela alta especificidade da ligagao do fator de transcricdo ao DNA.

Ensaios de competicdo especifica foram realizados através da utilizagdo de sondas
contendo o motif de ligagcdo da proteina FLBC de N. crassa e incubagdo com a proteina
recombinante durante 20 min e um excesso molar de 10, 20 e 30 x do competidor especifico
(sonda ndo marcada) em relagdo as sondas utilizadas. A Figura 16 apresenta o resultado
desta analise e podemos observar que houve uma diminuigdo da intensidade do complexo
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Figura 16- Ensaio de EMSA mostrando a ligacao da proteina GST::FLBC ao motif FLBC de N.
crassa. Diferentes concentragcbes de competidor especifico (CE) foram testadas (10, 20 e 30 x de
excesso molar a sonda), utilizando-se de 2,0 e 3,0 ug da proteina GST::FLBC. (A) Sonda pgadn. (B)
Sonda pgpn. Os complexos DNA-proteina estdo indicados pelas setas. Canaleta 1- sonda sem
adicao de proteina. SL- sonda livre. O- origem do gel. Eletroforese em gel de poliacrilamida nao
desnaturante 5%, em tampao TBE 0,5 x.

formado com 20 e 30 x de excesso molar do competidor especifico para as sondas pgadn e
pgpn, respectivamente, indicando uma alta especificidade da interacao DNA-proteina.

Para verificar a especificidade do sitio de ligacdo da proteina FLBC,
oligonucleotideos dupla-fita de DNA (oligoFLBC e oligoFIbC) foram utilizados como
competidores especificos nas reagdes de ligagcdo com as sondas pgpn e pgdn. As Figuras
17 e 18 mostram o desaparecimento do complexo DNA-proteina quando um excesso molar
do oligonucleotideo oligoFLBC foi utilizado, enquanto que, houve uma diminuicdo da
intensidade do complexo formado quando um excesso molar do oligonucleotideo oligoFIbC
foi utilizado. Estes resultados indicaram que o sitio de reconhecimento da proteina FLBC de
N. crassa é altamente especifico. Adicionalmente, reacées de ligacdo foram realizadas
utilizando a sonda contendo o segundo motif de ligagdo da proteina FLBC, identificado na
regido promotora do gene gdn, o qual difere na sequéncia nucleotidica em relagdo as
demais sondas no core do motif e em suas vizinhangas. A Figura 19 mostra o resultado
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Figura 17- Ensaio de EMSA mostrando a ligagdo da proteina GST::FLBC ao motif de N. crassa
presente na sonda pgpn. Diferentes concentragdes dos oligoFIbC e oligoFLBC foram testadas (10 e
20 x de excesso molar a sonda), utilizando-se de 3,0 ug da proteina GST::FLBC. O complexo DNA—
proteina é indicado pela seta. Canaleta 1- Sonda sem adi¢cdo de proteina. Canaleta 10- Sonda
inespecifica (sem sitio de ligacdo para proteina FLBC) sem adi¢do de proteina. SL-Sonda livre. O-
Origem do gel. Eletroforese em gel de poliacrilamida nao desnaturante 5%, em tampao TBE 0,5 x.

desta analise e foi possivel observar uma diminuicdo acentuada da intensidade do complexo
formado quando um excesso molar do oligonucleotideo oligoFLBC foi adicionado a reagéao
de ligacdo. Entretanto, ndo foi observada nenhuma alteracdo na intensidade do complexo
DNA-proteina formado ao utilizar o oligonucleotideo oligoFIbC, indicando novamente se
tratar de um sitio de reconhecimento da proteina FLBC de N. crassa altamente especifico.
Como controles negativos das reagdes foram utilizados as proteinas GST, GST::CREA
(Figura 17, canaleta 9) e His::PACC (Figura 18, canaleta 10) e uma sonda marcada
radioativamente, a qual ndo possui sitios de ligacao para as proteinas de N. crassa ou A.
nidulans (sonda pdeb). Foi observado um retardo na migra¢do quando a proteina
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Figura 18- Ensaio de EMSA mostrando a ligagao da proteina GST::FLBC ao motif de N. crassa
presente na sonda pgdn. Diferentes concentragdes dos oligoFIbC e oligoFLBC foram testadas (10 e
20 x de excesso molar a sonda), utilizando-se de 2,0 ug da proteina GST::FLBC. O complexo DNA—
proteina é indicado pela seta. Canaleta 1- Sonda sem adicao de proteina. SL-Sonda livre. O- Origem
do gel. Eletroforese em gel de poliacrilamida ndo desnaturante 5%, em tampao TBE 0,5 x.

GST::CREA foi usada (Figura 17, canaleta 9), devido a presenca de uma parte do motif do
fator de transcricdo CREA na extremidade da sonda, o qual pode ter sido suficiente para a
interacao com a proteina CREA.

Os resultados obtidos sugeriram que ndo somente a sequéncia nucleotidica do core
do motif € importante para a especificidade de interacdo da proteina FLBC de N. crassa,
mas também as vizinhangas do core. A troca de uma adenina, presente no motif de A.
nidulans, por uma citosina, presente no motif para N. crassa, pode ser suficiente para
impedir o reconhecimento do fator de transcricdo FLBC de N. crassa a regiao promotora dos
genes gpn e gdn onde foram identificados motifs para a ligagdo da proteina FIbC de A.
nidulans (resultados nao apresentados). Em contrapartida, quando o oligonucleotideo
oligoFIbC foi utilizado em ensaios de competi¢ao, ele foi capaz de se ligar inespecificamente
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Figura 19- Ensaio de EMSA mostrando a ligacdo da proteina GST::FLBC ao segundo motif de N.
crassa presente na sonda pgdn. Diferentes concentragdes dos oligoFIbC e oligoFLBC foram testadas
(10 e 20 x de excesso molar a sonda), utilizando-se de 3,0 pg da proteina GST::FLBC. O complexo
DNA-—proteina € indicado pela seta. Canaleta 1- Sonda sem adi¢cao de proteina. SL-Sonda livre. O-
Origem do gel. Eletroforese em gel de poliacrilamida nao desnaturante 5%, em tampao TBE 0,5 x.

a proteina FLBC de N. crassa, sugerindo que a vizinhanga do core do motif influencia na

ligacdo com a proteina.

