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“O cientista ndo € o homem que fornece as verdadeiras respostas; é quem faz as

verdadeiras perguntas” (Claude Lévi-Strauss, antropologo e filésofo francés)

"Erros sao, no final das contas, fundamentos da verdade".
(Carl Gustav Jung, psiquiatra suigo)



RESUMO

O fungo filamentoso Neurospora crassa € um organismo modelo muito utilizado para
estudos de diversos aspectos da biologia dos eucariotos. Nosso laboratério tem utilizado
este fungo para o estudo dos mecanismos moleculares e bioquimicos da regulacdo do
metabolismo de glicogénio. A presente proposta de trabalho € uma consequéncia de
experimentos anteriores realizados com o objetivo de identificar proteinas (fatores de
transcricao ou nao) que se ligam a regidao promotora do gene gsn, o qual codifica a enzima
glicogénio sintase, regulatéria do processo de sintese do carboidrato. Esses estudos
combinaram experimentos de ensaios de retardamento em gel utilizando fragmentos do
promotor gsn e proteinas do extrato total do fungo, acoplados a andlise prote6mica e
identificacdo das proteinas por espectrometria de massas. Os experimentos resultaram na
identificacdo de algumas proteinas do fungo, as quais podem ou nao estar envolvidas na
regulagéo da expressado do gene. Alguns estudos preliminares com estas proteinas foram
anteriormente realizados no laboratério e apontaram um provavel papel das mesmas na
requlacdo do metabolismo do carboidrato em N. crassa. Duas dessas proteinas, as
codificadas pelas ORFs NCU3482 e NCU06679 foram objeto de estudo neste trabalho.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizagdo das linhagens mutantes
nestas ORFs, além da produgao e purificacdo das proteinas na forma recombinante. Foram
realizadas analises morfologicas da linhagem mutante na ORF NCU06679, tais como:
crescimento colonial e radial, crescimento linear e analise microscépica das extremidades
das hifas. Esses experimentos foram realizados em comparagdo com a linhagem selvagem
do fungo e, mostraram esta proteina esta envolvida no processo de desenvolvimento do
fungo, uma vez que seu crescimento e conidiagcao se apresentaram deficientes em relagéo a
linhagem selvagem. Foram realizadas também andlises da expressao dos genes gsn e gpn
(codifica glicogénio fosforilase, enzima regulatéria da degradagéo do glicogénio) pela técnica
de PRC em tempo real, as quais mostraram diferengas no perfil de expressdo dos dois
genes ao longo do crescimento das linhagens selvagem e mutante. A proteina codificada
pela ORF NCUO06679 foi produzida na sua forma recombinante e as condicbes de
purificagdo foram padronizadas neste trabalho. A produgdo e purificacdo da proteina
recombinante codificada pela ORF NCU03482, fusionada a proteina SUMO também foi
realizada neste trabalho. Experimentos preliminares para a producao de ambas proteinas
fusionadas a GFP foram iniciados com o objetivo de identificar a localizagdo celular de
ambas.

Palavras-chave: Neurospora crassa, glicogénio, expressdo @énica, proteina
recombinante



ABSTRACT

The fungus Neurospora crassa has been widely used as a model organism for fundamental
aspects of eukaryotic biology. We have been studying the biochemical and molecular
mechanisms involved in glycogen metabolism regulation in this fungus. The present work is
a consequence of previous experiments performed in the laboratory to identify proteins that
bind to the promoter region of the gsn gene which encodes glycogen synthase, the
regulatory enzyme in glycogen synthesis. Previous studies were performed by using a
combination of DNA gel shift assay coupled to proteomic analysis, followed by identification
of proteins by mass spectrometry. The assays resulted in the identification of proteins likely
involved in the regulation of gene expression. Preliminary studies with these proteins have
previously been carried out and suggested that they might have a role in the regulation of
glycogen metabolism in N. crassa. Two of them, the ORFs NCU3482 and NCU06679 gene
products were object of study in this work. The main objective was to characterize the mutant
strains in both proteins and to produce and purify the recombinant proteins. Morphological
analyzes were performed in the ORF NCU06679 mutant strain such as colony and radial
linear growth and microscopic examination of the ends of the hyphae. These experiments
showed that this protein is involved in the fungus development since growth and ability to
conidiate were deficient when compared to the wild-type strain. The expression of gsn and
gpn (encodes glycogen phosphorylase, the regulatory enzyme in glycogen degradation)
genes were analyzed by qPCR and the results showed differences in gene expression of
both genes during vegetative growth of the NCU06679 mutant strain when compared to the
wild-type strain. The protein encoded by ORF NCUO06679 was produced as a recombinant
protein and the purification condition was established in this work. The NCU03482 gene
product was produced fused to SUMO protein and its production and purification was also
performed. Preliminary experiments to produce both proteins fused to GFP were initiated to
identify the cellular location of both proteins.

