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Os organismos pertencentes ao reino dos fungos tém exercido um papel fundamental no
avanco da compreensao dos mecanismos moleculares de organismos eucariotos devido as suas
facilidades de manipulagdo e o conhecimento das caracteristicas genéticas e bioquimicas
envolvidas em seu ciclo de vida. Neurospora crassa € um fungo cujos mecanismos genéticos e
bioguimicos basicos sdo bem definidos, e por isso tem sido muito usado como um sistema modelo
em pesquisas que visam a elucidagao de processos celulares complexos.

Em trabalhos anteriores desenvolvidos em nosso laboratério foram identificadas algumas
proteinas que se ligam a regiao promotora do gene gsn que codifica a enzima glicogénio sintase,
regulatéria no processo de sintese de glicogénio. O presente trabalho teve como objetivo estudar
algumas dessas proteinas, anotadas como hipotéticas, numa tentativa de entender melhor as
suas participagdbes no mecanismo de regulagdo. Para isto linhagens mutantes nos genes que
codificam as referidas proteinas foram adquiridas junto ao Fungal Genetics Stock Center. Andlises
de determinacdo do conteudo de glicogénio nas linhagens mutantes foram realizadas tanto em
condi¢cbes normais de crescimento (30° C) como em situacdes de choque térmico (45° C). Todas
as linhagens mutantes avaliadas apresentaram um perfil de acumulo de glicogénio semelhante ao
da linhagem selvagem, isto é, todas apresentaram uma queda nas quantidades de glicogénio
apos o choque térmico. Entretanto a linhagem mutante na ORF NCU06679 apresentou o contetdo
de glicogénio mais reduzido, em ambas as situacbes ambientais (antes e depois do choque
térmico).

Com o objetivo de verificar o envolvimento das proteinas estudadas na expressdo do gene
gsn, experimentos de Northern blot foram realizados e revelaram que na situagcado de estresse
térmico, os niveis do transcrito gsn diminuem semelhantemente ao observado para a linhagem
selvagem. Entretanto, a redugédo na expressao do gene € maior na linhagem que contem a ORF
NCUO6679 nocauteada.

A caracterizacdo morfolégica das linhagens mutantes foi realizada através de analises do
crescimento (linear e radial) tendo como referéncia o crescimento da linhagem selvagem e os
resultados dos ensaios mostraram que o crescimento das linhagens mutantes nao diferencia muito
do crescimento da linhagem selvagem, exceto no crescimento apresentado pela linhagem mutante
na ORF NCUO06679.

Anadlises de citometria de fluxo foram realizadas com o objetivo de obter informacgbes a
respeito das caracteristicas morfolégicas dos conidios das linhagens estudadas e também de
avaliar a participacao das proteinas no ciclo celular. Estas analises permitiram concluir que as
linhagens mutantes apresentaram caracteristicas semelhantes as apresentadas pela linhagem
selvagem, com relagdo a dispersdo e tamanho de células, assim como em relacdo ao
desenvolvimento celular. A excegao, semelhante a outras andlises realizadas nesse trabalho, foi a
linhagem mutante na ORF NCU06679. Esta linhagem mostrou alteragbes morfoldgicas nas

analises e também indicou que a proteina pode estar envolvida no controle do ciclo celular.
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Finalmente, a proteina NCU06679 foi produzida em E. coli e anticorpos serdao produzidos em
coelhos para a realizacdo de outros experimentos que permitirdo comprovar o papel desta
proteina na regulacao do metabolismo de glicogénio.

Palavras-chaves: Neurospora crassa, proteinas hipotéticas, metabolismo de glicogénio, gene
gsn.
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The organisms belonging to the kingdom of fungi have played a key role in advancing the
understanding of the molecular mechanisms of eukaryotic organisms due to their easy handling
and the genetic and biochemical mechanisms involved in their life cycle. Neurospora crassa is a
fungus whose basic biochemical and genetic mechanisms are well defined, and therefore has been
widely used as a model system in studies aimed to elucidate complex cellular processes.

In a previous work developed in our laboratory we identified some proteins that bind to the
promoter region of the gsn gene that encodes glycogen synthase, the regulatory enzyme in the
glycogen synthesis. This work aimed to start studying these proteins, annotated as hypothetical
proteins, in an attempt to better understand their roles in the regulation of glycogen metabolism.
For this, mutant strains in genes encoding the proteins were purchased from the Fungal Genetics
Stock Center. Analysis of glycogen determination were performed in the mutant strains both under
normal growth (30° C) and under heat shock condition (45° C). All mutant strains showed a
glycogen content profile similar to the wild type strain, that is, all showed a decrease in the
amounts of glycogen after heat shock. However the mutant strain in the ORF NCU06679
presented lower glycogen content compared to the wild type strain, in both environmental condition
(before and after heat shock).

To verify the participation of the proteins in the gsn gene expression, Northern blot
experiments were performed and showed that under heat stress the gsn transcript levels
decreased similarly to that observed in the wild type strain. However the reduction in the gene
expression was higher in the mutant strain containing the ORF NCUO6679 knocked out.

Morphological characterization of mutant strains was obtained by analysis of growth (linear
and radial) with reference to the growth of the wild type strain and the results showed that the
growth of mutant strains was not different from that observed for the wild type strain, except for the
mutant strains in the ORF NCU06679.

Analysis of flow cytometry was performed with the objective of obtaining information
concerning the morphology of conidia and also to evaluate the participation of the proteins in the
cell cycle development. The results showed that the mutant strains have morphological
characteristics similar to those presented in the wild type strain, with respect to the dispersion and
size of cells. The exception, similar to other tests carried out in this study was a mutant in ORF
NCU06679. Conidia of this strain showed morphological alterations and the cell cycle analysis
allowed us to suggest that this protein might have a role in cell cycle progression.

Finally, the NCUO6679 protein was produced in E. coli and antibodies will be raised in rabbits
to perform additional experiments to confirm the participation of the protein in the glycogen

metabolism regulation.

Keywords: Neurospora crassa, hypothetical proteins, glycogen metabolism, gsn gene.
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1. O fungo Neurospora crassa

Os fungos representam o grupo de microorganismos mais importante do ponto de vista
biotecnoldgico, sdo usados para sintetizar uma ampla gama de compostos economicamente
importantes, tais como enzimas e metabdlitos secundarios, incluindo antibidticos e outros produtos
farmacéuticos, sdo os principais agentes de degradacado no planeta tendo papéis ecoldgicos na
reciclagem de nutrientes e sao frequentemente encontrados em associacdo com outros
organismos. Os fungos tém desempenhado um papel importante no progresso da bioquimica,
genética e biologia molecular. Em 1940, Beadle e Tatum usaram Neurospora crassa em estudos
para estabelecer relacdes entre genes e proteinas, o que ficou resumido na hipétese “um gene,
uma enzima”. Na segunda metade do século passado, o fungo Neuropora teve um papel central
como organismo modelo, contribuindo para o fundamental entendimento de sistemas genémicos
de defesa, metilacdo de DNA, importacdo de proteinas mitocondriais, ritmos circadianos,
silenciamento génico pds-transcricional e reparo de DNA.

Neurospora crassa € um fungo cujos mecanismos genéticos e bioquimicos basicos sdo bem
definidos, e por isso tem sido muito usado como um sistema modelo em pesquisas que visam a
elucidagdo de processos celulares complexos. Pertence a classe dos Eumicetos, subclasse
Ascomiceta, familia Sordariacea, subfamilia Sphaeriales (ESSER; KUENEN, 1967) E um
organismo saprofito e nao patogénico aos humanos, animais e plantas embora seu genoma esteja
intimamente relacionado com fungos patogénicos.

Embora Neurospora seja um saprofita (isto €, alimenta-se de matéria morta ou em
decomposigado), a sequéncia do genoma contém numerosos genes identificados em fungos
patogénicos e semelhantes aos exigidos para a patogénese da planta. Neurospora também possui
uma ampla série de enzimas extracelulares capazes de digerir a parede celular vegetal embora
nao haja homologos a cutinase. Deste modo, Neurospora embora ndo seja conhecido por ser um
patogeno, a sequéncia genémica revelou muitos genes com similaridade com os necessarios para
a patogénese (GALAGAN et al., 2003).

Uma das principais vantagens desse fungo é que ele pode crescer em um meio simples,
chamado de meio minimo, contendo fonte de carbono, uma mistura de sais e alguns
micronutrientes sendo que o Unico requisito é a vitamina biotina. Por ser de carater heterotrdfico,
pode utilizar diversas fontes de carbono, como glicose, acetato, succinato, glicerol, manose,
frutose, maltose, celobiose, sacarose, oligo e polissacarideos e aminoacidos. O nitrogénio é
metabolizado na forma de aménia, que pode ser obtida de maneira direta ou indireta, através da
transformacgéo de nitritos, nitratos, aminoacidos ou catabolismo de proteinas e acidos nucléicos.
Tem seu crescimento 6timo em pH 5,4, mas é bastante tolerante e consegue se desenvolver
numa faixa variando entre 4,0 e 9,0. Trata-se de um aerdbio restrito, com um tempo de duplicagao

de aproximadamente 150 minutos.
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Quando cultivado em condigbes adequadas de nitrogénio é possivel observarmos estruturas
de propagagao denominadas conidios, que podem ser macro ou microconidios. Ambas as vias
requerem interface agua-ar e sdo reprimidas em culturas submersas. A macroconidiagdo é
promovida por estruturas apicais denominadas conidiéforos que se encontram nas extremidades
das hifas aéreas, as quais surgem a partir de hifas vegetativas em respostas as diferentes formas
de estresse, tais como dessecacao ou falta de nutrientes. Na microconidiagao os conidios sao
formados dentro das hifas basais e expelidos a partir da parede quando o processo de maturagao
se completa. As hifas vegetativas sdo multinucleadas e possuem crescimento polarizado e
ramificacdo constante. Estas hifas contém septos incompletos que permitem a circulagao de
organelas entre os compartimentos. A fusdo freqlente dos filamentos de hifas produz uma
complexa rede de hifas (micélio) e promove a formacéo de heterocarios (genomas multiplos) em
que pode contribuir para o metabolismo de um micélio unico.

Quanto ao ciclo de vida (Fig. 1) deste fungo, pode ser tanto sexuado quanto assexuado, o
qual é altamente influenciado por fatores do meio ambiente, como nutrientes, luz e temperatura. E
um fungo heterotalico e possui dois tipos de “mating type” distintos denominados de A e a.
Nenhuma diferenca morfoldgica é observada em linhagens de mating type 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 “macho” (doador de nucleos) ou “fémea” (receptora de
nucleos, denominada de protoperitécio).

Limitacdes de nitrogénio induzem a um tipo de agregacao de hifas que leva a geracao de
o6rgaos sexuais femininos multicelulares (protoperitécio). O acasalamento é realizado pelo
crescimento quimiotréfico de uma hifa especializada feminina do protoperitécio para a célula
masculina (normalmente um conidio) em um processo que envolve os feromdnios. Fecundagao e
meiose resultam no desenvolvimento da estrutura feminina em um corpo de frutificagao (peritécio)
dentro do qual ha ascos contendo, cada um, oito ordenados esporos sexuais (ascosporos).

N. crassa tornou-se um modelo de estudo melhor que o de leveduras para eucariotos
superiores em muitos aspectos de biologia celular considerando-se o fato de serem organismos
multicelulares, de facil manipulacdo e crescimento rapido (BORKOVICH et al., 2004). A seqUéncia
do genoma de Neurospora foi recentemente relatada (GALAGAN et al., 2003) e encontra-se
totalmente anotado, o que trouxe importantes informagdes. O fungo possui um grande numero de
genes sem homologos em leveduras. E um organismo multicelular e possui um genoma hapléide
de aproximadamente 40 Mb, maior que o de Saccharomyces cerevisiae e S. pombe (~12 Mb)
(GALAGAN et al., 2003). Existem cerca de 10.000 genes preditos e um tergo deles ndo possuem
ortélogos no GenBank, os quais podem representar novos genes com fungbes até entdo
desconhecidas ou novos genes desempenhando diferentes maneiras de realizar fungdes
conhecidas (GALAGAN et al., 2003; DUNLAP et al., 2007).
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Figura 1- Ciclo de vida da Neurospora crassa. Dependendo das condigcbes do ambiente, o micélio

vegetativo pode sofrer processos de esporulagdo assexual, macroconidiagdo e microconidiagao

(BORKOVICH et al., 2004).
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Uma caracteristica interessante deste fungo, revelada com o sequenciamento do seu
genoma, é que N. crassa compartilha genes com uma variedade de grupos taxonémicos e o grau
de complexidade do seu genoma se aproxima ao de Drosophila melanogaster (DUNLAP et al.,
2007), o que sugere que esse fungo se relacione melhor com organismos eucariotos superiores
do que com as leveduras. Uma caracteristica interessante deste fungo é que 57% das proteinas
ndo correspondem a proteinas de leveduras, enquanto que 14% possuem ortélogos em proteinas
de animais e plantas, 41% estao relacionadas com proteinas conhecidas, 30% sao consideradas
proteinas hipotéticas sem semelhanga com proteinas depositadas em banco de dados como
mostra os dados da Tabela 1 (GALAGAN et al., 2003). Além disso, N. crassa possui numerosas
proteinas que sao preditas nas leveduras mencionadas, mas que se relacionam melhor com
proteinas de animais ou de plantas (BORKOVICH et al., 2004).

N. crassa apresenta uma série de mecanismos de silenciamento de genes atuando em fase
sexuada ou em fase vegetativa do ciclo de vida. Muito estudado é o seu mecanismo “Repeat
Induced Point Mutation” (RIP), um sistema de defesa eficaz contra seqléncias duplicadas. No
entanto, RIP parece impor restricoes sobre genética e evolugao do genoma, levantando a questao
de saber se Neurospora atualmente € capaz de utilizar a duplicacdo do gene como um meio de
diversificacdo genética.

N. crassa é também um fungo preparado para responder a uma variedade de mudancas
ambientais. Os fatores mais proeminentes e ambientais sdo a luz e a temperatura, os quais
afetam o sistema circadiano do organismo. A luz é conhecida por afetar a expressao de genes que
influenciam em eventos como carotenogénese e conidiacdo. O efeito da luz deriva de seu papel
central no estado do reldgio circadiano, que mesmo na auséncia de luz pode influenciar na
expressao de grande parte do genoma.

Os estudos sobre a sensibilidade a luz em N. crassa vém fazendo mengao a sua habilidade
de percepg¢ao a luz azul, mas nao a luz vermelha. Um aspecto inesperado do genoma Neurospora
€ a presenca de novos genes cujos produtos refletem na sensibilidade ambiental dos estimulos
luminosos. Apesar do intensivo estudo sobre a sensibilidade circadiana neste fungo, a sequéncia
do genoma tem revelado um numero surpreendente de novos homologos de genes sensiveis a luz
(BORKOVICH et al., 2004).

Em relacdo a resposta a temperaturas supra-6timas, Neurospora apresenta uma classe de
proteinas de choque térmico, as quais funcionam como chaperonas que orientam e estabilizam a
conformagéao de outras proteinas. A maioria das proteinas de choque térmico (HSPs) também é
sintetizada constitutivamente, e muitas sado essenciais.

Em funcao das caracteristicas apresentadas, N. crassa tornou-se um modelo de estudo em
muitos aspectos de biologia celular considerando-se o fato de serem organismos multicelulares,

de facil manipulagao e crescimento rapido.