6. Analises de expressao génica

Baseado nos resultados de ligacdo DNA-proteina e considerando que os promotores
dos genes gpn e gdn mostraram ligacao in vitro a proteina FLBC, as andlises de expressao
génica foram realizadas apenas para estes dois genes. A analise da expressao do gene flbC
e dos dois genes foi realizada durante o crescimento vegetativo e apdés a indugdo do
desenvolvimento assexual do fungo N. crassa pela técnica de PCR quantitativo em tempo
real (QPCR).
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6.1. Andlise da expressao do gene fIbC

As analises durante o crescimento vegetativo foram realizadas em amostras de
micélio coletadas em diferentes tempos do crescimento em meio liquido. Os resultados
obtidos mostraram a presenca do transcrito a partir de 12 h de crescimento vegetativo e um
aumento na expressao em 60 h de crescimento (Figura 20A). A inducao do desenvolvimento
assexual foi realizada através da exposicao a luz de amostras miceliais obtidas apds 20 h de
crescimento em meio liquido. As amostras foram colocadas na superficie de meio VM sélido
sobre uma membrana de celofane e expostos a luz em diferentes tempos (GREENWALD,
2010). O RNA total foi extraido das amostras de micélio e submetido a analise da expressao
génica. Os resultados apresentados na Figura 20B mostram que o transcrito fIbC foi
detectado ap6s 4 h e atingiu uma expressdo maxima em 48 h. Os resultados séao
semelhantes ao descrito por Kwon et al. (2010) em A. nidulans, o qual mostrou que o
transcrito do gene fIbC foi detectado ap6s 6 h, mantendo niveis elevados até 24 h apéds a

inducao do desenvolvimento assexual.
6.2. Analise da expressao dos genes gpn e gdn

A andlise da expressao dos genes envolvidos no processo de degradacado do
glicogénio foi relizada nas linhagens selvagem e mutante fIbC° durante o crescimento
vegetativo. Os resultados mostraram que o transcrito gpn foi detectavel a partir de 12 h em
ambas as linhagens e que a expressdo maxima foi observada em 24 h na linhagem
selvagem e em 48 h na linhagem mutante (Figura 21A). O transcrito gdn foi detectavel em
12 h e mostrou expressdo maxima em 24 h na linhagem selvagem, enquanto que a
linhagem mutante apresentou baixos niveis até 48 h, apresentando expressdo maxima em
60 h (Figura 21B).

Os resultados obtidos nas andlises do conteldo de glicogénio mostraram que os
niveis de acumulo do carboidrato na linhagem mutante permaneceram elevados durante
todo o periodo de tempo analisado. Com base nos dados obtidos e analisando a expressao
dos genes gpn e gdn, os quais mostraram ligacdo in vitro a proteina FLBC, foi possivel
concluir que a auséncia de FLBC causa uma desregulacdo na expressao dos genes
envolvidos no processo de degradagao do glicogénio, onde FLBC atua como um repressor
do gene gpn, e sua auséncia ocasiona uma ativagdo da expressao do gene gpn (Figura
21A). Adicionalmente, o fator de transcrigao FLBC atua como um regulador positivo do gene
gdn, o qual mostrou uma expressdo tardia no mutante fIbC® em relagdo a linhagem
selvagem (Figura 21B).
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Figura 20— Andlise da epresséo do gene fIbC na linhagem selvagem por gPCR. (A) Expressédo do
gene fIbC durante o crescimento vegetativo. Conidios inoculados em meio VM liquido e mantidos sob
agitacdo a 30°C. Amostras foram coletadas a cada 12 h. Os valores apresentados foram
normalizados em relagcdo ao tempo de 12 h. (B) Expressdo do gene fIbC apéds indugdo do
desenvolvimento assexual. Amostras miceliais expostas a luz e temperatura ambientes em diferentes
tempos, apés crescimento de 20 h em meio VM liquido. Extracdo de RNA das amostras realizada
como descrito por SOKOLOVSKY et al. (1990). Sintese de cDNA realizada por RT-PCR. Os valores
apresentados foram normalizados em relagéo ao tempo de 0 h.
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Figura 21— Andlise da expressao dos genes do metabolismo de glicogénio nas linhagens selvagem e
fIbC*® durante o crescimento vegetativo. Conidios inoculados em meio VM liquido e mantidos sob
agitacdo constante a 30°C. Amostras coletadas a cada 12 h. Extragdo de RNA das amostras
realizada como descrito por SOKOLOVSKY et al. (1990). Sintese de cDNA realizada por RT-PCR. (A)
Expressao do gene gpn. (B) Expressao do gene gdn. Os valores apresentados foram normalizados
em relagao ao tempo de 12 h.
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7. Participacao do fator de transcricao FLBC no desenvolvimento no fungo N. crassa

Como mostrado anteriormente, a delegdo do gene fIbC no fungo N. crassa causa
severas alteracbes fenotipicas relacionadas ao desenvolvimento do fungo, tais como
reducdo de hifas aéreas, reduzida capacidade de conidiacdo, apresentando apenas
microconidios, aumento do niumero de septos e desorganizagcao dos nucleos nas hifas. Em
A. nidulans, a proteina FIbC, caracterizada por Kwon et al.(2010), desempenha importante
papel no desenvolvimento do fungo, atuando na regulagéo dos genes centrais da cascata de
conidiagao, se ligando fisicamente a regido promotora dos genes brlA, abaA e vosA, mas
nao em wetA (Figura 6). A auséncia do gene fIbC causa um atraso na conidiacdo e na
germinacao dos conidios além de uma redugao da expressao dos genes brlA e vosA.