Keywords: Neurospora crassa, glycogen, gene expression, recombinant protein
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Introducao

1 - O fungo Neurospora crassa
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O reino dos fungos é muito rico em diversidade, apresentando aproximadamente 1,5
milhées de espécies (HAWKSWORTH, 1991). Por apresentarem diferencas em sua
morfologia, gendtipos, meios de crescimento e reprodugéo, eles sdo muito utilizados para
estudos biotecnologicos; visando o desenvolvimento de novos materiais e a producao de
enzimas de uso industrial. Alguns fungos tais como Trichoderma reesi e Aspergillus niger
sdo muito utilizados para a produgdo de enzimas extracelulares de interesse industrial
(BRUNT, 1986; CHERRY, FIDANTSEF, 2003). Outros organismos ja conhecidos como
organismos modelos, Neurospora crassa e Aspergillus nidulans sdo muito utilizados para a
expressao de genes heterblogos na area da pesquisa.

N. crassa € um fungo filamentoso que vive em habitats com climas tropicais e
subtropicais. Este fungo possui coloragdo alaranjada e € encontrado na natureza em
arbustos e troncos de arvores (JACOBSON et al., 2004). E um organismo anaerdbio restrito,
nao patogénico e, sendo um microrganismo haploide, apresenta durante seu crescimento
vegetativo estruturas distintas de propagacao, micro e macroconidios. O fungo também se
apresenta como um organismo diploide durante a fase sexual de reproducéo
(METZENBERG, 1979).

E um organismo de facil manipulagdo, com crescimento rapido em meio de cultura
simples, tornando-se atraente para o uso em pesquisa (PERKINS, 1992). N. crassa é
utilizado como organismo modelo em pesquisa basica desde os anos 60 sendo um dos
fungos mais bem estudados dentre os fungos filamentosos (SCHULTE et al., 2002). Esse
fungo foi utilizado para estudos pelos pesquisadores BEADLE e TATUM (1941). os quais
elucidaram o papel dos genes envolvidos em seu metabolismo celular tendo como base a
idéia “um gene — uma enzima”, abrindo caminho para diversos estudos bioquimicos,
genéticos, fisiologicos e moleculares (DAVIS, PERKINS, 2002).

Seu genoma foi sequenciado em 2003 por GALAGAN e colaboradores
apresentando-se organizado em 7 cromossomos, distribuidos em 10.082 genes. Na época
em que o sequenciamento foi realizado somente 13% dos genes codificavam proteinas ja
conhecidas em bancos de dados, 46% dos genes codificavam proteinas hipotéticas e 41%
deles codificavam proteinas que nao possuiam ortélogos funcionais conhecidos. Um novo
estudo sobre o genoma de N. crassa foi realizado em 2011 por WANG e colaboradores e
mostrou que 40% dos genes codificam proteinas funcionalmente anotadas em bancos de
dados e, ha a estimativa de que ocorram 27.588 interagdes proteina-proteina entre as 3.006
proteinas do fungo. Esses dados mostram que mesmo depois de quase 10 anos do
sequenciamento do genoma de N. crassa existe ainda um grande niumero de genes com
funcbes desconhecidas, sendo, portanto um organismo muito promissor para o estudo de
novos mecanismos genéticos e bioquimicos (DUNLAP et al., 2007).
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1.1 - Ciclo de vida