Feature Value

General
Size (bp) (assembly 5) 38,639,769
Chromosomes 7
G + C content (%) 50
Protein-coding genes 10,082
Protein-coding genes =100 amino acids 9,200
tBNA genes 424
55 rBNA genes 74
Per cent coding 44
Per cent intronic 6
Average gene size (bp) 1,673 (481 amino acids)
Average intergenic distance (op) 1,953
Predicted protein-coding sequences
ldentified by similarity to known sequences 1,336 (13%)
Conserved hypothetical proteins 4,606 (46%)

Predicted proteins (no similarity to known sequences) 4,140 (41%)

Tabela 1 - Caracteristicas do genoma de N. crassa (GALAGAN et al., 2003).
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2- Metabolismo de glicogénio

O glicogénio é a forma de armazenamento de agucares nas células animais, como o amido
é nas vegetais. E uma molécula ramificada, constituida por unidades de glicose em ligacédo
glicosidica a1-4, com ramificagdo onde a ligacao é a1-6. O peso molecular pode chegar a 100
milhdes. A sintese e degradagao do glicogénio (Fig. 2) envolvem conjuntos separados de enzimas
funcionando de forma irreversivel, ou seja, o processo de degradacdo ndo € o inverso ao da
sintese. Ao todo ha pelo menos oito enzimas envolvidas. Dessa maneira, a sintese e a
degradacao do glicogénio sdo processos metabdlicos altamente regulados e as enzimas
glicogénio sintase e glicogénio fosforilase sdo os principais sitios de regulagao, implicando que o
acumulo ou a degradacao do glicogénio esta intimamente correlacionado com alteragdes rapidas
e reversiveis nas atividades destas enzimas.

O armazenamento de carboidratos de reserva, tal como o glicogénio, € importante em
diversos organismos, pois quando necessario estes carboidratos de reserva podem ser
metabolizados para a producao de energia. A sintese do glicogénio tem inicio através da acao da
glicogenina, uma proteina capaz de se auto-glicosilar e produzir, a partir de UDP-glicose (UDPG),
uma cadeia glicosidica curta com ligacdes a(1,4). A enzima glicogénio sintase & responsavel pela
elongacao da cadeia. Esta enzima catalisa a formacéao de ligacdes glicosidicas a(1,4) através da
adicao de residuos de glicose, a partir de uma molécula de UDPG, para as extremidades nao
redutoras das cadeias lineares da molécula de glicogénio nascente (NELSON; COX, 2000).

Um dos pré-requisitos para a glicogénio sintase elongar a molécula de glicogénio € a
presenca de um oligossacarideo contendo pelo menos oito residuos de glicose, o qual € fornecido
pela glicogenina autoglicosilada em seus residuos de tirosina. As ligacdes glicosidicas do tipo
a(1,6), responsaveis pela ramificagdo da molécula de glicogénio séo catalisadas pela glicosil-
(a1,6)-transferase. Esta enzima transfere um fragmento terminal de seis a sete residuos de
glicose da extremidade nao-redutora da molécula nascente, criando ramificagcbes importantes na
molécula do polissacarideo, pois, além de tornarem o polissacarideo mais compacto e soluvel,
também aumentam o numero de extremidades nao redutoras da molécula, favorecendo o acesso
da glicogénio sintase e glicogénio fosforilase, que agem apenas sobre as extremidades nao
redutoras.

A degradagdo da molécula de glicogénio é catalisada por trés enzimas: a glicogénio
fosforilase que catalisa a fosfordlise do glicogénio que ocorre ao longo de uma ramificagao até que
se aproxime de 4 a 5 residuos de um ponto da ramificagdo a(1,6), produzindo glicose-1-fosfato
(G1P). A dlicogénio fosforilase age repetitivamente sobre as extremidades nao-redutoras das
ramificagdes da molécula de glicogénio até restarem apenas quatro residuos de glicose distantes
do ponto de ramificagédo; a enzima desramificadora remove ramificagées do glicogénio tornando,

assim, mais residuos de glicose acessiveis a glicogénio fosforilase; a fosfoglicomutase converte
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Figura 2- Esquema representativo das reag¢des envolvidas na sintese e degradacgao do glicogénio.
GN, glicogenina, GS, glicogénio sintase, ER, enzima ramificadora (glicosil-(a1,6)-transferase), GF,

glicogénio fosforilase, ED, enzima desramificadora, PGM, fosfoglicomutase (FRANCOIS;

PARROU, 2001).
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G1P em GG6P (glicose-6-fosfato) que pode ter varios destinos metabdlicos tais como sintese de

glicogénio, catabolisada via glicélise para produzir ATP e acetil-CoA.

2.1- Controle do metabolismo de glicogénio

A sintese e a degradagdo do glicogénio devem ser controladas de acordo com as
necessidades celulares. A regulagdo do metabolismo de glicogénio envolve controle alostérico e
controle hormonal por meio de modificagdo covalente das enzimas regulatorias da via. Tanto a
glicogénio sintase como a glicogénio fosforilase estdo sob controle alostérico de efetores que
incluem ATP, G6P e AMP. Em musculos a glicogénio fosforilase é ativada por AMP e inibida por
ATP e G6P. Por outro lado, a glicogénio sintase é ativada por G6P. Isso sugere que quando ha
uma demanda alta de ATP (baixa concentragdo de ATP, baixa concentragdo de GGP e alta
concentracao de AMP) a glicogénio fosforilase é estimulada e a glicogénio sintase € inibida, o que
favorece a degradacao do glicogénio. Ao contrario, quando a concentracdo de ATP e G6P estao
altas, a glicogénio sintase é favorecida.

Varias sequéncias nucleotidicas codificando para a enzima glicogénio sintase, tanto de
organismos procariotos como de eucariotos ja foram descritas. Atualmente com o advento da era
genbmica varias sequéncias polipeptidicas homdlogas a enzima glicogénio sintase podem ser
encontradas em bancos de dados. Seqtiéncias de cDNA codificando para as glicogénio sintase de
musculo (BROWNER et al., 1989) e figado (NUTALL et al., 1994) humanos também foram
determinadas. Nos microrganismos, a glicogénio sintase de S. cerevisiae € a melhor estudada.
Em S. cerevisiae foram isolados dois genes codificando para a enzima glicogénio sintase, GSY7 e
GSY2, os quais codificam respectivamente as isoformas Gsylp e Gsy2p, de 80 e 79 kDa
(FARKAS et al.,1990 e 1991). Ambas séo proteinas nutricionalmente reguladas, sendo que a
Gsy2p é a forma predominante da enzima (FARKAS et al., 1990 e 1991; UNNIKRISHNAN et al.,
2003). O cDNA que codifica a enzima glicogénio sintase de N. crassa (gsn) foi isolado (DE PAULA
et al., 2002) e codifica para uma proteina com alta identidade tanto com as enzimas da levedura
S. cerevisiae como com as enzimas de células de mamiferos.

A modificacdo covalente (fosforilacdo e desfosforilagdo) da glicogénio fosforilase e da
glicogénio sintase fornece um sistema de controle mais sofisticado que modula a capacidade de
resposta dessas enzimas a seus efetores alostéricos. A enzima glicogénio sintase sofre controle
pos-traducional, via fosforilagdo multi-sitios através da acédo de quinases e fosfatases. Assim, duas
formas da enzima glicogénio sintase, uma forma fosforilada (ou menos ativa) e uma forma
desfosforilada (ou ativa) sdo normalmente encontradas nas células (HUANG; CABIB, 1974). A
fosforilagdo leva a uma reducdo na atividade enzimatica, efeito que é revertido na presenga do

modulador alostérico G6P.
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Além do controle sobre a enzima glicogénio sintase os niveis de glicogénio também s&o
controlados por fatores ambientais e isto esta muito bem caracterizado na levedura S. cerevisiae.
Este organismo acumula glicogénio no inicio da fase estacionaria do crescimento vegetativo e
apos choque térmico (FRANCOIS et al., 1991; PARROU et al., 1997). O fungo N. crassa acumula
glicogénio na final da fase exponencial e degrada o mesmo no inicio da fase estacionaria.
Entretanto, em situagdes como choque térmico e privacdo de glicose, os niveis de glicogénio
encontram-se drasticamente reduzidos (DE PAULA et al., 2002), contrario ao que é observado em
levedura.

Andlise da expressdo do gene que codifica a enzima glicogénio sintase, em nivel de
transcricao, também revelou resultados contrarios quando se compara a levedura S. cerevisiae
com o fungo N. crassa na situacao de choque térmico. Nesta situacéo (30°C para 45°C) os niveis
do transcrito gsn foram drasticamente reduzidos no fungo e foram recuperados aos niveis normais
quando as células retornaram a temperatura normal de crescimento (DE PAULA et al., 2002). Na
levedura a mesma situagéo estressante levou a um aumento da transcricdo dos genes GSY71 e
GSY2 (FRANGOIS et al., 1988; NI; LaPORTE, 1995; UNNIKRISHNAN et al., 2003).

O aumento dos niveis de MRNA GSY7 e GSY2, observados durante o choque térmico na
levedura, mostrou estar relacionado a presenca de elementos de DNA STRE nas respectivas
regides promotoras destes genes (NI; LaPORTE, 1995). Os STREs (Stress Responsive Elements)
sdo elementos de transcricdo cis presentes nos promotores de genes responsivos a varias
condigbes estressantes (MARTINEZ-PASTOR et al., 1996). A maioria dos genes envolvidos no
metabolismo de glicogénio em leveduras contém uma ou mais cépias de STRE e nem todos
contribuem igualmente para a resposta ao estresse, mas um deles deve ser o predominante na
reposta, como ocorre para os genes GSY71, GSY2 e HSP12 (NI; LaPORTE, 1995; VARELA et al.,
1995; UNNIKRISHNAN et al., 2003).

A seqliéncia gendmica do gene gsn de N. crassa foi isolada em nosso laboratério (FREITAS;
BERTOLINI, 2004) e mostrou possuir varios elementos transcricionais cis, destacando-se os
elementos HSEs (Heat Shock Element), trés elementos STREs, um deles localizado dentro do
intron presente na regiao 5-UTR do gene, elementos CRE, elementos responsivos a AMP ciclico,
elementos MIG, envolvidos em repressédo de glicose e um elemento NIT, presente em genes
regulados por nitrogénio (Fig. 3). Utilizando ensaios de retardamento em gel (EMSA) e sequéncias
da regido 5°-flanqueadora do gene gsn contendo os elementos HSE e os elementos STRE, como
sondas, foi mostrado que proteinas nucleares induzidas por choque térmico foram capazes de
reconhecer e ligar especificamente as sondas contendo estes elementos de DNA (FREITAS;
BERTOLINI, 2004). Os resultados fortemente sugeriram o envolvimento das regides analisadas na

regulacao da expressao do gene gsn apoés a situacao de choque térmico.
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P TS

Figura 3- Representacdo esquematica do gene gsn com as regides 5 e 3’ flanqueadoras e a
ORF. As relativas posicdes indicadas sdo de possiveis sitios de ligacdo de elementos de

transcrigdo, -, HSEs (Heat Shock Elements), ¥, STREs (Stress Responsive Elements). Sitio de

poliadenilagéo, *. Sequéncia TATA-box, @ A ORF esta delimitada pelos cédons de iniciagao
(ATG) e terminagao (TAA) e os cinco introns estdo sendo representados pelos numeros |, II, I, IV
e V (FREITAS; BERTOLINI, 2004).
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Na tentativa de obter maiores informagdes relacionadas a regulagéo da expressao do gene
gsn no fungo N. crassa, experimentos foram conduzidos com a finalidade de identificar proteinas
que se ligam a regido promotora do gene e, portanto, podem estar envolvidas na regulagdo da
expressao do gene. Estas proteinas poderiam estar envolvidas através da ligacao direta ao DNA
(fatores de transcricéo) ou através da participagéo na formagao de grandes complexos protéicos
que sao conhecidos participarem na regulagao da transcricao em eucariotos. Como resultado do
trabalho, foi possivel identificar algumas proteinas por espectrometria de massas, as quais podem
estar envolvidas na regulagdo do gene durante a condigdo de choque térmico (FREITAS et al.,
2008). A maioria destas proteinas encontra-se anotada como proteina hipotética e, apds analise
de suas sequéncias polipeptidicas, algumas foram consideradas alvos altamente promissores,
baseado na presenca de dominios protéicos que sido descritos estarem envolvidos em fungdes
relacionadas em outras proteinas.

Uma das proteinas identificadas foi a NCU02424 que contém um dominio de ligacdo DnaJ
localizado na extremidade C-terminal e trés dominios tetratricopeptidicos (TPR) localizados na
extremidade N-terminal. O dominio DnaJ é responsavel por regular a fungdo chaperona das
proteinas da familia Hsp70 (CYR et al.,1994), enquanto os dominios TPR estdo presentes em
uma grande variedade de proteinas responsaveis por estabelecer interagbes proteina-proteina e a
formacao de multi-complexos protéicos (DAS et al.,, 1998). O Dominio DnaJd geralmente é bem
conservado com aproximadamente 78 aminoacidos. Os membros das familias da hsp70 e hsp40
interagem uns com os outros para desempenhar fung¢des especificas na montagem, dobramento e
redobramento de proteinas durante uma variedade de processos celulares, incluindo replicagao de
DNA, translocagao de proteina e resposta ao estresse (LU; CYR, 1998; FINK, 1999). O dominio
TPR é uma sequéncia degenerada de 34 aminoacidos identificada em uma grande variedade de
proteinas, organizadas em conjuntos de 3-16 motivos. Nas células, as proteinas contendo
dominios TPR estdo localizadas em diversos compartimentos subcelulares, incluindo nucleo,
citoplasma e mitocdndria. Diversos eventos celulares e moleculares estdo relacionados a
proteinas TPR, uma vez que tais proteinas mediam muitas interacdes proteina-proteina dentro da
célula (ANDREW et al., 2009).

Outro dominio importante presente em algumas das proteinas identificadas (NCU03876,
NCU06679) é o dominio WD40 localizado ao longo da sequéncia polipeptidica das proteinas.
Proteinas contendo dominios WD40 pertencem a uma grande familia de proteinas de eucariotos,
envolvidas em uma ampla variedade de fungbes, como transducdo do sinal e controle
transcricional. Elas coordenam a formagao de complexos multi-proteicos através de seus dominios
WD40. Os dominios WD40 podem ser encontrados em muitas proteinas eucariéticas. Estas
proteinas devem ter um papel muito importante na transdugao do sinal, dindmica citoesquelética,
trafego de proteinas, exportagéo nuclear, biogénese de rRNA e especialmente em modificagéo de

cromatina e transcricdo. O aspecto mais comum e definido de proteinas WD40 é seu dominio
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WD40 que se constitui de uma extensao de 40 aminoacidos tipicamente terminada em Trp-Asp
(triptofano-aspartato), mas exibindo uma limitada conservagao na sequéncia dos aminoacidos.
Uma tipica proteina WD40 possui o dominio WD40 em varias unidades repetidas em tandem e
menos de quatro desses dominios € requerido para a alta organizagdo e estrutura funcional
(HUANG et al., 2008).

Outra proteina (NCU01021) identificada apresenta o dominio Mov3/MPN/PAD-1 localizado
na extremidade N-terminal da proteina, o qual é encontrado em subunidades regulatérias do
proteossomo 26S, nas subunidades elF3 e reguladores de fatores de transcricdo. Ja a proteina
NCUQ03482 foi anotada como sendo uma proteina hipotética semelhante a helicase do tipo RuvB,
uma subunidade dos complexos protéicos Swr1 e Ino80 que atuam na remodelagem de cromatina
(PAPAMICHOS-CHRONAKIS et al., 2006). A analise da sequUéncia polipeptidica revelou a
presenca de um dominio Tip49 C-terminal. Este dominio interage com varios tipos de fatores
nucleares, além de apresentar atividade DNA helicase intrinseca. Um estudo com proteinas de
ligacao TATA (TBP), um componente central para a regulacado da transcricdo, mostrou que as
proteinas TATA formam complexos com varios reguladores de transcricdo. O cDNA que codifica a
proteina de interacdo TBP de 49 kDa (Tip 49) de humanos foi isolada e mostrou-se altamente
homologa a proteinas bacterianas RuvB que funcionam como uma DNA helicase. Analises de
imunofluorescéncia utilizando o anticorpo anti-TIP49 mostraram um tipico padrdo nuclear em
forma de manchas, sugerindo que TIP49 esta incluida em uma estrutura macromolecular no
nucleo e pode participar de eventos nucleares de transcricdo e recombinacao (MAKINO et
al.,1998).