Utilizando as sequéncias polipeptidicas das proteinas BrlA, AbaA, WetA e VosA de
A. nidulans como querry uma andlise por Blast foi realizada para verificar a existéncia de
genes homdlogos no genoma de N. crassa. Foram encontrados genes ortdlogos somente
para os genes VosA, wetA e abaA, mas nao brlA (Figura 22), sugerindo que a cascata de
conidiagao regulada por FIbC em A. nidulans seja diferente em N. crassa (KWON et al.,
2010).

A proteina VOSA, codificada pela ORF NCU05964 e anotada no banco de dados do
fungo como “regulador do desenvolvimento VOSA”, possui um dominio velvet na porgcao N-
terminal, do residuo de aminoéacido 13 ao 189 (Figura 23). Este dominio esta presente nas
proteinas da familia velvet VeA, VelB, VosA e VelC, as quais formam o complexo velvet de
proteinas, que conecta o metabolismo secundario com processos de desenvolvimento, tanto
assexual como sexual. Os componentes deste complexo sdo encontrados em todos os
fungos filamentosos e regulam vias importantes em fungos patégenos de plantas e de
humanos (BAYRAM, BRAUS, 2012). O dominio velvet compreende aproximadamente 150
residuos de aminodacidos com varios residuos de prolina no meio do motif, o qual
corresponde a um provavel dominio de ligagdo a DNA, defindo uma nova classe de fatores
de transcrigcéo especificos de fungos (NI, YU, 2007). Algumas proteinas velvet interagem
com outras da mesma familia, 0 que pode sugerir que este dominio também representa um
dominio de interaca@o proteina-proteina. Em A. nidulans, o complexo VosA-VelB atua como
um repressor da diferenciagdo assexual durante o crescimento vegetativo em cultura liquida
submersa ou durante o desenvolvimento do fungo na auséncia de luz (BAYRAM, BRAUS,
2012). Em N. crassa, Smith et al. (2010) demonstrou que vosA é regulado por luz, através
de regulcad direta pelo complexo WCC. O alinhamento de sequéncias mostrou que a
proteina VOSA de N. crassa é conservada em fungos filamentosos (Figura 23) e possui 44%
de identidade com a proteina VosA de A. nidulans, 46% com a proteina de A. fumigatus e
52% com a proteina de Magnaporthe oryzae. O resultado mostrou a presenca do dominio
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Figura 22- Identificacdo de genes ortdlogos aos genes envolvidos na cascata de conidiagdo de A.
nidulans no genoma de N. crassa. Em branco estédo representados os genes néo identificados em N.
crassa.

Velvet na porgcao N-terminal da proteina conservado entre as diferentes proteinas. Foi
identificado um sinal de localizagdo nuclear classico nas proteinas de N. crassa
(368KRPR371), de A. nidulans (341PVKRQRT347) e de A. fumigatus (239PVKRQRT245),
indicando que a proteina VosA/VOSA possa migrar para o nucleo. Em A. nidulans, VosA foi
detectada no nucleo de conidios maduros formando um complexo heterodimérico com VelB
(NI, YU, 2007). O complexo VosA-VelB atua na repressdo da formacdo de esporos
assexuais e controla a expressdo de genes associados com a biogénese de trealose
(BAYRAM et al., 2010). Além disso, VosA foi descrita atuar como fator de transcrigao, pois
possui um dominio de ativagéo transcricional na porcao C-terminal e pode se ligar a regiao
promotora de genes envolvidos no processo de conidiagao (NI, YU, 2007).

A proteina codificada pela ORF NCU01033, anotada como hipotética, e denominada
aqui como WetA-like, apresenta um dominio coiled-coil, na regiao C-terminal, na sequéncia
correspondente aos residuos de aminoacidos 879 ao 907 (Figura 24), o qual também esta
presente nas proteinas de A. nidulans. Este dominio consiste de um feixe de duas ou mais
a-hélices anfipaticas, empacotado de modo a formar uma superhélice (LUPAS, 1996),
apresentando um padrao de repeticdo de sete residuos de aminoacidos (padrao abcdefg),
com a ocorréncia de residuos apolares preferencialmente na primeira (a) e quarta (d)
posicdo de cada repeticdo. Proteinas contendo motifs do tipo coiled-coil desempenham
diferentes fungdes de acordo com a sequéncia de aminoacidos que compdem o core do
dominio (BURKHARD et al., 2001).

A figura mostra o resultado do alinhamento de sequéncias da proteina codificada
pela ORF NCUO01033 (WetA-like) e proteinas ortélogas nos fungos A. nidulans, A. fumigatus,
Sordaria macrospora e M. oryzae. O resultado mostrou que as proteinas de N. crassa, M.
oryzae (58% de identidade) e S. macrospora (76% de identidade) possuem uma sequéncia
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Figura 23- Alinhamento multiplo das sequéncias polipeptidicas da proteina VOSA codificada pela
ORF NCUO05964 de N. crassa com as proteinas VosA dos fungos A. nidulans (ABI51618.1), A.
fumigatus (ABQ18268.1) e Magnaporthe oryzae (XP_003718410.1). A barra preta indica o dominio
velvet presente na porgdo N-terminal da sequéncia. A barra vermelha indica o sinal de localizagao
nuclear da proteina VOSA de N. crassa (LNS). A barra em azul indica o sinal de localizagdo nuclear
(LNS) da proteina VosA de A. nidulans e A. fumigatus. Alinhamento multiplo realizado por ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) e os aminodcidos idénticos e conservados foram
identificados  por  Boxshade. Os LNSs foram identificados pelo PSORT i
(http://psort.hgc.jp/form2.html).
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Figura 24- Alinhamento multiplo das sequéncias polipeptidicas da proteina hipotética codificada pela
ORF NCUO01033 de N. crassa com as proteinas WetA dos fungos A. nidulans (XP_659541.1), A.
fumigatus (EDP50675), M. oryzae (XP_003715201.1) e.(XP_003352282.1). A barra preta indica a
regido de coiled-coil. As barras vermelhas indicam os sinais de localizagdo nuclear (LNS) do produto
da ORF NCUO01033 e das proteinas de M. oryzae e de S. macrospora. As barras azuis indicam os
LNS das proteinas de A. nidulans e A. fumigatus. Alinhamento mudltiplo realizado por ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) e os amino&cidos idénticos e conservados foram
identificados  por  Boxshade. Os LNSs foram identificados pelo PSORT i
(http://psort.hgc.jp/form2.html).
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polipeptidica maior que as proteinas de A. nidulans (65% de identidade) e A. fumigatus
(67% de identidade). Também foram identificados quatro preditos sinais de localizacao
nuclear classicos na proteina de N. crassa (237PRKSRLE243, 662RKRK665, 563RRPK566
e 584PRKVRAV590), os quais também foram identificados nas proteinas de S. macrospora
(241PRKSRLE248, 567RRPK571, 588PRKVRAV595, 672RKRK676) e M. oryzae
(525RRPK529), sugerindo que estas proteinas possam migrar para o nucleo. Também foi
identificado um sinal de localizagdo nuclear classico na proteina de A. nidulans
(528RRRK532) e dois sinais na proteina de A. fumigatus (151RRHR155, 539RRRK543). A
proteina WetA de A. nidulans é essencial para a sintese da camada C4 da parede celular
dos conidios, tornando-os impermeaveis e maduros, fungao conservada também no fungo
A. fumigatus (MARSHALL, TIMBERLAKE, 1991). Neste ultimo, a proteina desempenha um
papel essencial na biossintese de trealose, conferindo resisténcia a varios tipos de estresse,
além de ser essencial para viabilidade dos conidios (TAO, YU, 2011). A auséncia do gene
wetA em A. fumigatus e A. nidulans causa alteragdes fenotipicas, como a alteragéo na taxa
de ramificagcao nas hifas e uma redugao da conidiagao do fungo (TAO, YU, 2011).