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

Durante a fase vegetativa de crescimento do fungo, o micélio € composto por hifas
de nucleos haploides e a reprodugao se faz por conidios, tanto macro como microconidios
(Figura 1). Ambas as vias requerem interface agua-ar e sao reprimidas em culturas
submersas. A macroconidiacdo € promovida por estruturas apicais denominadas
conidiéforos localizadas nas extremidades das hifas aéreas, as quais permitem a formacéao
de cadeias de macroconidios multinucleados. Os macroconidios apresentam coloragéao
laranja-rosado, produzem carotenoide (ZALOKAR, 1957a, 1957b) e se desenvolvem em
condi¢do com alta quantidade de agucar e nitrogénio. Ja em condigdo com baixa quantidade
de acucar e nitrogénio ha o desenvolvimento de microconidios que apresentam uma
coloragédo marrom-esverdeado, produzem melanina e carotenoide (TURIAN et al., 1967). Na
microconidiagdo, os esporos mononucleados sdo formados dentro das hifas basais e
expelidos a partir da parede quando o processo de maturacao se completa (PERKINS et al.,
1976).

A fase sexual acontece quando ha limitagao de nitrogénio, a qual induz um tipo de
agregacao de hifas levando a formagédo de 6rgaos sexuais femininos (protoperitécio). O
protoperitécio consiste de uma ascogbnia e a partir desta, hifas especializadas chamadas
tricogino projetam-se em direcao ao ar por agao de feroménios. A fertilizagdo ocorre quando
uma célula de mating type oposto, podendo ser um macro ou microconidio, ou até mesmo
um pedaco pequeno de micélio, entra em contato com o tricogino. Como resultado esse
contato ocorre entdo a plasmogamia, associacao de ndcleos aos pares, que comegam a se
dividir sincronicamente para a formacado de numerosas hifas ascégenas que passam a
crescer para fora da ascog6nia. Enquanto isso acontece, a capa micelial que envolve a
ascogbnia comeca a desenvolver uma espécie de parede originando uma estrutura
denominada peritécio maduro. H& a formagéo do asco inicial, os dois nucleos se fundem

(cariogamia) e ocorre meiose, originando quatro nucleos haploides. Em seguida, ocorre uma
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mitose resultando em oito nucleos haploides dentro do asco maduro, sendo quatro nucleos
do mating type de cada esporo (ascésporo), 0s quais originardo um novo miceélio.
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Figura 1- Ciclo de vida de Neurospora crassa. O ciclo de vida pode se apresentar como sexual ou
assexual. No assexual ha a formacdo de macro e microconidios e no sexual ha a formagéao do

protoperitécio, dependendo das condicbes do ambiente, que quando fertilizado se desenvolve
produzindo ascésporos (BORKOVICH et al., 2004).

perithecium
confaining asci

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

O glicogénio € um polimero de glicose muito encontrado na natureza tanto em
microrganismos quanto em eucariotos superiores. Ele € utilizado como carboidrato de
reserva e juntamente com o amido nas plantas ele € considerado a maior fonte de carbono e
energia. Trata-se de um polissacarideo em que os residuos de glicose estdo unidos
covalentemente por ligacoes glicosidicas a-1,4 lineares e ligacées a-1,6 que ocorrem a cada

4 residuos e responsaveis pela ramificagdo da molécula (NELSON; COX, 2008).