Finalmente, uma proteina (NCU06679) foi anotada como ortéloga a proteina Cac3p
(chromatin assembly-3) de S. cerevisiae. Na levedura, os genes CAC (CAC1, CAC2 e CAC3)
codificam as proteinas do complexo heterotrimérico Caf-I (Chromatin assembly factor 1), o qual
esta envolvido em processos como a organizagao da cromatina durante a etapa de replicacao
(SMITH; STILLMAN, 1991) e reparo de DNA (GAILLARD et al., 1996). Outras fungdes nao
relacionadas com a remodelagem da cromatina também foram atribuidas as proteinas Cac
(SCHNEIDER et al., 1994). Em N. crassa CAF-1 é dita ser composta de trés subunidades (CAC-1
a CAC-3). Linhagens do fungo contendo mutagcdes no gene que codifica a maior e mais
conservada subunidade, CAC-1 sdo viaveis, o que é semelhante a situagcdo em S. cerevisiae.
Estes resultados sugerem que fatores de organizagdo de cromatina CAC-2 e CAC-3 contém
dominios WD40 e sédo conservados entre todos os eucariotos estudados (BORKOVICH et al,,
2004).

Duas das proteinas identificadas (NCU06679 e NCUQ03482) possuem em suas sequéncias
provaveis sitios de localizagdo nuclear classicos (NLS), os quais constituem-se de uma seqiéncia
rica de aminoacidos basicos lisina e arginina com uma fungao de “direcionar” complexos protéicos
para o nucleo (DINGWALL; LASKEY, 1998).
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As proteinas identificadas, como ja dito anteriormente, podem atuar junto com fatores de
transcricdo ou mesmo como proteinas componentes dos grandes complexos protéicos que
participam no controle transcricional em eucariotos. Como as proteinas identificadas estao
anotadas como hipotéticas e, portanto, ndo possuem ortdlogos funcionais descritos em outros
organismos, este trabalho, objetivou estudar estas proteinas visando, no futuro, compreender
melhor as suas participagdes no mecanismo de regulagao da expressao do gene gsn neste fungo.

Embora N. crassa tenha sido estudado durante mais de 60 anos pela genética classica e
molecular, relativamente pouco é conhecido sobre a regulacao da transcrigdo neste organismo. A
disponibilidade da sequéncia completa do genoma de Neurospora tem permitido a anotagao de
182 genes fatores de transcricdo. Apenas 21 fatores de transcricao foram bioquimicamente
caracterizados até o momento, e menos ainda tém sido estudados em qualquer sistema de outros
fungos filamentosos. Os genes que tém sido estudados em N. crassa desempenham papéis no
metabolismo e durante o desenvolvimento, incluindo a utilizagdo de nutrientes ou absorcao, o
crescimento vegetativo e macroconidiacdo, as respostas a luz e ao ritmo circadiano, o
desenvolvimento sexual, reparo do DNA, e fun¢des do matyng-type. Ha muitos outros processos
para os quais as informacbes basicas sobre os mecanismos de controle transcricional sao
totalmente inexistentes. Portanto, um estudo funcional em grande escala de fatores de transcricéo
de Neurospora é oportuno e vai proporcionar uma base para a compreensao de modos complexos

de regulagao génica em fungos filamentosos (COLOT et al., 2006).
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O presente projeto foi desenvolvido para atingir os seguintes objetivos:

Avaliar morfologicamente as linhagens mutantes nas proteinas estudadas. Alguns
aspectos morfolégicos das linhagens mutantes, tais como: crescimento em meio sdlido,
crescimento linear, conidiacao e formacado e extensdo das hifas aéreas serdo avaliados nas
linhagens. Nesta parte o principal objetivo sera analisar se a auséncia das proteinas pode

afetar os diferentes aspectos celulares.

Avaliar o conteudo de glicogénio nas linhagens mutantes. O conteudo de glicogénio sera
determinado em células do fungo sob condi¢cdes normais de crescimento e durante a situagao
de estresse de choque térmico. A determinagdo do conteudo de glicogénio nas linhagens
mutantes permitira avaliar a participagdo ou n&o das proteinas na regulacdo do metabolismo
do carboidrato nas duas situagdes. Isto € um aspecto importante do trabalho uma vez que as
proteinas foram identificadas como presentes em complexos DNA-proteina formados com

extratos celulares submetidos a esta situagao de estresse.

Analisar a expressdo génica nas linhagens mutantes e selvagem do fungo. Em um
primeiro momento este trabalho tera como objetivo analisar a expressdo do gene gsn por
Northern blot durante o crescimento normal do fungo e sob a condi¢cao de estresse térmico. A
expressao do gene nas linhagens mutantes sera comparada a expressdo, ja bem
caracterizada na linhagem selvagem. Como as proteinas foram identificadas em complexos
DNA-proteina formados com extratos celulares submetidos a situagcéo de estresse térmico, os
quais nao foram formados com extratos celulares do fungo nao submetidos ao choque térmico

€ importante analisar a expressao nos extratos submetidos ao choque térmico.

Clonar as ORFs e produzir as proteinas recombinantes. Os cDNAs que codificam as
proteinas que se mostrarem mais interessantes em relagao ao papel funcional serdo clonados

e as proteinas produzidas na forma recombinante em E. coli fusionada a cauda de poli-His.

Analisar as linhagens mutantes por citometria de fluxo. Pretende-se avaliar se a auséncia
das proteinas pode afetar morfologicamente os conidios das linhagens mutantes e se as

proteinas podem estar participando na regulacdo do ciclo celular.



MATERIAIS E METODOS



1- Linhagens utilizadas

Neurospora crassa

Linhagens mutantes de N. crassa, contendo genes que codificam fatores de transcrigao
individualmente nocauteados foram adquiridas pelo laboratério. O nocaute génico nestas
linhagens foi realizado através de recombinagcao homoéloga, na qual a sequéncia nucleotidica
inteira, incluindo os cédons de iniciagcao e término da traducao, foi removida (COLOT et al., 2006).
Todas as linhagens utilizadas foram adquiridas junto ao Fungal Genetics Stock Center, Kansas

City, MO, USA, e os nocautes génicos nessas linhas foram confirmados como descrito em

Materiais e Métodos (item 6).

Mating type Caracteristicas

FGSC#2489 A Selvagem
FGSC#9718 a Selvagem

contém o gene da ORF
FGSC#11902 a

NCU02424 nocauteado

contém o gene da ORF
FGSC#16510 a

NCU01021 nocauteado

contém o gene da ORF
FGSC#13658 a

NCU03482 nocauteado

contém o gene da ORF
FGSC#13915 a

NCU06679 nocauteado

contém o gene da ORF
FGSC#15693 a

NCU03876 nocauteado

Escherichia coli
e DH10B

2- Meios de cultivo

N. crassa

O meio de cultivo utilizado para crescimento e manutencao das cepas foi 0 meio minimo de
Vogel (VM). Este meio foi preparado contendo sacarose, sais de Vogel e biotina. A solugdo de

sais de Vogel foi preparada 50X concentrada, a partir da dissolugao dos seguintes sais, na ordem

indicada, em 700 mL de agua destilada:
510 g de citrato de s6dio.H,O
250 g de KH,PO,
100 g de NH4;NO;
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10 g de MgS0O,.7H,0

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

5 mL de solugéo de elementos tragos

O volume foi completado para 1 L com agua destilada e 300 L de cloroférmio foi adicionado
como agente conservante. A solugao estoque de sais de Vogel foi armazenada a 4°C. A solugéo
de elementos tragos foi feita pela dissolugéo dos seguintes compostos em 90 mL de agua:

5 g de MgS0,.7H,0

5 g de acido citrico.H,O

5 g de ZnS0O,4.7H,0

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

0,25 g de CuS,4.5H,0

0,05 g de MnS0O,4.H,O

0,05 g de H3;BO;

0,05 g de NaMo00O,.2H,0

O meio minimo de Vogel foi preparado contendo 2% de sacarose, sais de Vogel 1X, biotina

0,1 mg/mL preparada em etanol 50% e 2% de agar para culturas em meio sélido.

E. coli
O meio de cultivo utilizado para crescimento foi o meio 2YT acrescido de glicose:
1,6% de triptona
1,0% de extrato de levedo
0,5% de NaCl
0,2% glicose

Para culturas sdlidas, foram adicionados ao meio 2% de agar.

3- Analise do crescimento das linhagens mutantes

3.1- Crescimento linear

A taxa de crescimento das linhagens mutantes e selvagem foi determinada através do
crescimento em ‘race tubes”. Race tubes sdo tubos de vidro com dimensbes de 50 cm de
comprimento e 2 cm de didmetro, contendo as duas extremidades curvadas num angulo de
aproximadamente 45° (Fig. 4). Tais tubos foram parcialmente preenchidos com meio VM sdélido.
As linhagens foram rejuvenescidas e hifas (7 a 10 dias de crescimento) foram inoculadas em uma

das extremidades dos tubos e o crescimento do fungo ao longo do tubo foi



ponto de inoculagao final do crescimento

race tube

24h de crescimento

Figura 4- Esquema representativo do ensaio utilizando Race-tubes.
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monitorado diariamente por aproximadamente 3 dias. O monitoramente foi realizado por meio da

marcacao da frente do crescimento micelial.

3.2- Crescimento radial

O crescimento radial das linhagens mutantes e selvagem foi realizado em placas contendo
meio VM e meio VM suplementado com extrato de levedo 2%. Uma quantidade minima (ponta de
uma agulha) de hifas rejuvenescidas foi inoculada na regido central da placa e o crescimento

radial foi analisado apds a incubagao das placas a 30°C por 24 h.

4- Condigoes de cultivo de N. crassa e obtencao dos conidios

Culturas de N. crassa em meio solido foram cultivadas em garrafas de vidro contendo 50 mL
de meio minimo de Vogel e deixadas a 30°C na estufa por 48 horas e, em seguida, expostas a luz
até um total de 9 a 10 dias a temperatura ambiente para estimular a conidiacdo. Apds esse
periodo os conidios foram coletados pela adicdo de aproximadamente 25 mL de agua destilada
estéril a garrafa, seguida da filtragcao em gaze estéril para retencao das hifas, os conidios foram
contados em camara de Neubauer e inoculados em culturas liquidas numa densidade de 1x10’

células/mL.

4.1- Choque térmico

A suspenséo de conidios (densidade de 10 células/mL) foi inoculada em 30 mL de meio VM
(Erlenmeyers de 125 mL), em duplicata, e colocada a 30°C sob agitacao constante de 250 rpm por
24 horas em um agitador New Brunswick. Apds esse periodo, o micélio correspondente a um dos
frascos de cada linhagem foi coletado por filtracao a vacuo em papel filtro, rapidamente congelado
em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C (amostra ZERO, nao submetida a choque térmico). O
micélio da amostra do outro frasco também foi coletado por filtracdo a vacuo, e transferido para
um terceiro frasco contendo VM liquido, pré-aquecido a 45°C (choque térmico) e deixado nesta
temperatura por 30 minutos. Em seguida o micélio foi rapidamente coletado por filtragao,
congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C (amostra submetida ao choque térmico,
HS30).

As amostras coletadas foram usadas, posteriormente, para a preparagdo dos extratos

celulares.
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5- Extragao do DNA gendémico do fungo

O DNA genémico das linhagens selvagem e mutante de N. crassa foi preparado segundo o
método de Weiland (1997). Para isso micélio congelado do fungo foi pulverizado com nitrogénio
liquido em gral de porcelana e o pé resultante foi transferido para tubos eppendorf de 2 mL
contendo 500 pL de tampéo de extragao (Tris-HCI 200 mM, pH 8,0, NaCl 250 mM, EDTA 25 mM,
pH 8,0 e SDS 1%) e 500 uL de fenol saturado em tampao. Os tubos foram homogeneizados por
aproximadamente 5 minutos em vortex e, em seguida, centrifugados a 16.000 x g/4°C/10min. A
fase aquosa foi transferida para um tubo limpo e o DNA contido na fragao soluvel foi precipitado
com 80 puL de acetato de sdédio 3M, pH 5,2, e 500 uL de isopropanol gelado. Os tubos foram
deixados a -20°C por aproximadamente 3 h e, posteriormente, centrifugados a 16.000 x
g/4°C/10min.

O precipitado foi ressuspenso em 100 uL de agua e acrescido de fenol saturado para a
desproteinizagdo das amostras. Os tubos novamente foram centrifugados (16.000 x g/4°C/10min)
e a fase aquosa transferida para tubo eppendorf limpo, e o DNA foi precipitado com 40 uL de
acetato de aménio 7,5 M e 300 yL de etanol absoluto gelado. Os tubos foram deixados a -80°C
por 15 minutos. Em seguida, os tubos foram centrifugados (16.000 x g/4°C/10min) e o precipitado
obtido foi lavado com 700 pL de etanol 70% por duas vezes. O precipitado foi ressuspenso em
100 pL de agua contendo 2 pyL de RNAse A (10 mg/mL) e deixado em banho-maria a 37°C por 30
minutos. A concentracdo do DNA foi determinada por absorbancia a 260 nm e a pureza foi
analisada pela relacao das absorbancias 260/280nm em um espectrofotometro Beckman, modelo
DU 640.

6- Confirmacgao dos nocautes génicos nas linhagens mutantes

O nocaute nas ORFs estudadas foi verificado através de reacdes de PCR utilizando o DNA
gendmico das linhagens mutantes e os oligonucleotideos apresentados na Tabela 1. As reacdes
de amplificagdo foram realizadas juntamente com o DNA gendémico de uma linhagem selvagem
(FGSC#9718) e as condigdes das reacbdes foram as mesmas descritas para a clonagem das
ORFs (item 9 de Materiais e Métodos).
7- Determinagao do conteudo de glicogénio nas linhagens mutantes

7.1- Preparo dos extratos celulares

O extrato celular foi preparado pela pulverizagdo de aproximadamente 200 mg do micélio

congelado a -80°C, em gral de porcelana com nitrogénio liquido. Em seguida, transferiu-se o p6
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obtido para um tubo eppendorf de 1,5 mL contendo 1 mL de solugdo tampéao gelada (Tris-HCI 50
mM, pH 8,0, NaF 50 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, benzamidina 1 mM, TLCK 2 mM, aprotinina 1
ug/mL e pepstatina A 1 ug/mL). Apos forte agitacdo em vortex, a mistura foi centrifugada (10.000 x
g/4°C/10 min) em centrifuga Eppendorf de bancada, recolhendo o sobrenadante em um tubo
eppendorf novo. Uma aliquota foi utilizada para a determinagao das proteinas totais do extrato
celular pelo método de Hartree utilizando soroalbumina bovina (BSA) como padrao (HARTREE,
1972).