O produto da ORF NCUO02612, uma proteina anotada como hipotética, foi
identificada ser a proteina homéloga a AbaA de A. nidulans. Ela possui um dominio
TEA/ATTS na porcao N-terminal, do residuo de aminoacido 141 ao 223 (Figura 25). O
dominio TEA/ATTS estd presente no fator de transcricdo humano TEF-1, um fator de
iniciacao da transcricao (XIAO et al., 1991), no regulador do desenvolvimento Scalloped (Sd)
de Drosophila melanogaster (CAMPBELL et al., 1992), na proteina TEC1 de S. cerevisiae,
um regulador da atividade transcricional de Ty1 (LALOUX et al., 1990) e na proteina AbaA
de A. nidulans, o qual esta envolvido na diferenciacdo e funcionalidade das fialides (TAOQO,
YU, 2011). O dominio TEA/ATTS, descrito como um domiinio de ligagdo ao DNA (BURGLIN,
1991), possui um motif de ligacao altamente seletivo para a sequéncia 5’-CATTCY-3’, mas
pode tolerar pequenas variagdes, com uma concomitante redugdo na afinidade de ligagéo
(ANDRIANOPOULOS, TIMBERLAKE, 1994). A estrutura secundaria predita para o dominio
consiste de uma a-hélice na por¢cao N-terminal do motif e de duas B-folhas na porgao C-
terminal, as quais sdo separadas por 2 a 5 voltas § (ANDRIANOPOULOS, TIMBERLAKE,
1991).

A Figura 25 mostra o alinhamento do produto da ORF NCU02612 (AbaA-like) e
proteinas ortélogas dos fungos A. nidulans (41% de identidade), A. fumigatus (52% de
identidade), S. macrospora (75% de identidade) e Trichoderma reesei (35% de identidade).
O resultado mostrou que a proteina possui uma sequencia polipeptidica maior que as
proteinas de Aspergillus, com a presenga do dominio TEA/ATTS pouco conservado entre a
proteina de N. crassa e as proteinas de Aspergillus. A proteina apresenta cinco sinais de
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Figura 25- Alinhamento multiplo das sequéncias polipeptidicas da proteina hipotética codificada pela
ORF NCUO02612 de N. crassa com as proteinas AbaA dos fungos A. nidulans (XP_658026.1), A.
fumigatus (XP_750232.1), M. oryzae (XP_003714117.1), S. macrospora (XP_003346213.1) e T.
reesei (EGR47416.1). A barra preta indica o dominio TEA. As barras vermelhas indicam os sinais de
localizagdo nuclear (LNS) do produto da ORF NCU02612. As barras azuis indicam os LNS das
proteinas de A. nidulans e A. fumigatus. Alinhamento mdltiplo realizado por ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) e os aminoécidos idénticos e conservados foram
identificados  por  Boxshade. Os LNSs foram identificados pelo PSORT i
(http://psort.hgc.jp/form2.html).
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localizacao nuclear classico (248RPRK252, 306RPKR310, 504RRRR508, 1167KRPR1171,
205 PDPKMKR212) e possui predicao de 94,1% de estar localizada no nucleo segundo o
PSORTII. Também foram identificados trés sinais de localizacdo nuclear classicos nas
proteinas de A. nidulans (127RPRR131, 156PPMGRRK163,
97RRLQSNGSSYAGSRRGR114) e de A. fumigatus (124RPRR128, 153PPMGRRK160,
94RRVQSLGPNHAGARRGR111). As proteinas de S. macrospora e T. reesei também
apresentam varios sinais de localizacdo nuclear classicos (dados nao apresentados). Em A.
fumigatus, abaA é ativado por BrlA durante os estagios intermediarios da conidiacao, e esta
envolvido na diferenciagdo e funcionalidade das fialides. Também desempenha importante
papel na morte celular e autélise (TAO, YU, 2011).