Sua sintese e degradagao constituem vias centrais no metabolismo das células vivas
que regulam o armazenamento de energia e sao conservadas nos diferentes organismos. A
biossintese do glicogénio envolve a agéo de varias enzimas: (1) a glicogenina, uma proteina
autoglicosilavel que atua como uma molécula iniciadora para a biossintese do glicogénio, (2)
a glicogénio sintase que é a componente chave desta maquinaria enzimética catalisando a
adicao de ligacbes a-1,4 glicosidicas na extremidade nao redutora do glicogénio, e (3) a
glicosil-(4 —>6)-transferase, que catalisa a formacado das ligagbes ramificadas a-1,6 da
molécula de glicogénio (NELSON; COX, 2008).
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Para a sintese do glicogénio é necessario que a glicose entre na célula e seja
fosforilada pela enzima hexoquinase para a formagao de glicose-6-fosfato (G6P). A G6P
pode ser usada para a sintese de glicogénio, metabolizada na via glicolitica para a produgéo
de energia ou participar da via das pentoses para producado de pentoses e equivalentes
redutores. Na sintese do glicogénio, G6P €& primeiramente transformada em glicose-1-
fosfato (G1P) pela enzima fosfoglicomutase, a qual sera substrato para a producédo de
uridina difosfato-glicose (UDPG) pela agdo da UDP-glicose pirofosforilase. Assim, as
moléculas de UDPG sao as doadoras diretas de residuos de glicose para a sintese de
glicogénio (ROACH, 2002; NELSON; COX, 2008). Para que haja o inicio da sintese de
glicogénio é necessario a presenca da enzima glicogenina (GNN em N. crassa), uma
enzima auto-glicosilavel, que transfere residuos de glicose provenientes da UDPG a
residuo(s) de tirosina (ALONSO et al.,, 1995) até a formacdo de uma cadeia
oligossacaridica. A elongacao da sintese € realizada pela enzima glicogénio sintase (GSN
em N. crassa), a qual transfere residuos de glicose da UDPG para extremidades nao
redutoras da molécula. As ligagdes glicosidicas do tipo a-1,6, responsaveis pela ramificacao
da molécula de glicogénio sao catalisadas pela enzima ramificadora glicosil-(a-1,6)-
transferase. Estas ramificagdes ocorrem equidistantemente a cada 10-14 residuos de
glicose, tornando o polissacarideo mais compacto e soluvel e aumentando assim o numero

de extremidades nao redutoras na molécula.

A degradacgéao do glicogénio € catalisada pela enzima glicogénio fosforilase (GPN em
N. crassa) através de uma reagao de fosforélise, na qual as ligagdes glicosidicas a-1,4 que
unem dois residuos de glicose sdo atacadas por fosfato inorgéanico, liberando uma molécula
de glicose-1-fosfato (G1P). A enzima atua repetidamente sobre as extremidades nao
redutoras da molécula de glicogénio até que restem apenas quatro residuos de glicose
distantes do ponto de ramificacado. A etapa restante da degradacao é realizada pela enzima
oligo (1,6)>(1,4) glicotransferase (enzima desramificadora) que catalisa duas reacoes
sucessivas: (1) transferéncia de trés dos quatro residuos de glicose restantes da acao da
glicogénio fosforilase para a cadeia linear mais proxima através de sua atividade transferase
e, (2) remocao do residuo de glicose a-1,6 resultando em um polimero linear que sera
novamente substrato para a enzima glicogénio fosforilase. Residuos de G1P, produtos finais
da degradacdo do glicogénio, sdao novamente convertidos em G6P pela enzima
fosfoglicomutase (NELSON; COX, 2008). Um esquema ilustrativo dos processos de sintese
e degradacdo do glicogénio mostrando as enzimas existentes em N. crassa esta
apresentado na Figura 2.
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Figura 2- Representacdo esquematica da sintese e degradacao do glicogénio em N. crassa.
Glicose entra na célula e é convertida em UDPG, molécula doadora de glicose. A glicogenina (GNN),
que ¢ iniciadora da sintese de glicogénio, se autoglicosila, gerando extremidades nao redutoras que
permitem a elongagdo do glicogénio pela enzima glicogénio sintase (GSN), através de ligacdes
glicosidicas a-1,4. A enzima glicogénio fosforilase (GPN) catalisa reagbes de fosforélise, liberando
G1P. GSN e GPN sao controladas por fosforilagao reversivel por meio da acao de proteinas quinases
e fosfatases. Quatro sitios putativos de fosforilagdo sao mostrados para GSN. As ORFs de N. crassa
correspondentes aos produtos do metabolismo do glicogénio estdo representadas entre parénteses.
PGM2: fosfoglicomutase2, UDPG-PP: uridina 5’-difosfoglicose pirofosforilase, UDPG: uridina 5-
difosfoglicose, PKA: proteina quinase dependente de AMP ciclico (BERTOLINI et al., 2012).