7.2- Determinacgao do conteudo de glicogénio

A determinagao do conteudo de glicogénio foi realizada como descrito por Hardy and Roach
(1993), com algumas modificagdes. Primeiramente, foram coletados 100 yL do extrato celular
bruto e adicionado 25 pyL de TCA 50%. Este material foi centrifugado a 5.000 x g /4°C/10 min. O
sobrenadante foi transferido para um tubo eppendorf limpo, ao qual foram adicionados 500 uL de
etanol absoluto e deixado 30 minutos a -80°C para a precipitacdo do glicogénio presente na fragao
soluvel. Finalmente, a solucdo foi centrifugada a 14.000 x g/4°C/ 10 minutos para a coleta do
glicogénio, o qual foi lavado duas vezes com 500 uL de etanol 66% e levemente seco ao ar. Os
precipitados contendo glicogénio foram ressuspensos em 400 uL de solugdo tampéao (acetato de
soédio 50 mM, CaCl, 5 mM, pH 5,2) e a digestao foi realizada com 1 pyL das enzimas a-amilase
(solugdo 10 mg/mL) e amiloglicosidase (solu¢ao 30 mg/mL) durante 12 a 15 horas a 37°C. O
conteudo de glicose livre foi determinado pelo kit Glicose PAP Liquiform (Labtest) segundo as
instrucdes do fabricante. O conteudo de glicogénio presente em cada amostra foi calculado de
acordo com uma curva padrao de glicogénio e expresso em relagéo a quantidade de proteina total
de cada amostra (ug glicogénio/mg de proteinas totais).

A curva padrdo de glicogénio foi preparada a partir de uma solugdo de glicogénio puro
(Sigma) em solugéo acetato (acetato de sédio 50 mM, CaCl, 5 mM, pH 5,2) na concentragéo de 10

mg/mL.

8- Extracao de RNA e analise da expressao génica por Northern blot

8.1- Extragcao de RNA total

O procedimento de extragao foi realizado segundo o método de cloreto do litio
(SOKOLOVSKY et al., 1995). Para isto, uma pequena quantidade do micélio congelado foi
pulverizada em gral de porcelana com nitrogénio liquido e o po resultante foi transferido para tubo
eppendorf de 2 mL contendo uma mistura de 750 uL de tampéao de lise (Tris-HCI 0,1 M, NaCl
0,6M, EDTA 10 mM, pH 8,0 e SDS 4%) e 750 pL de fenol saturado em Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0. A
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suspenséo foi agitada, a temperatura ambiente, durante 15 minutos e entéo centrifugada a 10.650
x g/4°C/10 minutos em centrifuga refrigerada de bancada. A fase aquosa foi transferida para um
tubo eppendorf limpo e o RNA contido nesta foi precipitado com 0,75 volumes de uma solugao de
LiCl 8 M e mantido a 4°C durante uma noite. Apds esta etapa, o material foi centrifugado a 15.700
x g /10 minutos, o precipitado foi ressuspenso em 300 pL de agua tratada com dietil-pirocarbonato
(DEPC) e, em seguida, precipitado com acetato de soédio 3 M e etanol absoluto gelado a -80°C,
durante 30 minutos. O RNA total foi coletado a 15.700 x g/4°C/15 minutos, lavado duas vezes com
uma solugéo de etanol 70% gelada a 15.700 x g/4°C/ 5 minutos, seco e solubilizado em 50 a 100
ML de agua tratada com DEPC. A concentracdo do RNA foi determinada por absorbancia a 260
nm em espectrofotdbmetro Beckman, modelo DU 640 e sua pureza analisada através da relagao de
absorbancias 260/280 nm.

8.2- Analise da expressao do gene gsn nas linhagens mutantes

A analise foi realizada por Northern blot segundo protocolo descrito por Sambrook and
Russell (2001). Para isto, aproximadamente 15 ug de cada amostra de RNA total foi previamente
desnaturada em tampéao de desnaturacao (MOPS 1X, formamida deionizada 50%, formaldeido 20
%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0,025%, brometo de etideo 0,05 ug/mL) a 65°C durante 10
minutos. As amostras desnaturadas foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,5%
contendo formaldeido 0,6 M a 65 V por aproximadamente 4 horas em tampao MOPS 1X (MOPS
20 mM, acetato de sédio 5 mM e EDTA 1 mM, pH 7,0). O RNA total, apds eletroforese, foi
transferido por capilaridade para membrana de nylon neutra (Hybond N, Amersham) utilizando
solugdo tampao SSC 2X (NaCl 0,3 M e citrato de sédio 3 mM, pH 7,0) durante a noite. Apos a
transferéncia, os RNAs foram fixados na membrana por crosslinking (Ultraviolet Crosslinker UVP
mod. CL1000) durante 2 minutos e, em seguida, a membrana foi lavada com solugao tampao SSC
2X para a total remogao do formaldeido. Apds as lavagens, a membrana foi pré-hibridizada a
42°C, durante 4 h com 5 mL da solugéo ULTRAhyb™ (Ambion) em forno de hibridizagéo Hybaid.

Um fragmento do gene gsn de aproximadamente 1350 pb subclonado no vetor pMOSBIlue
(construgao existente no laboratorio) foi utilizado como sonda, a qual foi marcada radiativamente
com a[**P]dATP por random priming utilizando o kit NEBlot™ (Biolabs) e, em seguida, purificada
por filtracao em resina Sephadex G-50 (Sigma) equilibrada em tampao NT (Tris-HCI 1 mM, pH 8,0,
NaCl 1 mM e EDTA 2 mM, pH 8,0) a fim de eliminar os nucleotideos nao incorporados. Em
seguida, a desnaturagcéao da sonda foi realizada pela incubacdao da mesma a 100°C por 10 minutos
e 100uL da sonda desnaturada (aproximadamente 10° cpm total) foi adicionada & solugdo de pré-
hibridizacdo. A hibridizacao foi realizada a 42°C durante uma noite. Apdés a hibridizacao a
membrana foi lavada em diferentes condigbes de estringéncia antes de ser exposta ao filme
radiografico (Kodak T-Mat G/RA).
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Condicbes de lavagem:
SSPE 2x - 15 min/42°C
SSPE 0,5x; SDS 0,1% - 15 min/42°C
SSPE 0,1x; SDS 0,1% - 15 min/42°C
SSPE 0,1x; SDS 0,1% - 30 min/65°C

9- Clonagem das ORFs

9.1- Biblioteca de cDNA utilizada

A biblioteca de cDNA de N. crassa (YpADES) utilizada neste trabalho foi preparada
anteriormente em nosso laboratorio através da excisdo plasmidial de uma biblioteca de cDNA
construida em vetor fago A (NMADES) obtida comercialmente. Para isso uma cultura de células de
bactéria E. coli BNN132 foi infectada com a biblioteca, as células infectadas foram plagueadas em
meio contendo ampicilina e todas as colbnias resistentes a ampicilina foram transferidas para
frascos Erlenmeyers com meio contendo ampicilina. Posteriormente a biblioteca foi obtida por

maxi-extracdo de DNA plasmidial.

9.2- Clonagem dos cDNAs por PCR

A biblioteca de cDNA (YpADEDS5) foi usada para a amplificacdo dos fragmentos, por PCR,
utilizando os oligonucleotideos apresentados na Tabela 2. Os oligonucleotideos foram
desenhados a partir das seqUéncias nucleotidicas dos genes que codificam as proteinas
existentes no banco de dados do genoma de N. crassa
(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/neurospora/Home.html). Nas sequéncias dos
oligonucleotideos os cddons de iniciagdo (AUG) e de término (UAA e UGA) estdo salientados em
negrito. Os sitios correspondentes as enzimas de restricdo foram adicionados para facilitar a
posterior subclonagem no vetor de expressao pET.

Combinagdes dos oligonucleotideos F e R foram usadas em reagbes de PCR utilizando
como molde a biblioteca de cDNA plasmidial YpADES-Nc. As reagbes de amplificacdo das ORFs
NCU02424 e NCUO03876 foram realizadas utilizando 1,5 ug da biblioteca de cDNA, 0,5 uL (1,25U)
da enzima Platinum Pfx DNA Polimerase (Invitrogen), 1 yL dos oligonucleotideos F e R (100
pmol/uL), 5 yL de tampao de PCR 10x, 1 yL de MgSO, 50 mM, 2 yL de dNTP (10 mM) e de
enhancer 10x (Invitrogen). Os ciclos da PCR foram: desnaturagdo (96°C/1 min), anelamento

(50°C/1 min) e polimerizagao (68°C/1,5 min), por 30 ciclos, num volume final de 50 pL de reagao.



Tabela 2: Oligonucleotideos utilizados.
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A ENZIMAS DE | FRAGMENTO
ORF SEQUENCIA B
RESTRIGCAO | ESPERADO (nt)

NCU03482 F: 5-CCATATGGTGCAAATCAGCGAGG-3 Ndel 1377
R: 5-CGGAATTCTCAACAAATAAACTCCTG-3 EcoRl
F: 5-CCATATGGCGCGCGACGAGATTG-3 Ndel

NCU06679 1695
R: 5-GAATTCTCATTGCTGCTGTTGCTTC-3 EcoRl
F: 5-GGAATTCCATATGCTGATCCGGCTATCAGCC-3 Ndel

NCU02424 - 1554
R: 5-CGGAATTCTTAGCCACCAAACGGAAACCC-3 EcoRl
F: 5-GGAATTCCATATGAGGCCCATTCTTC-3 Ndel

NCU03876 1041
R: 5-CGGAATTCTTAGGCAGAAATGGTCTG-3 EcoRl
F: 5-GGAATTCCATATGGCTGTCGATCAGG-3 Ndel

NCU01021 1110
R: 5-CGGAATTCTTACTCGGCAGCTTCCCT-3 EcoRl
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A amplificacdo da ORF NCU01021 foi obtida por PCR, onde as condi¢des da reacgao foram:
0,2 pg da biblioteca de cDNA e os ciclos dessa PCR foram: desnaturagéo (96°C/1 min),
anelamento (58°C/1 min) e polimerizacao (68°C/1,5 min), por 39 ciclos, num volume final de 50 pL

de reacgao.

9.3- Clonagem dos cDNAs por RT-PCR

Os cDNAs que codificam as proteinas NCU06679 e NCU03482 foram amplificados por RT-
PCR. A amplificacdo da ORF NCUO06679 foi realizada inicialmente utilizando o "Kit Superscript IlI
Platinum One-Step Quantitative RT-PCR System" (Invitrogen). No entanto a analise de restrigdo
do fragmento obtido revelou que tal fragmento n&o correspondia ao respectivo cDNA. Dessa
maneira outra metodologia foi empregada utilizando o kit comercial Superscript® Il First-strand
Systhesis for RT-PCR (Invitrogem). Para isso cerca de 5 ug do RNA total da linhagem selvagem
FGSC#9718 foram tratadas com a enzima DNase RQ1 RNase-Free DNase (Promega) para
eliminar contaminagcbes por DNA genbmico presente nas amostras de RNA. Em seguida, a
sintese do cDNA foi efetuada, utilizando-se o kit de acordo com as instrucdes do fabricante.

A ORF NCUO03482, inicialmente obtida por PCR convencional, foi amplificada utilizando
como molde a biblioteca de cDNA plasmidial YpADE5-Nc. No entanto, uma analise de restricao
realizada mostrou que o fragmento amplificado nao correspondia a ORF. Dessa maneira a mesma
metodologia empregada para amplificacdo da ORF NCU06679 também foi utilizada para a
amplificacado da ORF NCU03482.

As reacbes de PCR foram realizadas em um termociclador Mastercycler gradient
(Eppendorf) no volume final de 50 ul, nas seguintes condigdes: 40 ciclos de 96°C por 1 minuto,
58°C por 1 minuto e 68°C por minutos, apds desnaturacdo inicial de 96°C por 4 minutos. Os
produtos das reagbes de amplificacao foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,0%
em tampé&o TAE 1x (Tris 0,4 M, acido acético glacial 0,2 M, EDTA 0,01 M, pH 8,0) contendo 50 uL
de brometo de etideo 1 mg/mL e, em seguida, foram purificados utilizando o kit Geneclean (Bio
101). Os fragmentos purificados foram confirmados por analise de restricdo. Os fragmentos
confirmados foram inseridos no vetor pMOS-Blue (“Blunt Ended PCR cloning kit’, GE Healthcare),
cujo mapa fisico esta mostrado na Figura 5.

Os produtos das reagdes de ligagao foram usados para transformar células competentes da

linhagem DH10B e os plamideos resultantes foram confirmados por andlises de restri¢cao.
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10- Producao das proteinas recombinantes

10.1- Subclonagem das ORFs em vetor de expressao de E. coli

Apods a obtencao do DNA plasmidial recombinante, as clonagens em vetor de expressao dos
fragmentos de DNA correspondentes as ORFs NCU06679 e NCU02424 foram realizadas. Os
fragmentos foram subclonados no vetor de expressao de E. coli pET-28a (Novagen), cujo mapa
fisico esta mostrado na Figura 6. Este vetor possui a marca de selecdo KAN, a qual confere
resisténcia ao antibiético canamicina em bactérias. Neste vetor, a producdo de proteinas
recombinantes esta sob o controle do promotor induzivel T7, o qual permite a producdo da
proteina recombinante em alta concentracdo em meio contendo IPTG (isopropil-tio-B-D-
galactopiranosideo).

Para a subclonagem das ORFs foi realizada a clivagem dos plasmideos pMOS-2424 e
pMOS-6679 com as enzimas de restricdo EcoRl e Ndel e os insertos isolados foram subclonados
no vetor de expressado pET-28a, previamente linearizado com as mesmas enzimas de restricao,
resultando na construcdo dos plasmideos pET-2424 e pET-6679. Em ambas as reagcbes foram
utilizados 0.5 yL da enzima T4 ligase (NE Biolabs), 1 uL do tamp&o da enzima e agua destilada
completando o volume final para 10 yL. Os produtos das reacdes de ligacdo foram usados para
transformar células competentes de E. coli da linhagem DH10B. As colbnias obtidas na
transformacao foram utilizadas para a extracdo de DNA plasmidial recombinante, o qual foi
submetido a analise de restrigdo com enzimas que clivam ao longo da sequéncia nucleotidica dos
insertos e do vetor para selecionar possiveis clones positivos. Os clones apresentando os
tamanhos esperados foram submetidos ao seqlenciamento automatico de DNA para certificagéo

da integridade da sequéncia do inserto.

11- Sequenciamento e analise das sequéncias obtidas

Para a reacao de seqlienciamento, o DNA plasmidial dos clones foi obtido pela utilizacdo do
kit Miniprep Geneclean® Il onde as recomendacdes do fabricante foram seguidas rigorosamente.
As reagdes de sequenciamento foram realizadas com o kit Big Dye Terminator Cycle Sequence
Ready Reaction (Applied Biosystems), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante,
utilizando 2 L de oligonucleotideos T7 terminator e pET-F na concentragdo de 1,6 pmol/uL cada,
2 uL de tampao de sequenciamento 5x, 2 pL de Big Dye e agua completando o volume final para
10 uL. Na reagéo de PCR aplicou-se um ciclo inicial de 96°C por 2 minutos seguido de 40 ciclos
de 96°C por 30 segundos, 52°C por 30 segundos, 60°C por 4 minutos e finalmente 4°C.

Para a lavagem, aos 10 pyL da reacdo de sequenciamento foram adicionados 16,7 uL do

coktail de precipitacdo. As amostras foram agitadas vigorosamente em vortex e mantidas no gelo
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por 15 minutos. Em seguida foram centrifugadas a 1.500 x g por 30 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente 50 yL de etanol 70% gelado foi adicionado nas amostras, as quais
foram novamente centrifugadas por 20 minutos na mesma velocidade. Por fim, as amostras foram
colocadas para secar por 1 minuto a 95°C. Ap6s a lavagem e secagem as amostras foram
enviadas para sequenciamento ao laboratorio de sequenciamento de DNA no Instituto de
Quimica, USP, Sao Paulo.

12- Ensaios de producgao das proteinas recombinantes e analise de solubilidade

Para a produgdo das proteinas recombinantes células da linhagem de E. coli
BL21(DE3)pLysS foram utilizadas para a transformagao com os plasmideos pET-6679 e pET-
2424. Seis colbnias foram avaliadas em relagdo a produgdo das proteinas, em um ensaio
preliminar. As coldnias isoladas foram inoculadas em 5 mL de meio 2YT contendo os antibidticos
kanamicina 30 pg/mL e cloranfenicol 200 ug/mL e deixadas crescer a 37°C, 200 rpm, por uma
noite. Um volume de 500 uL dessa solugao foi transferido para um Erlenmeyer contendo 50 mL do
mesmo meio e incubados a 37°C 250 rpm até atingir uma densidade 6ptica a 600 nm de 0,6 a 0,8.