8. Caracterizacdo morfologica dos mutantes vosA*®, wetA-like“® e abaA-like*®
8.1.Crescimento em meio solido

As linhagens mutantes foram crescidas em frascos contendo meio VM sélido e
mantidas em estufa a 30°C por um periodo de 3 dias. Apds esse periodo, os frascos foram
transferidos para temperatura e luminosidade ambiente por mais 5 dias. O aspecto das
linhagens foi avaliado apdés 3 e 8 dias e comparado a linhagem selvagem. As imagens
mostram que apds 3 dias de crescimento foi possivel observar um retardo no crescimento
da linhagem vosA® (Figura 26). A linhagem abaA-like® apresentou um aspecto cotonoso,
diferente do observado nas demais linhagens. Ap6s um periodo de 8 dias de crescimento, a
linhagem vosA“® apresentou um retardo no crescimento em relagéo a linhagem selvagem e
as linhagens wetA-like®® e abaA-like®® apresentaram fenétipo semelhante & linhagem
selvagem (Figura 26B).

As extremidades das hifas foram analisadas por microscopia e 0s resultados
mostraram que a morfologia das hifas das linhagens mutantes foram semelhantes a
linhagem selvagem (resultados ndo mostrados).

8.2. Analise da germinacéo dos conidios das linhagens vosA*° e wetA-like*°

Em A. nidulans a delegdo do gene vosA provoca uma acentuada diminuicdo da
viabilidade dos conidios, produzindo conidios transllicidos devido a falta de citoplasma e
organelas, incluindo os nucleos (NI, YU, 2007). A delecdao do gene wetA no fungo A.
fumigatus leva a ma formacao das camadas C1 e C2 da parede celular dos conidios, o que
pode ocasionar perda do citoplasma da célula, refletindo em uma diminuicdo da viabilidade
dos conidios (TAO, YU, 2011).
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WT vosAK® abaA-like*® wetA-likeX®

Figura 26— Anadlise 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
3 dias (A) e, posteriormente, a temperatura e luminosidade ambiente por mais 5 dias (B).

Com base nas informacdes existentes em Aspergillus, foi realizada a analise da
germinacéo dos conidios das linhagens mutantes vosA*° e wetA-like“® de N. crassa a fim de
verificar a viabilidade dos conidios produzidos por ambas as linhagens. Para tal, conidios
das linhagens mutantes e selvagem foram inoculados em frascos contendo meio VM liquido
e mantidos sob agitacao a temperatura de 30°C. Amostras foram retiradas a cada 2 h e
analisadas em microscopio. Os resultados mostraram um retardamento na germinagao dos
conidios das linhagens vosA“© e wetA-like“® em relacdo a linhagem selvagem, recuperando
o fenotipo apos 8 h de crescimento (Figura 27).

A germinacao dos conidios das linhagens também foi realizada em placas de Petri
contendo uma laminula depositada no centro, recoberta por meio VM liquido. Conidios das
linhagens vosA®, wetA-like“® e selvagem foram inoculados nas placas e incubados a 30°C
nos tempos de 2, 4, 6, 8, 10 e 12 h. Em seguida, as laminulas foram retiradas, submetidas a
diferentes tratamentos e analisadas por microscopia de fluorescéncia. A Figura 28 mostra as
imagens das hifas das linhagens apés o tratamento com calcofluor. E possivel observar um
retardamento na germinacdo dos conidios da linhagem vosA“° quando comparada a
linhagem selvagem, recuperando seu fenétipo apdés 8 h de crescimento. Entretanto, o
crescimento normal foi recuperado nos tempos tardios da cultura. Uma caracteristica

interessante é a presenga de constricgdes das hifas, apos de 12 h de crescimento, na
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wetA-like'®

Figura 27- Analise morfolégica da germinagdo dos conidios das linhagens selvagem e mutantes
vosA“© e wetA-like®®. Conidios foram inoculados em meio VM liquido e mantidos sob agitagdo
constante a 30°C. Amostras retiradas a cada 2 h. Imagens obtidas utilizando o microscépio
Axioimager A2 (Zeiss) com 40 x de aumento.

linhagem wetA-like®®. O tratamento das células com DAPI ndo mostrou alteragdo na
organizacao dos nucleos nas linhagens mutantes (Figura 29).

9. Analise do crescimento e viabilidade celular das linhagens selvagem, vosA*° e
wetA-like°

O crescimento das linhagens foi determinado por medidas de peso seco e foi
avaliado apenas para a linhagem vosA“°. Conidios das linhagens mutante e selvagem foram
inoculados em frascos contendo meio VM liquido e mantidos sob agitagdo constante e
temperatura de 30°C. Amostras foram coletadas a cada 12 h, filtradas e o micélio obtido foi
seco em estufa e pesado em balanga analitica. O resultado apresentado na Figura 30A
mostra que até 36 h de crescimento a linhagem mutante sofreu um leve retardo no
crescimento recuperando nos tempos tardios do crescimento. A viabilidade dos conidios das
linhagens mutantes vosA“® e wetA-like“® foi realizada em placas de Petri contendo meio VM
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WT vosA"° wetA-like*®
DIC Calcofluor DIC Calcofluor DIC Calcofluor

Figura 28— Andlise morfolégica durante a germinacdo de conidios das linhagens selvagem, vosA“® e wetA-like“°. Conidios corados com solugdo 1 mg/mL
de calcofluor. Imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia utilizando microscépio Axioimager A2 (Zeiss) com 63 x de aumento.
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WT vosA”™® wetA-like'°
DIC DAPI DIC DAPI DIC DAPI
4h
6h
8h
10h
12h

Figura 29— Analise morfolégica durante a germinagdo de conidios das linhagens selvagem, vosA“® e wetA-like“®. Células foram fixadas com solugéo 3,7%

(v/v) de formaldeido, 50 mM NaH,PQO,, pH 7,0, 0,2%(v/v) triton X-100 e coradas com solugdo 10 ug/mL de DAPI. Imagens obtidas por microscopia de
fluorescéncia utilizando microscépio Axioimager A2 (Zeiss) com 63 x de aumento.
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Figura 30- Analise do crescimento e viabilidade das linhagens selvagem, vosA“C e wetA-like"®
(A)Analise do peso seco das linhagens selvagem e vosA*®. Conidios inoculados em meio VM liquido
e mantidos sob agitacdo constante a 30°C. (B) Analise de viabilidade celular. Concentragbes
decrescentes de uma suspensao conidial fresca foram inoculadas em placas de Petri contendo meio
VM sélido acrescido de sorbose 2%. (C) Taxa de sobrevivéncia celular em conidios corados com azul
de metileno. Resultado apresentado em porcentual de células ativas.
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solido acrescido de sorbose, para inducdo do crescimento colonial, e comparada a linhagem
selvagem. Os resultados mostraram que nao houve diminuicao da viabilidade das linhagens
mutantes em relacédo a linhagem selvagem (Figura 30B). Adicionalmente foram realizados
ensaios de viabilidade celular utilizando o corante azul de metileno. Os resultados
mostraram que apds 20 dias a viabilidade dos conidios das linhagens mutantes e selvagem
diminui. Entretanto, para a linhagem wetA-like“°, a taxa de sobrevivéncia dos conidios
permaneceu elevada por até 30 dias apés a obtencao dos conidios frescos (Figura 30C).