Os processos de sintese e degradacao do glicogénio sdo mecanismos muito bem
conservados em eucariotos e possuem como enzimas regulatérias a glicogénio sintase (GS)
e glicogénio fosforilase (GP). Essas enzimas estao sujeitas a diferentes tipos de regulagao:
modulacdo alostérica e controle péds-traducional, por acdo de proteinas quinases e
fosfatases (FRANCOIS et al. 1988). A enzima GS sintase pode sofrer controle pos-
traducional, via fosforilagdo multi-sitios através da agcao de enzimas quinases e fosfatases e
também por modulagdo alostérica, através do ligante G6P (HUANG & CABIB, 1974).
Quando ela esta na sua forma fosforilada ela se apresenta menos ativa e quando em sua
forma desfofosforilada ela se apresenta ativa, isso porque a fosforilacdo causa reducéo na
atividade enzimatica, efeito que € revertido na presenca de G6P. Além da modulacao
alostérica por G6P, a GS também pode apresentar atividade alterada na presenca dos
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inibidores ATP, UDP, fosfato inorgénico e outros intermediarios metabdlicos (PIRAS et al.,
1968). A GP possui apenas um sitio de fosforilagdo, Ser14, que é modificado pela agéo da
proteina quinase fosforilase. Quando essa enzima se apresenta fosforilada ela é ativa e
quando desfosforilada ela estd na sua forma menos ativa (NELSON; COX, 2008). Também
esta sujeita & regulacéo alostérica, tendo como modulador AMP (TELLEZ-INON; TORRES,
1970; JOHNSON, 1992; MADSEN, 1986).

Tanto microrganismos quanto mamiferos sintetizam e acumulam glicogénio em
periodos de abundancia de nutrientes e o degrada quando as células enfrentam periodos de
estresse, como por exemplo, escassez de nutrientes (HARRIS, 1997). Assim, a variagao do
conteudo de glicogénio celular em resposta a diversas situagées ambientais indica que seu
metabolismo é controlado por um complexo sistema regulatério. Diversos trabalhos relatam
importantes variagdes no conteudo de glicogénio em Saccharomyces cerevisiae. Foi
observado que durante a situagcdo de crescimento vegetativo as células de leveduras
acumulam glicogénio quando a cultura inicia sua fase de crescimento estacionario. O
acumulo também foi observado durante algumas situacoes de estresse como quando as
células foram submetidas a choque térmico (NI; LAPORTE, 1995) e durante a inducao a
esporulacdo e germinacao de esporos.

Em N. crassa, véarios aspectos do metabolismo de glicogénio, tanto estrutural como
regulatério vém sendo estudados pelo nosso grupo de pesquisa. Estudos mostraram a
ocorréncia de acumulo de glicogénio durante a fase exponencial de crescimento vegetativo
do fungo, a qual foi acompanhada por um aumento tanto da atividade da enzima glicogénio
sintase, quanto nos niveis do transcrito gsn (gene codificador da glicogénio sintase), e que o
glicogénio € degradado quando a cultura atinge a fase estaciondria de crescimento
(NOVENTA-JORDAO et al., 1996, DE PAULA et al., 2002). Sob condicdo de choque térmico
(transferéncia de 30 para 45°C), ao contrario do que ocorre em S. cerevisae, 0 nivel do
transcrito gsn sofre uma acentuada reducdo e retorna ao normal apds a reincubacao da
cultura em sua temperatura fisiolégica de crescimento (DE PAULA et al., 2002). Estes
resultados mostraram que a regulagao do metabolismo de glicogénio em N. crassa sob a
condicao de estresse de choque térmico deve envolver mecanismos moleculares diferentes

dos descritos na levedura S. cerevisiae.