Um volume de 2 mL de cada cultura foi retirado para analise das amostras antes da inducao
(amostras ndo induzidas — NI) e as culturas restantes foram adicionados volumes de IPTG nas
concentracdes de 0,4 mM ou 0,1 mM. As culturas foram incubadas a 30°C ou 37°C, 250 rpm, por
mais 4 ou 6 horas. Ao final deste periodo, as células foram coletadas por centrifugacao,
ressuspensas em 10 mL de tampé&o de lise (Tris-HCI 50mM, pH 8.0, NaCl 20mM, glicerol 5%,
tween-20 0,5%, triton x-100 0,5%) e congeladas a -20 C por uma noite. As células, no dia
seguinte, foram descongeladas totalmente e lisadas através de 3 ciclos de 30 segundos de
sonicagao a uma amplitude de 30% (sonicador SONICS, Vibra Cell) seguidos por 30 segundos de
banho de gelo. Em seguida, o lisado celular foi centrifugado durante 10 minutos a 30.000 x g a
4°C, o sobrenadante foi reservado separadamente e o precipitado ressuspenso em 10 mL do
mesmo tampéao de lise. Proteinas das amostras néo induzidas, do precipitado e do sobrenadante
foram analisadas através de SDS-PAGE 12% (LAEMMLI, 1970) para verificar se as proteinas
eram soluveis (presente no sobrenadante) ou insollveis (presente no precipitado). Os géis foram
corados com Coomassie Brilliant Blue R-250.

Como controle positivo da expressao, foi utilizado o plasmideo pET-2369, contendo a ORF

XAC2369 de Xanthomonas citri (construcao existente no laboratorio).

13- Analise da expressao protéica por Western blot

A analise da expressado protéica foi também realizada por Western blot. Para isso, as

proteinas das amostras ndo induzidas, sobrenadantes e precipitadas foram analisadas em SDS-
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PAGE gel 12%. A eletroforese foi realizada a temperatura ambiente, com uma diferenga de

potencial de 100 V no sistema de eletroforese Mini-Protean Il (Bio-Rad).

13.1 Ensaio de Western blot

A proteinas, apos fracionamento por eletroforese, foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose, em tampao Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, glicina 150 mM e metanol 20%, 100V, durante 2

horas utilizando o sistema de eletrotransferéncia “TransBlot (Bio-Rad)”. A transferéncia foi
visualizada na membrana de nitrocelulose pela coloragdo com solugdo de “Ponceau-S” (0,1%
Ponceau-S e 10% acido acético) por 5 minutos e descorada em agua destilada para o
aparecimento do marcador de peso molecular, o qual foi marcado com caneta.

Posteriormente, as membranas foram incubadas em TBS-Tween (Tris-HCI 20 mM, pH 7,5,
NaCl 500 mM, Tween-20 0,05%) acrescido de 5% de leite em pd desnatado, por
aproximadamente 12 horas, sob baixa agitagcdo. As membranas foram entdo lavadas com TBST
para retirar todo o leite e incubadas com o anticorpo monoclonal anti-polyhistidine, conjugado com
fosfatase (Sigma) em TBST contendo 5% de leite em p6 durante 2 horas (diluicdo 1: 10000) em
agitacao lenta. Em seguida, as membranas foram submetidas a trés lavagens consecutivas de 5
minutos cada com TBST. Por fim, procedeu-se a revelagao incubando as membranas em solugao
reveladora constituida de tampéo carbonato (NaHCO; 100 mM, MgCl, 1 mM, pH 9,8) acrescido de
BCIP (5’-bromocloro indolil fosfato) e NBT (nitroazul de tetrazolio). Apds revelagcdo as membranas

foram secas.

14- Citometria de fluxo

Culturas de N. crassa em meio solido foram obtidas como descrito no item 3 de Materiais e
Métodos. Os conidios foram coletados a 20.000 x g /5min/4°C e um total de 5x10* conidios foram
suspensos em 0,5 mL de solugao PI (Triton X-100 0.1%, citrato de s6dio 0.1%, 0.9 U/ml RNase A,
iodeto de propideo 50 ug/mL) e deixados no escuro durante 90 minutos. Os conidios foram
coletados por centrifugagdo e suspensos em tampao adequado (BD FACSFlow™) para realizacdo
da leitura em citometro de fluxo (BD FACSCalibur™ Flow Cytometer, BD Bioscience) utilizando um
laser de argbnio em 488nm. A analise dos dados coletados foi realizada através dos softwares BD
FACSDiva (para analise morfologica) e CellQUEST™ (Becton Dickinson, San Juan, CA, USA)
(para analise de ciclo celular). Um total de 10.000 células foram avaliadas por amostra e os
experimentos foram repetidos trés vezes.

As células em suspensado foram analisadas no laboratério do Prof. Dr. Rui Curi, no
Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Ciéncias Biomédicas, USP, Sdo Paulo com

o auxilio do pos-doutorando Dr. Augusto Ducatti Luchessi, do ICB e do pés-graduando Rodrigo D.
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Gongalves, do 1Q, UNESP, Araraquara. Para cada amostra foi determinado o tamanho, expresso
em FSC (forward scatter) e a granulosidade, expresso em SSC (side scatter). Os dados foram

disponibilizados em graficos de dispersao de pontos (dot plot).

15- Ensaios de viabilidade celular

Estes ensaios foram realizados para complementar os resultados de incorporagao de iodeto
de propideo obtidos nas analises morfoldgicas por citometria de fluxo. Para este ensaio, as
linhagens foram cultivadas em garrafas e os conidios coletados como descrito anteriormente (item
3 de Materiais e Métodos). Placas de Petri foram preparadas com os meios VM acrescido de
sorbose 2%, glicose 0,05%, frutose 0,05% e VM acrescido de sorbose 2%, glicose 0,05%, frutose
0,05% e extrato de levedo 2%. Placas de 96 wells foram utilizadas para a preparacao da diluicao
das amostras onde em cada poco foram colocados 180 puL de meio VM liquido com excecéo da
primeira coluna onde foi colocado 200 pL de suspensdo conidial numa densidade de 10°
conidios/mL. Diluicdes seriadas foram realizadas a partir da amostra inicial até o total de 10’
conidios/mL. Posteriormente, 5 uL de cada diluicdo foram transferidos para a superficie do meio

contido nas placas de Petri, as quais foram incubadas a 30°C/24h.

16- Preparo e transformacao das células competentes de E. coli

Para o preparo das células competentes da linhagem DH10B de E. coli, células nao
competentes foram rejuvenescidas em 5 mL de meio 2YT e incubadas a 37°C a 250 rpm, durante
uma noite. Apdés a obtencdo de células jovens, 500 yL deste crescimento foram inoculados em
100 mL de meio 2YT e a cultura incubada a 37°C a 250 rpm até uma densidade 6tica a 600 nm de
aproximadamente 0,7. As células foram coletadas em tubos Falcon (50 mL) estéreis a 700 x
g/4°C/15 minutos em microcentrifuga de mesa. Os concentrados celulares foram lavados com 40
mL de uma solugédo de CaCl, 100 mM gelada e estéril e dissolvidos em 8 mL de CaCl, 100 mM
estéril. As células competentes foram utilizadas para as reacdes de transformacéo.

Para a transformacéao das células competentes, aproximadamente 5 pyL da reacao de ligacao
de cada uma das construgées foram incubados em gelo por 30 minutos com 100 uL de células
competentes. Em seguida, as suspensdes foram submetidas ao choque térmico pela transferéncia
para um banho a 42°C por 2 minutos. Apds o choque térmico, as suspensdes foram adicionadas
de 400 puL de meio 2YT e novamente incubadas a 37°C/60 min. A selecao dos transformantes foi
realizada através do plaqueamento em meio de cultura 2YT suplementado com 100 ug/mL de
ampicilina e cultivados a 37°C durante uma noite. As colbnias resultantes do crescimento foram

submetidas a extracdo do DNA plasmidial.
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17- Mini-extracao de DNA plasmidial

Células de colbnias bacterianas foram inoculadas em 5 mL de meio 2YT e crescidas a 37°C
durante uma noite. O DNA plamidial foi extraido pelo método de boiling prep descrito por Holmes
and Quigley (1981), no qual cerca de 1,5 mL da cultura de células foram transferidos para tubos
eppendorf de 1,5 mL, centrifugados a 14.000 rpm/1min. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado ressuspenso em 350 uL de solugado STET (Tris 10 mM, pH 8,0, sacarose 8%, Triton X-
100 0,5%, EDTA 50 mM, pH 8,0, contendo 30 mg de lisozima). A mistura foi aquecida em banho
de agua fervente por 40 segundos, e imediatamente resfriada em freezer -20°C por 10 minutos.
Em seguida, centrifugada a 20.817 x g/10 minutos.

Com uso de palitos de dente, o precipitado foi retirado e descartado, sendo os acidos
nucléicos precipitados com 40 uL de acetato de sédio 3 M, pH 5,2 e 420 uyL de isopropanol. A
seguir, o material foi centrifugado a 20.817 x g /10 minutos. O precipitado foi dissolvido em 100 pL
de agua pura e 100 pL de fenol saturado com tampao foi adicionado. Essa mistura foi
vigorosamente agitada em vortex por 20 segundos e, posteriormente, centrifugada a 20.817 x g
/10minutos. Um volume de 80 uL da fase aquosa foi transferido para um tubo eppendorf novo e o
DNA plasmidial foi precipitado com 40 uL de acetato de aménio 7,5 M e 300 uL de etanol absoluto
gelado. O DNA plasmidial foi coletado por centrifugacdo e lavado duas vezes com 800 uL de
etanol 70% gelado. O DNA foi dissolvido em 20 uL de agua apds secagem por aproximadamente
15 minutos ao ar.

Os DNAs plasmidiais extraidos foram analisados por digestdo com enzimas de restricao
seguindo as instru¢des do fabricante. Células dos clones positivos selecionados foram

armazenados a -80°C como cultura permanente em glicerol 16%.
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1- Caracteristicas estruturais das proteinas estudadas

Em um trabalho anterior do nosso laboratério, algumas proteinas capazes de reconhecer e
ligar ao elemento de DNA STRE da regiao promotora do gene gsn foram identificadas (FREITAS
et al., 2008). A maioria destas proteinas encontra-se anotada como proteina hipotética e, apds
analise de suas seqUéncias polipeptidicas, algumas foram consideradas alvos promissores de
estudo, baseado na presenca de dominios protéicos bem caracterizados em outras proteinas.
Estas proteinas foram alvo de estudos neste trabalho e a Figura 7 mostra uma representacao
destas ORFs:

. NCU01021, anotada como relacionada ao fator de iniciagdo da tradugao (elF3).
Analises em sua sequéncia polipeptidica revelou a presenga de um dominio Mov3/MPN/PAD-1
localizado na extremidade N-terminal.

. NCU03876 e NCU06679 com dominios WD40 localizados ao longo da sequéncia
polipeptidica das proteinas. A proteina codificada pela ORF NCU06679 foi anotada como ortéloga
a proteina Cac3p (chromatin assembly-3) de S. cerevisiae.

. NCUO03482, uma proteina cuja analise da sequéncia polipeptidica revelou a
presenca de um dominio Tip49 C-terminal, o qual interage com varios fatores nucleares, além de
apresentar atividade DNA helicase intrinseca.

. NCU02424, uma proteina potencialmente interessante para investigacdo que se
caracteriza por apresentar um dominio DnaJ localizado na extremidade N-terminal e trés dominios
tetratricopeptidicos (TPR).

Utilizando as informagdes disponiveis no genoma do fungo N. crassa (http://www.fgsc.net)
juntamente com a utilizagdo de ferramentas de bioinformatica foram possiveis as caracterizagbes
bioquimica, molecular e estrutural dessas proteinas, tais como ponto isoelétrico (pl), massa
molecular tedrica (MM) e a presencga de sinais de localizagdo nuclear (NLS). A estimativa tedrica
das propriedades fisico-quimicas das proteinas identificadas, bem como a determinagcdo NLS
classicos foi realizada por meio das ferramentas ProtPAram (www.expasy.org/tools/protpar-
ref.ntml) e Psortll (http://psort.nibb.ac.jp/cgi-bin/runpsort.pl), respectivamente.

A Tabela 3 mostra alguns dados bioquimicos das proteinas estudadas e a Tabela 4 mostra

os dados fisico-quimicos.
2- Determinagao do conteudo de glicogénio nas linhagens mutantes
A determinagéo do conteudo de glicogénio nas linhagens mutantes foi realizada para avaliar

a participagdo ou nao das proteinas na regulagdo do metabolismo do carboidrato. Como as

proteinas foram identificadas em complexos DNA-proteinas formados com um fragmento do
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Figura 7- Representacdo esquematica das proteinas codificadas pelas ORFs hipotéticas
estudadas neste trabalho. Estas proteinas foram previamente identificadas por espectrometria de
massas, e as sequéncias polipeptidicas foram analisadas (mips.gsf.de/genre/proj/ncrassa). As

caracteristicas estruturais dos dominios protéicos foram descritas em Introdugéo (pagina 26).
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Tabela 3: Dados moleculares das proteinas estudadas.

ORF cDNA (nt) GENE (nt) INTRONS
NCU01021 1110 1345 1
NCU03876 1041 1300 2
NCU03482 1377 1580 2
NCU02424 1554 1633 1
NCU06679 1695 1825 1

Tabela 4: Dados tedricos das propriedades fisico-quimicas das proteinas estudadas.

) Massa
ORF RZZ"XX)S es':?::,‘:g: I(a|;a) is:eﬁgttr?co NLS*
NCU01021 370 39694.0 4.92 -
NCU03876 347 38796.6 6.19 -
NCU03482 459 49811.3 5.69 230-HKKK (M)
NCU02424 518 55776.4 8.02 -
NCU06679 565 63446.3 5.33 533-RAAQMTGAERHRKTRS (B)

* Nuclear Localization Site. M e B correspondem ao sinal de localizagdo nuclear monopartido (M) e
bipartido (B).
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promotor gsn (gene que codifica a enzima glicogénio sintase, regulatéria no processo de sintese
do carboidrato) seria importante avaliar o conteudo de glicogénio nas linhagens mutantes e
comparar ao obtido para a linhagem selvagem. As quantificagbes foram realizadas nas amostras
dos micélios coletados antes do choque térmico (amostra ZERO) e apdés o choque térmico
(amostra HS30). A avaliagao apds o choque térmico € um aspecto importante do trabalho, uma
vez que as proteinas foram identificadas como presentes em complexos DNA-proteina formados
com extratos celulares submetidos a esta situacéo de estresse. Na linhagem selvagem o acumulo
de glicogénio é maximo no final da fase exponencial de crescimento (24 h) e diminui
acentuadamente no inicio da fase estacionaria. Quando o micélio do fungo é submetido ao choque
térmico (transferéncia de 30 para 45°C) o conteudo de glicogénio é drasticamente reduzido (DE
PAULA et al., 2002; FREITAS; BERTOLINI, 2004).