Os resultados obtidos sao contrarios aos descritos para VosA e WetA nos fungos A.
nidulans e A. fumigatus, respectivamente (NI, YU, 2007; TAO, YU, 2011), onde a delecao
dos genes vosA e wetA causa uma severa diminui¢cao da viabilidade celular.

10. Acumulo de carboidratos de reserva nos mutantes vosA*° e wetA-like ¥°

Nos fungos A. nidulans e A. fumigatus, VosA e WetA regulam a biosintese de
trealose, e suas auséncias leva a suscetibilidade do fungo a diferentes tipos de estresse (NI,
YU, 2007; TAO, YU, 2011). Desse modo, se tornou importante investigar o papel das
proteinas de N. crassa no metabolismo de carboidratos de reserva. A Figura 31 apresenta o
perfil de acimulo de glicogénio nas linhagens mutantes e selvagem. A linhagem wetA-like"®
mostrou um deslocamento no pico de acumulo de glicogénio em relagdo a linhagem
selvagem, de 48 para 24 h (Figura 31B). Porém, o perfil de acumulo do carboidrato €
semelhante ao da linhagem selvagem. A linhagem vosA*® apresentou uma desregulacéo no
acumulo de glicogénio quando comparada a linhagem selvagem, variando os niveis do
carboidrato durante o crescimento vegetativo do fungo (Figura 31C). Os resultados sugerem
que ambas proteinas estdo envolvidas na regulacdo do metabolismo de glicogénio.
Considerando que VOSA possa ser um fator de transcricao (NI, YU, 2007), é possivel
especular que esta proteina atue direta ou indiretamente na regulacdo dos genes
responsaveis pela sintese e/ou degradacao do carboidrato.

O acumulo de trealose foi quantificado e ndo mostrou diferencas em relagao a
linhagem selvagem (Figura 32). Os resultados obtidos para a quantificacdo de trealose nas
hifas do fungo sao contrarios aos descritos para VosA e WetA nos fungos A. nidulans e A.
fumigatus, respectivamente, onde foi observada a auséncia total de trealose em conidios
das linhagens mutantes nos genes vosA de A. nidulans e wetA de A. fumigatus, afetando a
viabilidade e tolerancia a estresse dos conidios (NI, YU, 2007; TAO, YU, 2011).
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Figura 31- Andlise de acumulo de glicogénio durante o crescimento do fungo. Conidios foram
inoculados em meio VM liquido e mantidos sob agitagcao constante a temperatura de 30°C. Amostras
foram coletadas a cada 12 h. Concentragao de glicogénio nas linhagens (A) selvagem e mutantes (B)
wetA“© e (C) vosA ©.
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Figura 32- Andlise de acumulo de trealose durante o crescimento do fungo. Conidios foram
inoculados em meio VM liquido e mantidos sob agitagcao constante a temperatura de 30°C. Amostras
foram coletadas a cada 12 h. Concentracédo de trealose nas linhagens (A) selvagem, (B) wetA-like Ko
(C) vosA"®.
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11. Analise de ligacao da proteina FLBC aos promotores vosA, abaA-like e wetA-like

Em A. nidulans, a proteina FIbC se liga fisicamente a regido promotora dos genes
brlA, abaA e vosA, mas nao a regiao promotora do gene wetA (KWON et al., 2010). Uma
analise in silico da regiao promotora do gene vosA de N. crassa revelou a existéncia de um
motif de ligacéo da proteina FIbC de A. nidulans (5’-TGACGA(T/A)-3’). Do mesmo modo, o
motif de ligacdo da proteina FLBC de N. crassa (5- C(C/T)GCCGATC(C/A)-3’) foi
identificado na regido promotora dos genes wetA-like e abaA-like, mas nao na de vosA. Com
base nas informagdes obtidas, foram realizadas analises de alteracdo de mobilidade em gel
para verificar a capacidade de ligacao da proteina FLBC de N. crassa a ambos motifs
encontrados nas regides promotoras dos diferentes genes (Figura 33).

Inicialmente, reacdes de retardo em gel foram realizadas com as sondas pabaA e
pwetA contendo o motif de N. crassa e pvosA contendo o motif de A. nidulans, utilizando
concentracdes crescentes da proteina recombinante GST::FLBC (1 a 15 ug). Foi observada
a formacao de um forte complexo DNA-proteina nas reag¢des contendo o motif para ligagao
da proteina de N. crassa e a auséncia de complexo na reacao utilizando a sonda pvosA
contendo o motif da proteina de A. nidulans (dados ndo apresentados). Os resultados
sugeriram que o gene vosA nao é diretamente regulado pelo fator de transcricdo FLBC,
podendo ser regulado pelo gene abaA-like, como descrito para o fungo A. nidulans por
Kwon et al. (2010).

Ensaios de competicdo especifica foram realizados com as sondas pabaA e pwetA
contendo o motif de ligagdo FLBC de N. crassa, através da incubagdo da proteina
recombinante com um excesso molar do competidor especifico (sonda ndo marcada) em
relacdo a sonda. Foi observada uma leve diminuicdo da intensidade do complexo DNA-
proteina apenas com um excesso molar de 30 x em relacdo as sondas pwetA e pabaA,
indicando uma alta especificidade na interacdo DNA-proteina (dados ndo apresentados).