Com o objetivo de estudar a regulagdo da expressao do gene gsn na condigao de
estresse, estudos de caracterizacdo molecular da regidao promotora do gene gsn foram
realizados (FREITAS; BERTOLINI, 2004). Uma andlise detalhada da regido 5'-flanqueadora
do gene permitiu a identificacdo de varios elementos de regulagdo transcricionais, dentre
eles uma grande quantidade de HSEs (Heat-Shock Elements) e dois elementos STREs
(Stress Responsive Elements), um deles upstream ao TATA Box candnico (STRE1) e outro
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(STRE2) localizado dentro de um intron presente na regido 5’-UTR do gene. Também foram
identificados elementos STREs na regido 3’-UTR do gene. Os HSEs sao elementos de
transcricdo encontrados em mudltiplas copias nos promotores de genes responsivos ao
choque térmico (BIENZ; PELHAM, 1987) e conferem uma forte indugéo frente ao estresse
térmico, podendo agir tanto como elementos proximais ao TATA Box quanto como
enhancers (PELHAM; BEINZ, 1982; BIENZ; PELHAM, 1986). Através de ensaios de
retardamento em gel (Electrophoretic Mobility Shift Assay, EMSA) com duas regides do
promotor gsn, uma contendo elementos HSE e outra contendo a regido correspondente ao
STRE1, bandas de DNA de mobilidade reduzida foram observadas com extratos nucleares
de células do fungo submetidas ao choque térmico. Estes resultados mostraram que
proteinas foram capazes de ligar aos fragmentos de DNA do promotor de gsn nesta situacao
ambiental; o que demonstrou fortemente o envolvimento das regides estudadas na
regulacdo da expressao do gene durante a condicdo de estresse mencionada (FREITAS;
BERTOLINI, 2004).

As sequencias STRE sao definidas como elementos de ativagao cis presentes nos
promotores de genes que sao induzidos em condigdes de estresse, dentre elas o choque
térmico (MARTINEZ-PASTOR et al., 1996). Em S. cerevisiae, as respostas mediadas pelo
elemento STRE nas diferentes formas de estresse sdo dependentes dos fatores de
transcricao Msn2/4p, os quais migram para o0 nucleo das células nesta condicao
(MARTINEZ-PASTOR et al., 1996). Esses fatores de transcricdo reconhecem os elementos
STRE através de seus dominios de ligagdo ao DNA do tipo zinc finger e medeiam a
transcricao de genes dependentes de STRE, sob diferentes formas de estresse. Ao realizar
uma busca no banco de dados de N. crassa nao foram encontradas proteinas ortélogas aos
fatores de transcricdo Msn2/4p de S. cerevisiae. Portanto, experimentos foram conduzidos
com o objetivo de identificar proteinas (fatores de transcricdo ou ndo) que ligam ao elemento
STRE presente na regido promotora do gene gsn e, desta maneira, poderiam participar na
regulagéao da expressao do gene gsn. Esses estudos combinaram ensaios de retardamento
em gel, acoplados a analise protedmica e identificacdo de proteinas por espectrometria de
massas. Os experimentos realizados levaram a identificacdo de algumas proteinas do
fungo, as quais podem ou nao estar envolvidas na regulacdo do gene na condi¢cdo de
choque térmico (FREITAS et al., 2008). Algumas proteinas identificadas foram consideradas
como potenciais alvos de estudo em funcdo de dominios proteicos existentes em suas
estruturas, os quais correlacionam com proteinas reguladoras da expressao génica ao nivel

de transcricao.