O conteudo de glicogénio antes e depois do choque térmico foi analisado em todas as
linhagens mutantes tendo como referéncia o conteldo da linhagem selvagem, nas mesmas
condigcbes. A dosagem foi realizada através da determinacdo da quantidade de glicose liberada
pela digestdo do glicogénio com as enzimas a-amilase e amiloglicosidase e a concentragdo de
glicogénio foi expressa em relacdo a quantidade de proteina presente no extrato protéico. Os
resultados estao apresentados na Figura 8. Em uma primeira analise, todas as linhagens
mutantes avaliadas apresentaram um perfil de acumulo de glicogénio semelhante ao da linhagem
selvagem apoés 30 minutos de choque térmico, isto é, todas apresentaram uma queda nas
quantidades de glicogénio apds o choque térmico, como mostra a figura. Entretanto, o acumulo de
glicogénio pelas linhagens mutantes antes do choque térmico (30°C) € menor do que aquele
observado para a linhagem selvagem na mesma situagcdo. A linhagem mutante na ORF
NCU06679 apresentou o conteudo de glicogénio mais reduzido, comparado ao da linhagem
selvagem, em ambas as situacdes (antes e depois do choque térmico). Esta proteina e a linhagem
mutante respectiva parecem ser, portanto, alvos interessantes de estudos, uma vez que € a

linhagem na qual o conteudo de glicogénio mostra-se mais comprometido.

3- Analise da expressao do gene gsn por Northern blot

A analise da expressao do gene gsn nas linhagens mutantes € uma analise importante a ser
realizada uma vez que resultados obtidos anteriormente em nosso laboratério mostraram que a
expressao do gene gsn € maxima em 24 horas de crescimento e é drasticamente reduzida apds
choque térmico (DE PAULA et al., 2002; FREITAS; BERTOLINI, 2004). Para isto, o RNA total das
linhagens mutantes e selvagem foi preparado a partir das mesmas amostras de micélio utilizadas
na dosagem de glicogénio, ou seja, amostras ndo submetidas ao choque térmico (amostra ZERO)
e amostras obtidas apds choque térmico (amostra HS30). O RNA total da linhagem selvagem

(FGSC#9718) foi utilizado como referéncia. Na analise, o transcrito do gene codificador do RNA



Linhagens Conteudo de glicogénio a 30°C (%)
FGSC#9718 (selvagem) 100%

NCU01021 20,3%

NCU06679 60.6%

NCU03876 18.7%

NCU03482 29.7%

NCU02424 16.2%

*Porcentagem de reducdo do conteudo de glicogénio nas linhagens mutantes em relagédo a

selvagem.
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Figura 8- Conteudo de glicogénio nas linhagens selvagem e mutantes de N. crassa. Linha 1,
linhagem selvagem (FGSC#9718). Linhas 2-6, linhagens mutantes nas ORFs. O conteudo de
glicogénio foi determinado através da digestdo com as enzimas a-amilase e amiloglicosidase e
posterior quantificagdo de glicose livre. Os resultados correspondem a média de no minimo trés
experimentos independentes.
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ribossdbmico 18 S foi utilizado como controle enddégeno e os resultados estdo apresentados na
Figura 9.

Os resultados mostraram que na situagcao de estresse térmico os niveis do transcrito gsn
diminuem em todas as linhagens mutantes, semelhante ao observado para a linhagem selvagem.
Entretanto, a diminuicdo na expresséo do gene é ainda maior na linhagem que contem a ORF
NCUO6679 nocauteada, uma vez que antes do choque térmico o nivel do transcrito gsn nesta
linhagem mutante é maior do que o observado na linhagem selvagem. Os resultados obtidos na
expressao do gene corroboraram com os resultados obtidos na quantificacdo de glicogénio nas
mesmas linhagens em relagao a redugao apos choque térmico e demonstraram que mudangas na
sintese do carboidrato podem acontecer por alteragbes na expressdo génica. Em relacdo a
linhagem mutante na ORF NCUO06679 o resultado obtido mostrou um aumento na expresséo do
gene antes do choque térmico, comparado a linhagem selvagem e mais uma vez mostrou que
esta linhagem constitui num importante alvo de estudo.

Analisando conjuntamente os resultados de acumulo de glicogénio e expressédo do gene gsn
foi possivel observar que as proteinas podem atuar na regulagao do metabolismo do carboidrato,
uma vez que os conteudos de glicogénio, assim como os niveis de expressao do gene gsn estao
levemente alterados quando comparados aos obtidos para a linhagem selvagem nas duas
situacbdes estudadas, durante o crescimento normal do fungo e apds submissdo ao choque

térmico, principalmente na linhagem mutante na ORF NCU06679.

4- Anadlise do crescimento das linhagens

A analise das sequéncias polipeptidicas das proteinas alvo deste estudo mostrou a presenca
de dominios protéicos importantes. Em fungdo disso, foi analisado se a auséncia de um
determinado fator de transcricdo poderia afetar o crescimento celular da linhagem mutante. Para
isso, o crescimento das linhagens mutantes foi comparado em relagdo ao crescimento da
linhagem selvagem. A taxa de crescimento em meio sdlido foi avaliada utilizando race tubes, e os
resultados mostraram que o crescimento das linhagens mutantes nao diferenciou muito do
crescimento da linhagem selvagem, exceto no crescimento apresentado pela linhagem mutante na
ORF NCU06679 (Fig.10A) O crescimento médio apresentado por esta linhagem,
comparativamente a linhagem selvagem, até o terceiro dia, foi visivelmente mais reduzido. As
demais linhagens mutantes acompanharam o crescimento da linhagem selvagem, as quais

atingiram o final dos tubos em 3 dias.
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Figura 9- Express&o do gene gsn nas linhagens mutantes. A, RNA total das linhagens selvagem e
mutantes de N. crassa analisado por Northern blot. Autoradiografia do gel (painel superior) e gel
de agarose (painel inferior). S, selvagem; 0, amostra antes do choque térmico; HS, amostra apos
choque térmico. B, Analise densitométrica da inducdo do gene gsn antes e depois do choque

térmico nas linhagens selvagem e mutantes.
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Figura 10- Analise do crescimento nas linhagens mutantes. A, Taxa de crescimento linear em

race tubes e B, crescimento radial.
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Ainda com o objetivo analisar se a auséncia de uma determinada proteina poderia afetar o
crescimento celular da linhagem mutante, o crescimento radial foi observado, sempre em
comparagao a linhagem selvagem. Os resultados desse ensaio estdo apresentados na Figura
10B. A figura mostra que o crescimento radial das linhagens mutantes, tanto em meio VM ou em
VM + YE (um meio mais rico), acompanhou o crescimento da linhagem selvagem exceto,
novamente, na linhagem mutante na ORF NCU06679 em que € observado um crescimento
bastante reduzido.

Um aspecto interessante, observado nesse ensaio, € que as linhagens apresentam um
maior crescimento em meio minimo (VM) livre de extrato de levedo. No entanto as hifas estao
menos agrupadas o que favorece o espalhamento pela placa. Em placas com meio minimo
acrescido de extrato de levedo (VM + YE) o crescimento se mostra menor, porém as hifas estao

mais condensadas.

5- Confirmagao do nocaute nas linhagens mutantes

As linhagens mutantes, objetos de estudo deste trabalho, correspondem a linhagens
nocauteadas nos genes alvos através da inser¢gédo por recombinagdo homologa de uma marca de
selecdo. Estas linhagens nao foram construidas em nosso laboratério, deste modo a confirmagao
deste nocaute foi importante para verificar se as linhagens sao realmente mutantes nos genes
alvos.

Com o objetivo de confirmar a auséncia dos genes nas linhagens mutantes o DNA gendmico
de cada uma foi extraido e utilizado em reacdes de amplificacdo por PCR, juntamente com o DNA
gendmico da linhagem selvagem do fungo. As condi¢gdes de ambas as reagdes foram as mesmas
e sempre realizadas concomitantemente. Os resultados obtidos estdo mostrados na Figura 11.

Analisando os resultados observamos que os genes correspondentes as ORFs NCU03876
(Fig. 11B, fragmento de 1,3 kb), NCU03482 (Fig. 11C, fragmento de 1,6 kb), NCU02424 (Fig. 11A,
fragmento de 1,6 kb) e a NCU01021 (Fig. 11E, fragmento de 1,3 kb) foram amplificados nos
tamanhos esperados (Tabela 2) e apenas na linhagem selvagem, confirmando, portanto, a
auséncia dos genes nas linhagens mutantes correspondentes. E importante lembrar que estas
ORFs foram amplificadas a partir do DNA genémico e, portanto, os fragmentos apresentaram um
tamanho esperado para a sequéncia nucleotidica contendo introns. Entretanto, o produto de
amplificacdo na linhagem selvagem n&o corresponde ao tamanho esperado para o gene
correspondente a ORF NCU06679 que com a presenca do intron deveria apresentar um tamanho
de1,8 kb (Fig. 11D).

A auséncia do produto de amplificagdo por PCR nas linhagens mutantes ndo é a melhor

comprovacao do nocaute.
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Figura 11- Amplificacao de fragmentos correspondentes as ORFs a partir de DNA gendmico das
linhagens selvagem e mutantes. A, NCU02424; B, NCU03876; C, NCU03482; D, NCU06679 e E,
NCUO01021. S, reagdo de amplificacao usando o DNA gendmico da linhagem selvagem como
fonte de DNA e M, reacao de amplificacao usando o DNA gendmico da linhagem mutante como
fonte de DNA. Eletroforese em gel agarose 1,0% dos produtos de amplificagdo. L representa o
ladder de DNA de 1 kb.
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6-Clonagem dos cDNAs que codificam as proteinas estudadas

A clonagem dos cDNAs foi realizada por PCR utilizando como fonte de DNA uma biblioteca
de cDNA (YpADES5) ou por RT-PCR a partir de RNA total. As reacdes de amplificagdo foram
realizadas utilizando diferentes combinagdes de oligonucleotideos, variagdes de temperatura de
anelamento (55°C e 50°C) e também varia¢des na concentragdo de DNA (1ug e 1,5 ug). As ORFs
NCU02424 e NCU03876 foram amplificadas a partir da biblioteca de cDNA e a melhor condi¢ao
de amplificacao foi obtida com uma temperatura de anelamento de 50°C e uma concentracéo de
DNA de 1,5 ug.

Para as amplificacdes dos fragmentos das ORFs NCU06679, NCU01021 e NCU03482
inumeras tentativas experimentais foram realizadas, nas quais mudancas nas concentracbes de
DNA (0,5 pg, 1 ug e 2,5 ug) e variagdes na temperatura de anelamento (51 a 68°C) foram
realizadas. Finalmente, fragmentos correspondentes as ORF NCU06679 e NCU03482 foram
amplificados numa reacdo de RT-PCR, a partir de RNA total e a amplificacdo do fragmento
correspondente a ORF NCUO01021 foi obtida com uma reagado de PCR utilizando uma quantidade
muito reduzida da biblioteca plasmidial.

Os fragmentos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,0% e
estdo mostrados na Figura 12. Todos os fragmentos amplificados corresponderam aos tamanhos
esperados, os quais sao: NCU02424 (Fig. 12A, linha 2, fragmento de 1554 bp), NCU03482 (Fig.
12B, linhas 1 e 2, fragmento de 1377 bp), NCU03876 (Fig. 12A, linha 1, fragmento de 1041 bp),
NCUO06679 (Fig. 12C, fragmento de 1695 bp) e NCU01021 (Fig. 12D, fragmento de 1110 bp).

Os fragmentos foram removidos do gel de agarose e purificados. Uma analise de restricao
foi realizada utilizando enzimas com sitios localizados ao longo das seqiéncias nucleotidicas das
ORFs. O objetivo dessa analise foi verificar se tais fragmentos eram verdadeiramente
correspondentes as ORFs. Para isso, os fragmentos foram digeridos com as enzimas citadas na
Tabela 5 e os resultados obtidos estdo mostrados na Figura 13. Como observado, as analises
mostraram que os fragmentos foram digeridos com as enzimas citadas na Tabela 5 e liberaram
fragmentos de tamanhos esperados, indicando que sao verdadeiramente aqueles esperados para
as respectivas ORFs. Apenas o fragmento correspondente a ORF NCU01021 provavelmente nao
€ o esperado uma vez nao foi digerido com a enzima utilizada. Digestdes enzimaticas com outras
enzimas de restricdo foram realizadas confirmando que o fragmento amplificado ndo é o esperado
para esta ORF. Experimentos posteriores deveréo ser realizados para a clonagem desta ORF.

Apés comprovagdo de que quatro dos fragmentos correspondiam as ORFs, estes foram
purificados, ligados ao vetor de clonagem pMOS e os produtos de ligagdo foram usados para
transformar células bacterianas da linhagem DH10B. As colénias isoladas foram usadas para a

extracdo de DNA plasmidial e analise dos plasmideos recombinantes.
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Figura 12- Amplificacdo dos fragmentos de DNA correspondentes as diferentes ORFs. A,
amplificacdo das ORFs NCUO03876 (linha 1) e NCU02424 (linha 2) a partir da biblioteca plasmidial
pYADES. B, amplificacado da ORF NCU03482 (linhas 1 e 2). C, amplificacdo da ORF NCU06679
por RT-PCR. D, amplificagdo da ORF NCU01021 a partir da biblioteca plasmidial pYADES5.
Eletroforese dos produtos de amplificagdo em gel de agarose 1,0% contendo brometo de etideo
(0,5 pg/mL). L representa o ladder de DNA de 1 kb (Invitrogen).
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Tabela 5: Enzimas utilizadas nas analises de restricdo e tamanho dos fragmentos esperados.

ORF ENZIMA USADA (sitio de restricado) FRAGMENTOS ESPERADOS

NCU03482 EcoRV(768 pb) 768 e 609 pb
Bglll (824 pb) 824 ¢ 217 pb

NCU03876
Sacl (569 pb) 569 e 472 pb
BamHI (702 pb) 702 e 852 pb

NCU02424
Nhel (1005 pb) 549 e 1005 pb
NCU01021 Sacl (603 pb) 507 e 603 pb
Sacll (1382 pb) 1382 e 313 pb

NCU06679

Xhol (1449 pb)

1449 e 246 pb
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Figura 13- Analises de restricdo dos fragmentos de DNA amplificados. A, NCU03482 digerido
com EcoRV. B, NCU03876 digerido com Bgll (linha1) e Sacl (linha 2). C, NCU02424 digerido com
Nhel (linha1) e BamHI (linha 2). D, NCU01021 digerido com Sacl (linha 1). E, NCUO6679 digerido
com Xhol (linha 1) e Sacll (linha 2). Eletroforese dos produtos de amplificacdo em gel de agarose
1,0% contendo brometo de etideo (0,5 pg/mL). L representa o ladder de DNA de 1 kb.
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As clonagens foram realizadas com os fragmentos das ORFs NCU02424, NCU03482,
NCUO03876 e NCU06679 e os DNAs plasmidiais dos clones transformantes foram digeridos com
as enzimas EcoRI e Ndel, as quais possuem sitios nas extremidades dos insertos, para verificar
se os fragmentos liberados correspondiam aos insertos clonados no vetor. Os resultados estdo
mostrados na Figura 14. Varios clones transformantes com a ORF NCU03482 foram analisados e
um clone mostrou ser clone positivo (Fig.14A), uma vez que a digestao liberou o fragmento com o
tamanho esperado (1377 pb). Da mesma maneira, os clones transformantes das ORFs
NCU02424, NCUQ3876 e NCU06679 foram analisados e apresentaram, respectivamente, trés
clones positivos (Fig. 14B, linhas 1, 2 e 4, fragmento esperado de 1554 pb), dois clones positivos
(Figura 14C, linhas 2 e 3, fragmento esperado de 1041 pb) e seis clones positivos (Fig. 14D, linhas
1, 2, 3, 4, 5 e 6, fragmento esperado de 1695 pb). Estes clones foram estocados a -80°C como

culturas permanentes.

7- Analise morfolégica das linhagens por citometria de fluxo

As analises de citometria de fluxo foram realizadas com objetivo de obter alguma informacao
a respeito das caracteristicas morfolégicas dos conidios das linhagens estudadas em comparacao
a linhagem selvagem. Conidios foram coletados, marcados com o iodeto de propideo (PIl) e
analisados em um citometro de fluxo no comprimento de onda de 488 nm. Os dados coletados
foram, posteriormente, analisados em software BD FACSDiva e os resultados estdo apresentados
na Figura 15.