Para verificar a especificidade de ligacdo da proteina FLBC, reagdes utilizando os
oligonucleotideos oligoFLBC (N. crassa) e oligoFIbC (A. nidulans) como competidores
especificos foram realizadas para as sondas pwetA e pabaA. As Figuras 34 e 35 mostram o
desaparecimento do complexo DNA-proteina na presenga do oligonucleotideo contendo o
motif de N. crassa (Figura 34, canaletas 6 e 7). Entretanto, uma diminuigdo da intensidade
do complexo foi observada na presenga do oligoFIbC para a sonda pwetA (Figura 34,
canaletas 8 e 9) sugerindo que o motif de A. nidulans nao é perfeitamente reconhecido pela
proteina FLBC de N. crassa.

A Figura 35 mostra o resultado de ligacao da proteinas GST::FLBC a sonda pabaA.
Na presenca do oligonucleotideo oligoFIbC, foi possivel visualizar a ndo diminuicdo na
intensidade do complexo DNA-proteina, entretanto houve o aparecimento de uma segunda
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Figura 33- Andlise da regido promotora dos genes wetA-like, vosA e abaA-like. Os losangos cinza
representam o motif FLBC e os losangos pretos representam o motif FIbC. Oligonucleotideos
utilizados para a amplificagdo dos fragmentos de DNA contendo os motifs identificados s&o
mostrados na Tabela 2.
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Figura 34- Ensaio de EMSA mostrando a ligagdo da proteina GST::FLBC ao motif de N. crassa
presente na sonda pwetA. Diferentes concentragdes dos oligoFIbC e oligoFLBCL foram testadas (10
e 20 x de excesso molar & sonda) utilizando-se de 3,0 pg da proteina GST::FLBC. O complexo DNA—-
proteina é indicado pela seta. Canaleta 1- Sonda inespecifica (sem sitio de ligagcdo para proteina
FLBC) sem adigdo de proteina. Canaleta 3- Sonda sem adicdo de proteina. SL-Sonda livre. O-
Origem do gel. Eletroforese em gel de poliacrilamida nao desnaturante 5%, em tampao TBE 0,5 x.
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Figura 35- Ensaio de EMSA mostrando a ligagao da proteina GST::FLBC ao motif de N. crassa
presente na sonda pabaA. Diferentes concentragcdes dos oligoFIbC e oligoFLBCL foram testadas (10
e 20 x de excesso molar a sonda) utilizando-se de 3,0 ug da proteina GST::FLBC. O complexo DNA-
proteina é indicado pela seta. Canaleta 1- Sonda sem adicdo de proteina. Canaleta 8- Sonda
inespecifica (sem sitio de ligacdo para proteina FLBC) sem adi¢do de proteina. SL-Sonda livre. O-
Origem do gel. Eletroforese em gel de poliacrilamida nao desnaturante 5%, em tampao TBE 0,5 x.

banda no gel, sugerindo a formagéo de complexos diferentes (Figura 35, canaleta 6). Como
controles negativos das reagbes foram utilizados a proteina GST e uma sonda, marcada
radioativamente (Figura 34, canaleta 1, Figura 35, canaleta 8), a qual ndo possui sitios de
ligacao para as proteinas de N. crassa ou A. nidulans (pdeb), mostrando a especificidade de
ligacao apenas ao motif da proteina FLBC.

Ensaios de ligacao in vivo (ChIP-PCR) demonstraram a interag&o in vivo da proteina
FIbC com os principais genes da cascata de conidiacao de A. nidulans, brlA, abaA e vosA,
demostrando que a proteina atua como um regulador no processo de conidiacdo no fungo
(Kwon et al., 2010). Entretanto, em N. crassa foram identificadas apenas proteinas ortélogas
a VosA, WetA e AbaA, sugerindo que esta via possa ocorrer de modo diferente ao descrito
em A. nidulans ou que a esta via de sinalizagdo ocorra sem a participacao da proteina BrlA.
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Baseado nos resultados obtidos, as andlises de expressao génica foram realizadas
apenas para os genes abaA-like e wetA-like.

12. Analise da expressao dos genes abaA-like e wetA-like

Como mostrado por Tao and Yu (2011), a auséncia de um dos genes que compdem
a cascata de conidiagdo do fungo A. fumigatus pode levar a inativagdo ou diminuicao da
expressdo de genes posteriores na cascata, levando a defeitos no crescimento e
desenvolvimento do fungo. Portanto, foi importante analisar a expressao dos genes abaA-
like e wetA-like na linhagem fIbC*°. Estudos de expressdo destes genes foram realizados
nas linhagens mutante fIbC*® e selvagem durante o crescimento vegetativo e apds a
indugédo do desenvolvimento assexual do fungo. Os resultados apresentados na Figura 36
mostram uma baixa expressdo dos genes abaA-like (Figura 36A) e wetA-like (Figura 36B)
na linhagem mutante fIbC*° durante todo o periodo de crescimento vegetativo analisado. Na
linhagem selvagem, o transcrito wetA-like foi detectado a partir de 12 h e mostrou expressao
maxima em 48 h, decaindo apds esse periodo. O gene abaA-like pode ser detectado a partir
de 12 h na linhagem selvagem, com os niveis do transcrito decaindo até 48 h.

Apés a indugao do desenvolvimento assexual, o transcrito abaA-like mostrou niveis
superiores de expressdo na linhagem fIbC*® em relagdo a linhagem selvagem nos tempos
de 8 e 12 h, sugerindo que o nocaute do gene fIbC induz uma regulacao positiva do gene
abaA-like (Figura 37A). O gene wetA-like foi expresso na linhagem selvagem apés 4 h de
inducdo do desenvolvimento assexual do fungo, atingindo uma expressdo maxima em 8 h e
pouco expresso na linhagem mutante fIbC, sugerindo que o gene wetA-like seja ativado por
FLBC (Figura 37B). Os resultados obtidos para a linhagem selvagem de N. crassa foram
semelhantes aos descritos por Tao and Yu (2010) em A. fumigatus, os quais mostraram que
o transcrito wetA-like foi detectado apdés 12 h de indugdo do desenvolvimento assexual e
atingiu uma expressdo maxima em 48 h. O transcrito abaA-like pode ser detectado 6 h apds
a indugao do desenvolvimento assexual, mantendo niveis elevados até 12 h.