O término do sequenciamento do genoma de N. crassa (GALAGAN et al., 2003),
aliado aos avangos das metodologias disponiveis necessdrias para a inativacao de genes
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especificos (NINOMIYA et al. 2004), deram inicio as andlises da gendmica funcional do
fungo. O nocaute de todos os genes de N. crassa, através da inser¢do de uma marca de
selecdo por recombinacao homdloga, tem como objetivo determinar a fungdo de cada um
deles, uma vez que muitos destes genes nao possuem ortélogos em outros organismos, nao
existindo evidéncias de suas fungdes (DUNLAP et al., 2007). Linhagens contendo genes
individualmente inativados comegaram a se tornar disponiveis para a comunidade cientifica
pelo Fungal Genetics Stock Center (FGSC, Kansas City, Missouri, USA). Assim, linhagens
mutantes nas proteinas identificadas por Freitas et al. (2008), como capazes de se ligar ao
promotor gsn, foram adquiridas pelo laboratério e permitiram iniciar estudos visando
caracterizar a funcao de tais proteinas na regulagdo do metabolismo do carboidrato. O
estudo com estas proteinas e com as linhagens do fungo nocauteadas nos genes
codificadores das mesmas foram iniciados no laboratério por Santos (2010), e
posteriormente continuado com a realizacao de novos experimentos de caracterizacdo das
proteinas. Duas das proteinas identificadas foram objeto de estudo neste trabalho: os
produtos das ORFs NCU03482 e NCU06679.

2 — O produto da ORF NCU03482 — RuvB-like helicase 1

A proteina codificada pela ORF NCU03482 esta anotada no banco de dados de N.
crassa como uma RuvB-like helicase 1, uma helicase dependente de ATP. As helicases
participam de complexos proteicos que atuam no processo de remodelagem da cromatina. A
andlise da sequencia polipeptidica revelou a presenca dos dominios TIP49 [TBP (TATA-
binding protein)-interacting protein 49] e AAA+ (ATPase associated with diverse cellular
activities) na extremidade N-terminal. O dominio AAA+ é um dominio de ligacdo ao ATP que
contém de 200 a 250 residuos de aminoacidos e apresenta motifs conservados: o
denominado Walker A (GXXXXGK][T/S], no qual X representa qualquer aminoacido) e o
denominado Walker B (HHHHDE, no qual H representa aminoacidos hidrofobicos),
responsaveis pela atividade ATPéasica (KARATA et al., 1999; RAPPAS et al., 2006). A busca
por proteinas homologas, por Blast, ao produto da ORF mostrou que a proteina de N. crassa
apresenta uma identidade de 70% com a proteina RuvBL1 de Homo sapiens e 71% com a
proteina Ruvb1p de S. cerevisiae.

As proteinas RUVBL1 e RUVBL2, também chamadas de Pontin e Reptin,
respectivamente, ou ainda TIP49 e TIP48 sado proteinas eucaridticas altamente
conservadas, desde microrganismos até humanos, pertencentes a familia das ATPases
apresentando o dominio AAA+. Juntas, o complexo RUVBL1/2 forma um duplo hexametro e

atua em varios complexos multimoleculares nucleares que requerem proteinas com
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atividade ATPasica, incluindo complexos de remodelagem de cromatina, o complexo HAT,
complexos de ribonucleoproteinas nucleolares (snoRNP) e o complexo transcriptase reversa
da telomerase. O complexo RUVBL1/2 regula a transcricao através da interacdo com fatores
de transcricdo. Embora sejam proteinas nucleares sdo também detectadas no citoplasma,
onde suas fungbes ndo sdao bem conhecidas (citado em IZUMi et al., 2010). S&o proteinas
essenciais para a viabilidade e desenvolvimento em diversos organismos, tais como S.
cerevisiae (QIU et al., 1998), Drosophila melanogaster (BAUER et al., 2000) e
Caenorhabditis elegans (citado por IZUMI et al.,, 2012), uma vez que ambas proteinas
participam de diversos processos celulares, como ilustrado na Figura 3.

Figura 3- O complexo RUVBL1/2 participa de diversos processos celulares. O complexo é
composto pelas proteinas RUVBL1 e RUVBL2 e estas duas proteinas possuem atividade ATPase. O
complexo esta localizado no nlcleo e no citoplasma e participa de diversos processos celulares
juntamente com outros componentes (como mostrado em cada caixa). A atividade ATPase é
essencial para cada processo listado (IZUMI et al., 2012).