A citometria de fluxo é uma tecnologia, baseada no emprego de radiagéo laser, utilizada
para determinar algumas caracteristicas estruturais e funcionais de particulas biolégicas. Os
citbmetros de fluxo tém como principio basico aspirar as células de uma suspensao previamente
preparada e forgca-las a passar por uma camara especial que faz com que as células fiqguem
envolvidas e centralizadas num fluxo continuo de liquido e saiam desta cAmara uma atras da outra
de modo que uma unica célula seja interceptada pelo laser. Uma vez interceptada pelo laser,
informagdes acerca da célula podem ser obtidas. A luz é espalhada (scatter) de acordo com as
caracteristicas morfolégicas e estruturais da célula e os resultados sdo apresentados com dois
parametros, o Forward Scatter (FSC) que relaciona com o tamanho e o Side Scatter (SSC) com a
granularidade da célula ou particula (MACKLIS; MADISON, 1990; NEBE-VON CARON et al.,
1995, 2000).

Os resultados apresentados na Figura 15 sugerem que as linhagens mutantes tém um
comportamento bastante semelhante ao apresentado pela linhagem selvagem, com relacao a
dispersao (SSC) e tamanho (FSC) das células, com excegdo da linhagem mutante na ORF
NCUO06679, na qual foi possivel observar a presenca de populagdes de células com morfologias

distintas.
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Figura 14- Anadlise de restricdo dos DNAs plasmidiais contendo as ORFs NCU03482 (A),
NCU02424 (B), NCU03876 (C) e NCU06679 (D) no vetor pMOS. Eletroforese em gel agarose
1,0% dos produtos de digestao com as enzimas de restricdo Ndel e EcoRI. L representa o ladder
de DNA de 1 kb.
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Figura 15- Analise morfoldgica das linhagens mutantes por citometria de fluxo. O resultado esta
expresso em fungdo do tamanho celular (FSC-H) e complexidade celular (SSC-H). Cerca de
10.000 células foram contadas para cada linhagem. Este é o resultado tipico de no minimo trés

experimentos realizados. Os dados foram obtidos através do software BD FACSDiva.
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Em relagao a incorporagao de PI, todas as linhagens mutantes apresentaram um padrao de
incorporacdo semelhante ao observado para a linhagem selvagem, com exce¢ao da linhagem
mutante na ORF NCU06679, que apresenta uma grande incorporagéo do fluorocromo.

Como a incorporacdo de Pl pode estar relacionada a viabilidade celular, ensaios de
sucessivas diluicbes das suspensdes conidiais dessas linhagens foram realizados, e a analise foi
feita em funcdo da comparagdo do crescimento das linhagens mutantes em relagdo ao da
linhagem selvagem, nas respectivas diluigbes. O crescimento em meio sdlido (VM e VM+YE)
contendo sorbose para indugdo do crescimento colonial, foi avaliado nas concentragdes variando
de 108 a 10" conidios/mL e os resultados estdo apresentados na Figura 16. Os resultados obtidos
mostraram que o crescimento das linhagens mutantes nao diferenciou em relagéo ao da linhagem
selvagem, exceto para a linhagem mutante na ORF NCUO06679, a qual mostrou um crescimento
diminuido nas ultimas diluigbes utilizadas em meio VM. Em meio VM+ YE (meio mais rico) esta

diferenga nao foi observada.

8- Analise do ciclo celular das linhagens por citometria de fluxo

A analise de ciclo celular utilizando a técnica de citometria de fluxo também foi realizada nas
linhagens mutantes e os resultados estao mostrados na Figura 17. Esta analise foi realizada, pois
uma das maneiras para avaliar se uma proteina participa no controle do ciclo celular € ter células
mutantes na referida proteina. Basicamente todas as linhagens mutantes apresentaram um perfil
semelhante ao observado na linhagem selvagem, com exce¢do da linhagem mutante na ORF
NCUO06679. A curva obtida para a linhagem selvagem foi sobreposta sobre os resultados das
analises nas linhagens mutantes e esta representada nos graficos a direita na figura. Apenas a
linhagem mutante na ORF NCU06679 apresentou um perfil distinto da linhagem selvagem, o que
pode ser um indicativo de que a auséncia de tal proteina afeta o desenvolvimento celular da

linhagem mutante.

9- Subclonagem dos cDNAs em vetor de expressao em E. coli

O sistema de expressdo baseado em vetores da familia pET é o mais utilizado para a
expressao de proteinas recombinantes em E. coli. O vetor pET-28a permite a expressao da
proteina recombinante fusionada a seis residuos de histidina na extremidade amino (N-terminal)
ou carboxi-terminal (C-terminal), o que facilita a purificagcdo por técnicas de cromatografia de
afinidade, com resinas de sefarose combinadas com o niquel. Além disso, a expressao do gene
esta sob o controle do promotor do fago T7, que promove a expressao génica pela indugcao com
IPTG em algumas linhagens de E. coli. Os vetores da familia pET utilizam um promotor do fago T7

que é reconhecido pela RNA polimerase do fago (T7 RNA polimerase), mas ndo pela RNA
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Figura 16: Analise de viabilidade celular nas linhagens mutantes de N. crassa. A, crescimento das

colénias em meio VM. B, crescimento das colénias em meio VM + YE. Os meios foram acrescidos

de sorbose para crescimento colonial.
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Figura 17- Analise de ciclo celular das linhagens mutantes. As areas assinaladas como M1 e M2
revelam células nas transicoes G0/G1 e G2/M do ciclo celular, respectivamente. A area entre M1 e
M2 corresponde a fase S do ciclo celular. A area Sub M1 é relacionada a células com baixa
incorporagéo de PI. O resultado é tipico de, no minimo, trés experimentos independentes. Na
coluna a direita a curva da linhagem selvagem esta salientada para mostrar as alteragdes

existentes nas linhagens mutantes.
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polimerase da E. coli. Assim, a transcricdo do DNA clonado, necessaria para a sintese da
proteina, sé ocorre apos a expressédo da T7 RNA polimerase na bactéria hospedeira. Além disso,
velocidade de transcricdo da T7 RNA polimerase é cinco vezes maior do que a da RNA
polimerase de E. coli, conferindo ao sistema pET altos niveis de transcricao do DNA clonado.

Sendo assim, a digestao do vetor pET-28a com as enzimas Ndel e EcoRI resultou num vetor
linearizado, o qual foi submetido a ligacdo com os fragmentos correspondentes as ORFs
NCU02424 e NCU06679. Apenas os cDNAs correspondentes a estas ORFs foram subclonados
no vetor pET-28a neste trabalho. Os produtos da reagdo de ligagdo foram usados para
transformar células bacterianas da linhagem DH10B. As colbnias isoladas foram usadas para a
extracdo de DNA plasmidial e a analise dos plasmideos recombinantes revelou que alguns clones
obtidos poderiam ser positivos (Fig. 18), uma vez que a digestdao com as enzimas Ndel e EcoRI
liberou fragmentos com os tamanhos esperados para as respectivas ORFs. Uma analise de
restricdo foi realizada utilizando enzimas com sitios localizados ao longo das sequéncias
nucleotidicas das ORFs e do vetor pET28a, as quais estdo citadas na Tabela 6 e os resultados
estdo mostrados na Figura 18.

Como observado, os clones correspondentes aos plasmideos pET-2424 (Figuras 18A e
18B), e pET-6679 (Figuras 18C e 18D) sao positivos, uma vez que a digestdo com as enzimas
EcoRI e Ndel, as quais possuem sitios nas extremidades dos insertos, liberou fragmentos com
tamanhos esperados para tais ORFs.

Para a construgcao pET-2424, a analise de restricdo dos clones com as enzimas BamHI e
Ndel liberou fragmentos de 702 bp e 6,2 kb, 0 que era esperado pois a enzima BamHI tem um
sitio de restricao localizado na posi¢ao 702 ao longo da seqiéncia nucleotidica do inserto. Com as
enzimas Nhel e Ndel, os fragmentos liberados apresentaram os tamanhos de 1.005 pb e 5,9 kb,
confirmando os resultados esperados para tal analise.

A analise de restrigado dos clones da construgdo pET-6679 com a enzima Bglll, a qual possui
um sitio de clivagem ao longo da sequéncia nucleotidica do vetor (posicdo 401) e do inserto
(posicao 1.244) liberou fragmentos de tamanhos 1.407 pb e 5,7 kb, também confirmando os
resultados esperados para tal analise.

Apods a analise de restricdo, os clones positivos foram selecionados e enviados para analise
de sequenciamento. Em uma primeira analise foram utilizados oligonucleotideos que hibridizam
nas extremidades do vetor, portanto, apenas as juncdes dos fragmentos de DNA ao vetor foram

confirmadas. Ambas construcdes plasmidiais foram confirmadas por sequenciamento de DNA.



Tabela 6: Enzimas utilizadas nas analises de restricdo e tamanho dos fragmentos esperados
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ORF ENZIMA USADA FRAGMENTOS ESPERADOS
BamHI - Ndel 702 pb e 6,2 kb
NCU02424 Nhel-Ndel 1005 pb e 5,9 kb
EcoRI- Ndel 1554pb e 5,4 kb
Byl 1407 pb e 5,7 kb
NCU06679
EcoRI- Ndel 1695 pb e 5,4 kb
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Figura 18- Analise de restrigdo dos DNAs plasmidiais contendo as ORFs NCU2424 (A) e (B) e
NCU06679 (C) e (D) no vetor pET28a. A, digestdo com EcoRI-Ndel; B, digestdo com BamHI-Ndel
(linha 1), Nhel-Ndel (linha 2) e EcoRI-Ndel (linha 3); C, digestdo com Sall; D, digestdo com Bglll

(linha 1) e EcoRI-Ndel (linha 2). Eletroforese em gel agarose 1,0% dos produtos de digestdo com
as enzimas de restricdo. L representa o ladder de DNA de 1 kb.
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10- Analise da producao das proteinas recombinantes

Para a producdo das proteinas recombinante, ceélulas da linhagem de E. coli
BL21(DE3)pLysS competentes foram utilizadas para uma transformagao com os plasmideos pET-
6679, pET-2424 e um plasmideo controle pET-2369 expressando uma proteina de X. citri (controle
positivo). As células transformadas foram crescidas e a sintese das proteinas recombinantes foi
induzida com IPTG 0,4 ou 0,1 mM. A Figura 19 mostra a analise da expressao das proteinas
recombinantes NCU02424 e NCUO06679 em gel de poliacrilamida 12% (SDS- PAGE). Os
experimentos de produgédo das proteinas recombinantes foram também analisados através do
ensaio de Western blot, cujos resultados estdo mostrados na Figura 20.

A Figura 19A mostra os resultados de inducdo, de uma das colbnias analisadas, da proteina
NCU02424 com um peso molecular esperado de aproximadamente 55 kD. O resultado obtido, na
condicao de indugcao acima citada (0,4 mM de IPTG) ndo mostrou a presenca de nenhuma banda
protéica correspondente ao peso molecular da proteina, mesmo no ensaio de Western blot (Fig.
20A). Os experimentos de inducdo desta proteina terao que ser posteriormente repetidos
utilizando outras condigdes de indugao e também diferentes construgdes plasmidiais.

A Figura 19B mostra os resultados obtidos de inducao, de uma das colbénias analisadas, da
proteina NCU06679, a qual apresenta um peso molecular esperado de aproximadamente 64 kD.
Os resultados revelaram a presengca de uma banda forte na amostra do precipitado (P) e ausente
na amostra correspondente ao controle negativo (pET vazio). O ensaio de Western blot confirmou
a presenca da proteina (Fig. 20B). Apenas uma banda de hibridizagcao pode ser visualizada na
figura, com o peso molecular esperado. Em ambas figuras, foi possivel observar a banda da
proteina XAC2369, com um peso molecular aproximado de 25 kD, o que mostra que as condigdes
de inducdo empregadas estao corretas. Os resultados permitiram concluir que a proteina
NCUO06679 foi expressa, no entanto € uma proteina insollvel, uma vez que sua obteng¢ao ocorreu
apenas na fracdo de precipitado. Para testar a solubilidade dessa proteina, novas condi¢cbes de
indugao foram analisadas, tais como:

- 30°C/0,4mM de IPTG/4h de inducao
- 30°C/0,1mM de IPTG/4h de inducao
- 30°C/0,1mM de IPTG/6h de inducao

Os resultados obtidos nestas condigdes de inducdo estdo mostrados na Figura 21. A figura
mostra que a condicdo de 30°C, 0,4 mM de IPTG e 4 h de indugao foi a melhor condigao para a
producdo desta proteina, uma vez que uma banda com intensidade razoavel pode ser observada
no sobrenadante. Os experimentos terdo que ser posteriormente repetidos na melhor condigcao
acima citada (30°C, 0,4 mM de IPTG e 4 h de indugéo) para confirmar a presenga ou nao da

producao da proteina na forma soluvel.
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Figura 19- Analise da expressao das proteinas NCU02424 (A) e NCU06679 (B). Um volume de 16
ML de cada amostra foi utilizado. NI amostras nao induzidas; S, amostras do sobrenadante e P,
amostras do precipitado. Indugdo na presenca de 0,4 mM de IPTG. Nas trés primeiras canaletas
de cada figura estdo mostradas as amostras das proteinas NCU02424 (A) e NCUO 6679 (B),
seguidas das amostras NI, S e P dos controles negativo (pET28 vazio) e positivo (pET-2369),
respectivamente. O extrato protéico total foi fracionado em gel de poliacrilamida SDS-PAGE, gel

12% corado com Coomassie Brilliant Blue.
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A

pPET-2424 PET vazio pET-2369
L NI S P NIl S PN S P

50 kDa —
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B
PET-6679 pET vazio PET-2369
L NI S P NI S P NI 8§ P

50 kDa —>

Figura 20- Analise da expresséao das proteinas NCU02424 (A) e NCU06679 (B) por Western Blot.
Um volume de 16 uL de amostra foi utilizado. As condi¢cdes de indugcao foram de 37°C e 4 horas
na presenca de 0,4 mM de IPTG. As proteinas foram fracionadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE, gel 12% e transferidas para uma membrana de nitrocelulose. As

condicOes utilizadas no ensaio de Western blot foram descritas em Materiais e Métodos.
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30°C/0,4 mM 30°C/0,1 mM 30°C/0,1 mM
de IPTG/4 h de IPTG/4 h de IPTG/6 h
de indugao de indugéao de indugao

L NI S P N S P N S P

50 kDa

pET vazio pPET-2369
L Nl S P NI S P

50 kbDa —>|

Figura 21- Analise da expresséo da proteina recombinante NCU06679 em diferentes condigbes
experimentais. Um volume de 16 yL de amostra foi usado. NI amostras ndo induzidas; S,
amostras do sobrenadante e P, amostras do precipitado. A figura A apresenta as amostras NI, S e
P do extrato protéico das células crescidas nas condigdes 30°C/0,4 mM de IPTG/4 h de indugéo,
30°C/0,1 mM de IPTG/4 h de indugéo e 30°C/0,1 mM de IPTG/6 h de indugéo, respectivamente. A
figura B apresenta as amostras NI, S e P dos controles negativo (pET vazio), seguidas do controle
positivo (pET-2369). O extrato protéico total foi fracionado em eletroforese em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE, gel 12% corado com Coomassie Brilliant Blue.
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A clonagem molecular do cDNA codificando para a enzima glicogénio sintase (gsn) no fungo
N. crassa, realizada anteriormente em nosso laboratério (DE PAULA, 2002) permitiu que novos
estudos enfocando aspectos moleculares e bioquimicos do metabolismo de glicogénio neste
organismo modelo pudessem ser realizados. O uso do fungo N. crassa tém se mostrado bastante
interessante uma vez que o genoma deste organismo modelo foi determinado (GALAGAN et al.,
2003) e apontou para a presenga de um grande numero de genes, muitos deles faltando ortolégos
em outros organismos. O término do sequenciamento do genoma do fungo N. crassa, juntamente
com avancos na metodologia de inativacdo génica, permitiram o inicio de estudos mais
aprofundados da fungao e regulagcéo de genes especificos, sob determinadas condi¢des, iniciando
analises da genémica funcional do fungo. O fato de que o genoma de N. crassa apresenta um
grande numero de genes sem ortoldgos em outros organismos parece indicar a existéncia de
genes que apresentam novas fungdes ou novos genes desempenhando maneiras diferentes de
realizar fungdes conhecidas (DUNLAP et al., 2007).