Os resultados obtidos nos experimentos de expressao dos genes abaA-like e wetA-
like, em conjunto com os resultados obtidos nas analises de ligagdo DNA-proteina,
indicaram que estes genes sdo regulados diretamente por FLBC, sendo o gene abaA
reprimido por FLBC e o gene wetA-like ativado na presenca do fator de transcricdo durante
o desenvolvimento assexual. Os resultados obtidos neste trabalho sugeriram que o fator de
transcricdo FLBC de N. crassa regula diretamente os genes abaA-like e wetA-like e regula a

conidiacdao, mas muito provavelmente de uma maneira independente de abaA e wetA.



Resultados e Discussao 93

1,5

-

1,0

Quantificacao Relativa (2624)

o b
ﬁ/ T %

ﬁ/
0,0 T T T T T
12h 24h 36h 48h 60h
B
5
- WT
—l—mu@I

. }\
, B

1+ §/27< T
i/

Quantificacao Relativa ( wezd-/ike

T T T T T
12h 24h 36h 48h 60h

Figura 36— Andlise da epressao dos genes abaA-like e wetA-like nas linhagens selvagem e flbCc©
por gPCR durante o crescimento vegetativo. Conidios inoculados em meio VM liquido e mantidos sob
agitagdo constante e a temperatura de 30°C. Amostras foram coletadas a cada 12 h. Extragdo de
RNA das amostras realizada como descrito por SOKOLOVSKY et al. (1990). Sintese de cDNA
realizada por RT-PCR. (A) Expressao do gene abaA-like. (B) Expressdo do gene wetA-like. Os
valores apresentados foram normalizados em relagéo ao tempo de 12 h.
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Figura 37— Andlise da epressao dos genes abaA-like e wetA-like nas linhagens selvagem e flbCc©
por gPCR apés a indugéo do desenvolvimento assexual. Amostras miceliais expostas a luminosidade
e temperatura ambiente em diferentes tempos apds o crescimento em meio VM liquido por 20 h.
Extracdo de RNA das amostras realizada como descrito por SOKOLOVSKY et al. (1990). Sintese de
cDNA realizada por RT-PCR. (A) Expressao do gene abaA-like. (B) Expressao do gene wetA-like. Os
valores apresentados foram normalizados em relagéo ao tempo de 0 h.
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Com base nos dados obtidos nas andlises de expressao génica e mobilidade em gel,
foi proposto um modelo para a cascata de conidiagdo do fungo N. crassa, apresentada na
Figura 38, o qual sugere uma regulacao positiva do gene wetA-like pelo fator de transcri¢cao
FLBC, enquanto que o gene abaA-like sofre repressdo na presenga de FLBC.
Analogamente a cascata descrita por Tao and Yu (2011), a qual descreve um decaimento
nos niveis do transcrito AfuvosA nas linhagens mutantes AfuabaA® e AfuwetA°, nés
hipotetizamos que o gene vosA possa ser regulado por ABAA-like e/ou WETA-like no fungo

N. crassa.
x > | Conidiagao/ Glicogéniol Trealose
)\ \\
| ~
? —=—=— fibC I P VosA > Glicogénio
\ I P
WetA X > | conidiagao / Glicogéniol Trealose

Conidiagao/ Glicogénio

Figura 38- Modelo proposto para a interagao genética entre os genes fIbC, vosA, wetA e abaA e
conidiag&o no fungo N. crassa.
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As principais conclusdes deste trabalho foram:

A proteina FLBC de N. crassa participa do processo de desenvolvimento do fungo, atuando
na morfologia e extensdo apropriada das hifas e também no processo de conidiacdo do
fungo. Linhagem mutante do fungo néo conidia apds exposi¢céao a luz. Anélises de expressao
génica mostraram niveis elevados do transcrito flbC durante o crescimento vegetativo do
fungo e ap6s a indugédo do desenvolvimento assexual, resultados esses que comprovam a

participagao da proteina no processo de desenvolvimento do fungo.

A delecao do gene fIbC causa uma desregulacdo no acumulo de carboidratos de reserva
durante o crescimento vegetativo do fungo, apresentando niveis elevados de glicogénio e
trealose. A alteragéo no conteudo de glicogénio, muito provavelmente seja consequéncia da
regulagéo sobre os genes gpn (codifica para a glicogénio fosforilase) e gdn (codifica para a
enzima desramificadora), cujas expressdes foram alteradas na linhagem mutante fIbC*°.
Além disso, foi demonstrado que a proteina FLBC se liga in vitro, de maneira especifica, aos
promotores de ambos genes.

Genes homologos a abaA e wetA de A. nidulans foram identificados no genoma de N.
crassa. Tais genes sao regulados por FIbC em A. nidulans e fazem parte de uma cascata de
genes reguladores da conidiagdo. Em N. crassa, os genes homélogos sado também
regulados por FLBC, entretanto, parecem nao regular o processo de conidiacdo uma vez

que ambas linhagens mutantes conidiam quando expostas a luz.

A proteina FLBC foi capaz de se ligar in vitro especificamente a regiao promotora dos genes
abaA-like e wetA-like, confirmando que sao controlados por FLBC.

Andlises morfolégicas das linhagens mutantes abaA*® e wetA-like® mostraram que estas
ndo apresentam alteracOes significativas na morfologia das hifas e na viabilidade celular,
com excecdo da linhagem wetA-like®, a qual apresenta viabilidade dos conidios superior &

linhagem selvagem.

A analise do conteudo de glicogénio nas linhagens mutantes mostrou um perfil alterado em
relacdo ao apresentado pela linhagem selvagem, mostrando que estas proteinas atuam na
regulagdo do metabolismo do carboidrato.



i
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