A regulagao da transcricdo € um dos principais pontos de controle da atividade génica, a
qual é responsavel pelo controle dos processos biolégicos nos organismos eucariotos. Embora a
sintese protéica possa ser controlada na célula por meio de uma variedade de mecanismos,
alteracdo do nivel transcricional do gene € o processo celular mais direto e utilizado pela célula
(WASSERMAN; FICKETT, 1998). Em eucariotos este processo € principalmente controlado por
uma sofisticada interagdo de multiplos fatores de transcricdo, que se liga a elementos cis
distribuidos ao longo de todo o genoma, fornecendo um aumento do controle especifico dos
genes. Os fatores de transcricdo sao proteinas que se ligam ao DNA em elementos cis
regulatérios. Na era da gendmica, a analise comparativa tem sido empregada para identificar os
elementos cis, presentes entre duas ou mais sequéncias de genes evolutivamente conservados
entre espécies diferentes e a andlise funcional tem permitido identificar genes que sao co-
expressos ou co-regulados. O conhecimento dos mecanismos regulatérios é essencial para uma
compreensado profunda da maioria dos aspectos fundamentais da vida, ou seja, decifrar a
linguagem dos elementos cis é descrever sua influéncia no fator de transcrigdo e no controle do
gene alvo.

Nosso laboratério vem estudando alguns aspectos da regulacdo do metabolismo de
glicogénio no fungo N. crassa, pois foi previamente demonstrado que o conteudo de glicogénio &
diminuido quando o fungo é submetido a uma situagdo de estresse térmico, fato contrario ao
apresentado pela levedura S. cerevisiae, portanto, a regulagao do metabolismo deste carboidrato
difere da existente em eucariotos inferiores e parece se aproximar mais de células de mamiferos.
O gene que codifica a proteina glicogénio sintase (gsn) foi clonado em nosso laboratério e a
regiao 5’-flanqueadora do gene gsn foi determinada, revelando a existéncia de elementos cis
regulatorios envolvidos no controle transcricional de genes cuja transcricdo € modulada sob

situagdo de estresse térmico, como por exemplo, varios Heat Shock Elements (HSE) e Stress
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Responsive Elements (STRE) contidos nesta regido (FREITAS; BERTOLINI, 2004). Tentando
compreender o modo pelo qual o processo de regulagao do gene gsn é desencadeado no fungo
N. crassa, experimentos foram iniciados com o objetivo de identificar proteinas (fatores de
transcricdo) que se ligam a regido promotora do gene gsn e regulam a expressao do gene. A
combinacdo de técnicas bioquimicas com espectrometria de massas permitiu a identificagdo de
proteinas capazes de reconhecer e se ligar ao elemento STRE da regiao promotora do gene gsn,
em situacoes estresse térmico. A analise das seqiéncias polipeptidicas revelou a presenca de
dominios comuns em proteinas envolvidas na regulacao da transcrigdo (FREITAS et al., 2008).

O presente trabalho teve como objetivo principal iniciar estudos com algumas das proteinas
identificadas no trabalho desenvolvido anteriormente em nosso laboratério as quais sao
consideradas alvos promissores de estudos para a elucidagdo de mecanismos de regulagao da
expressao do gene gsn, uma vez que a maioria destas proteinas encontra-se anotada como
hipotética.

Neste trabalho, técnicas de informatica contribuiram bastante. O uso da ferramenta PSORTII
permitiu detectar os sinais de localizagdo nuclear (NLS), tanto monopartidos quanto bipartidos,
nas proteinas selecionadas. Os NLSs apesar de nao possuirem uma estrutura secundaria
organizada necessitam de uma grande quantidade de residuos basicos e devem estar localizados
upstream de um dominio R/K/H-X25-P-Y (X representa qualquer residuo de aminoéacido)
localizado na regido C-terminal. Até o0 momento nao existe nenhuma ferramenta de bioinformatica
capaz de localizar os NLS nao classicos.

Nas proteinas alvo de estudos deste trabalho, codificadas pelas ORFs NCU01021,
NCU02424, NCU03482, NCU03876 e NCU06679, a bioinformatica permitiu ainda observar a
presenca de inumeros dominios determinados em mips.gsf.de/genre/proj/ncrassa e representados
em verde na representacao esquematica apresentada na Figura 7.

A ORF NCU02424 codifica para uma proteina com um dominio Dnad localizado na
extremidade C-terminal e trés dominios TPR localizados na extremidade N-terminal. O dominio
DnaJ é bem conhecido por regular a fungao chaperona das proteinas da familia Hsp 70, mediando
interagdes diretas entre diferentes proteinas chaperonas Hsp70 e proteinas do tipo DnaJ (CYR et
al.,1994). Os dominios TPR (tetratricopeptidicos) séo estruturas presentes em uma variedade de
proteinas, responsaveis por estabelecer interagoes proteina-proteina e a formacado de multi-
complexos protéicos (DAS et al., 1998).

A ORF NCUO01021 codifica uma proteina que se tornou um alvo de estudo interessante por
apresentar um dominio Mov3/MPN/PAD-1 localizado na extremidade N-terminal da proteina, os
quais sado encontrados em subunidades regulatérios do proteossomo 26S, subunidades elF3 e
reguladores de transcricdo (SHIMANUKI et al., 1995; CLARET et al., 1996). A ORF NCU03876
apresentou dominios WD40 os quais sdo conhecidos por pertencer a uma grande familia de

proteinas de eucariotos, envolvidas numa variedade de fungcbes como transdugao do sinal e
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controle transcricional, além de também coordenar a formagédo de multi-complexos protéicos. Ja a
ORF NCUO03482 apresentou a presenga do dominio ATPase AAA associado a atividades celulares
diversas e um dominio Tip-49 na extremidade C-terminal conhecido por interagir com varios tipos
de fatores nucleares (BELLOSTA et al., 2005).

A proteina codificada pela ORF NCU06679 correspondente ao gene cac-3 (chromatin
assembly-3), um ortélogo do gene CAC-3 de S. cerevisiae também mostrou ser um alvo
interessante de estudos nao apenas por apresentar dominios WD40, mas também por apresentar
sequéncias ricas de aminoacidos basicos (Lys e Arg) caracterizadas por funcionar como sinais de
localizag&o nuclear (NLS).

A presenca de dominios importantes nas proteinas alvo deste estudo é uma caracteristica
interessante, uma vez que tais dominios sdo conhecidos em outras proteinas muito bem
estudadas. Em funcéo disso, a caracterizacdo morfoloégica foi realizada a fim de verificar se a
auséncia de uma determinada proteina afetaria o fenotipo das linhagens mutantes, e a linhagem
mutante que mostrou comportamento mais discrepante em relagdo ao crescimento da selvagem
foi a linhagem nocauteada na ORF NCU06679, indicando que esta proteina possivelmente atua
nos mecanismos de propagacao das hifas.

Para uma analise simplesmente morfolégica, a técnica de citometria de fluxo foi também
utilizada, uma vez que tem a vantagem de analisar células individualmente e consiste na deteccao
de uma variedade de estados fisioldgicos celulares intermediarios que realmente existem numa
determinada populagao, descobrindo assim uma heterogeneidade nunca antes revelada (NEBE-
VON CARON et al., 1995, 2000), enquanto que dados obtidos pela microbiologia classica séo
relativos a cultura como um todo, e numa populagdo microbiana, as células ndo se encontram
todas no mesmo estado metabdlico e fisiologico.

A viabilidade das linhagens mutantes foi verificada em fungdo da comparagdo do
crescimento das linhagens mutantes em relagdo ao da linhagem selvagem em variadas diluigdes
das suspensdes conidiais. Os resultados mostraram que o crescimento das linhagens mutantes
nao diferenciou muito em relacdo ao da linhagem selvagem, exceto pela linhagem NCU06679 que
assim como nos ensaios de analise de crescimento em race tubes mostrou-se também mais
reduzido. Isso permitiu concluir que as linhagens mutantes sdo nocauteadas em proteinas que
possivelmente ndao afetam na vida de crescimento da linhagem e, portanto as mesmas sao
viaveis. A analise de viabilidade deste trabalho foi muito interessante, no entanto diluicdes
seriadas da amostra e posterior inoculagdo do microrganismo para obter coldnias contaveis em
placas de Petri, permite retirar uma informacao limitada sobre os estados fisioldgicos das células a
dois niveis extremos de atividade metabdlica: o saudavel, presente em células viaveis com
capacidade para se dividirem, e o correspondente a morte celular. Contudo, a sensibilidade dos
microrganismos ao ambiente em que se desenvolvem pde em causa a informagao obtida através

dos ensaios de viabilidade, pois células que se encontrarem num estado fisiolégico intermediario
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entre o metabolicamente ativo e o de morte celular podem nao ser contabilizadas. Assim, uma
nova analise utilizando a técnica de citometria de fluxo para a verificagdo de ciclo celular foi
realizada, pois a citometria de fluxo € uma tecnologia, baseada no emprego de radiagéo laser,
fluxo hidrodinamico, 6tica, substancias fluorescentes (fluorocromos) e recursos de informatica,
utilizada para determinar algumas caracteristicas estruturais e funcionais de particulas bioldgicas.
Nesta técnica as células foram previamente coradas com iodeto de propideo (PI) e expostas a um
laser de 488 nm. O fluorocromo oferece um método sensivel para obter informacédo acerca da
estrutura, funcdo e viabilidade das células, pois, como o PI, que se liga ao DNA, intercalando-se
inespecificamente entre as bases, € um composto fluorescente pouco lipossoluvel e que
normalmente nao atravessa a membrana celular, o dano celular pode ser medido por analise da
fluorescéncia emitida. O fluorocromo, no entanto, € excluido de células sadias, sendo capaz
apenas de penetrar em membranas nao integras e ligar em &acidos nucléicos, tornando-se
fluorescente e podendo ser observado (MACKLIS; MADISON, 1990).

Desta maneira, a citometria de fluxo foi uma técnica que permitiu, além de uma simples
analise morfoloégica, também uma analise da viabilidade da célula a qual pode ser julgada por
mudancgas morfoldgicas ou por mudangas de permeabilidade de membrana e/ou estado fisioldgico
inferidos pela exclusdo de certas substancias fluorescentes. E uma técnica consistente e confiavel
na deteccdo das verdadeiras porcentagens de células viaveis e mortas numa determinada
populagdo de microrganismos e, por vezes, em situacoes em que a microbiologia classica nao
consegue dar qualquer resposta.

Resumidamente, nessas analises as linhagens mutantes apresentaram um comportamento
bastante semelhante ao apresentado pela linhagem selvagem, com relagcédo a dispersao (SSC) e
tamanho (FSC) das células, assim como para a incorporacao de Pl em que todas as linhagens
mutantes apresentaram um padrdo de incorporacdo semelhante ao observado para a linhagem
selvagem, exceto para a linhagem mutante na ORF NCU06679. O resultado obtido nesta analise
permite concluir que possivelmente a proteina codificada pela ORF NCU06679 atua também no
mecanismo de regulagao de ciclo celular, visto que os resultados apresentados para tal linhagem
foram os mais discrepantes em relagao a linhagem selvagem.

Esse trabalho, assim como os outros antes desenvolvidos em nosso laboratério, permite
dizer que o banco de linhagens nocauteadas em genes especificos e tem sido um material de
suma importancia para estudos da gendmica funcional do fungo filamentoso N. crassa
contribuindo, portanto, para obtengdo de informacdes cada vez mais confiaveis para a melhor
compreensado dos mecanismos bioquimicos envolvidos no controle de diversas vias metabdlicas
do mesmo.

Neste trabalho, todas as linhagens mutantes do fungo N. crassa, adquiridas junto ao Fungal
Genetics Stock Center (FGSC) foram submetidas a uma situagéo de estresse térmico (45°C) apods

crescimento em condi¢gbes normais. A dosagem de glicogénio antes e depois do choque térmico
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nestas linhagens revelou que o conteudo de glicogénio diminuiu em todas as linhagens mutantes,
semelhante ao observado para a linhagem selvagem, exceto na linhagem nocauteada na ORF
NCU06679 onde a diminuigdo foi maior. Os resultados obtidos na quantificagdo de glicogénio
foram reafirmados pelos resultados obtidos nas analises de expressao do gene gsn nas mesmas
linhagens em relacéo a reducdo apés choque térmico e demonstraram que mudangas na sintese
do carboidrato podem acontecer por alteragdes na expresséo génica.

Os experimentos de Northern blot realizados no presente trabalho permitiram observar que
as proteinas em estudo podem atuar na regulacdo do metabolismo do carboidrato, uma vez que
os conteudos de glicogénio, assim como os niveis de expressao do gene gsn estdo levemente
alterados quando comparados aos obtidos para a linhagem selvagem nas duas situagdes
estudadas e os resultados obtidos foram mais acentuados na linhagem mutante na proteina
codificada pela ORF NCUO06679. Estes resultados, juntamente com os obtidos pela analise de
citometria de fluxo, permitem concluir a importancia da proteina NCU06679 e uma investigacao
mais detalhada devera ser conduzida para elucidar a sua participacdo nos mecanismos de
regulagéo do metabolismo de glicogénio.

Em vista de todas estas proteinas constituirem alvos promissores para estudos, o presente
trabalho realizou a clonagem dos cDNAs codificadores destas proteinas e produziu a proteina
NCUO06679 recombinante em E. coli. Esta proteina sera utilizada na obtenc¢ao de anticorpos com o
objetivo de realizar experimentos visando a localizacao celular desta proteina, uma vez que
apresenta um sinal de localizagado nuclear e com o objetivo de determinar potenciais sitios de
localizagc&o da proteina ao DNA gendmico.

A proteina codificada pela ORF NCUO06679, embora anotada como hipotética, é relacionada
como ortdloga da proteina Cac3p de S. cerevisiae. Em S. cerevisiae os genes CAC1, CAC2 e
CAC3 codificam para trés subunidades do complexo CAF-I (Chromatin assembly factor CAF-1).
CAF-1 é um complexo protéico especializado em processos de organizagcado da cromatina durante
a etapa de replicagdo, por meio de sua atividade de remodelagem de cromatina dependente de
ATP em que os nucleossomos s&o organizados ao longo do DNA no nucleo, mas também esta
envolvido na regulagdo de processos essenciais de DNA, como a expressao génica, replicacao,
recombinacgao e reparo. Tendo em vista que a proteina NCU06679 apresenta sinal de localizacao
nuclear, podendo migrar para o nucleo, um estudo mais detalhado torna-se necessario.

Os resultados obtidos nesse trabalho, embora preliminares, permitiram identificar quais das
proteinas estudadas merecem uma investigagdo mais profunda e experimentos complementares
serdo propostos para uma investigagao mais detalhada. Os resultados obtidos, juntamente com
outros relacionados a fatores de transcricao que estao sendo estudados no laboratério, permitirdo
resultar no conhecimento de vias regulatorias existentes na regulagcao do metabolismo de celular

em células eucaridticas utilizando o fungo como organismo modelo.
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