As proteinas RuvBL também se associam a tubulina, outro motor molecular, durante
o0 processo de divisdo celular (GARTNER et al., 2003). Adicionalmente, estas proteinas
interagem com uma segunda proteina, que se liga ao elemento regulatério TATA-box
presente em promotores, denominada TATA-box binding protein ou TBP, e é por esta razdo
que séo conhecidas como TBP-interacting protein (TIP49 e TIP48).

A estrutura tridimensional da RuvBL1 (2c90) humana foi elucidada por MATIAS et al.
(2006) (Figura 4). O monbébmero contém trés dominios proteicos (denominados DI, DIl e DIll),
sendo que dois sao envolvidos na ligacdo ao ATP e um corresponde ao sitio de ligacao ao
DNA/RNA. Apresenta também os motifs Walker A e Walker B, que sdo motifs bem
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conservados entre as proteinas da familia AAA+. A RuvBL1 apresenta estrutura
cristalografica na forma de um hexamero contendo um canal central, muito provavelmente
local de interagdo com moléculas de DNA. A estrutura possui um didmetro externo entre 94
e 117 A e o canal central um diametro de aproximadamente 18 A. Uma porcédo da parte
externa se apresenta carregada positivamente, enquanto que a parte interna da estrutura se
apresenta carregada negativamente indicando assim uma possivel ligagdo e translocacao
de cadeias simples de DNA (MATIAS et al.,, 2006). Ensaios de retardamento em gel
mostraram que a RuvBL1 de humano se liga a fragmentos de DNA simples e dupla fita e em
RNA simples fita. Levando em consideracdo que o canal central se apresenta em um
tamanho pequeno para acomodar cadeias de DNA dupla fita € possivel que uma regiao fora
do anel possa realizar essa interacao (MATIAS et al., 2006).

Figura 4- O hexamero RuvBL1. Estrutura elucidada do hexamero RuvBL1 por cristalografia. A- visdo
lateral da estrutura, B- visdo superior da estrutura, sendo possivel a visualizagdo do canal central do
hexametro (MATIAS et al.,2006).

Com base na estrutura da RuvBL1 de H. sapiens elucidada por MATIAS et al. (2006)
a estrutura tridimensional do produto da ORF NCU03482 foi determinada por modelagem
molecular em um trabalho em colaboracdo com o grupo do Prof. Dr. Marcos Fontes (1B,
UNESP, Botucatu) e esta representada na Figura 5. Pode-se observar que a proteina de N.
crassa apresenta uma alta similaridade com a proteina RUVBL1 humana, uma vez que ha
apenas uma regiao na proteina do fungo (29 residuos de aminodacidos) nao sobreposta no
modelo, o que nos levou a concluir que o produto da ORF corresponde a uma RuvB-like
helicase 1.
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Figura 5- Sobreposicdo do modelo tedrico do produto da ORF NCU03482 e da helicase
RUVBL1 humana. Sobreposicdo da estrutura obtida por modelagem molecular da proteina de N.
crassa com a estrutura de RUVBL1 humana elucidada por MATIAS et al. (2006). Em destaque ha um
segmento na proteina de N. crassa que nao apresenta correspondéncia com a estrutura utilizada
como molde (dados n&o publicados).

3 - O produto da NCU06679- Histona acetiltransferase

A proteina codificada pela ORF NCU06679 estd anotada no banco de dados de N.
crassa como uma histone acetyltransferase tipo B, subunidade 2 e apresenta seis dominios
WD40 ao longo de sua sequéncia polipeptidica. Os dominios WD correspondem a um
dominio conservado contendo de 44 a 60 residuos de aminoacidos, sendo que na porgao N-
terminal, entre os residuos de 11 a 24, normalmente existe o dipeptideo glicina-histidina
(GH) e na porgao C-terminal o dipeptideo triptofano-acido aspartico (WD). Os dominios
WD40 estao presentes em varias proteinas, envolvidas em diversos processos celulares,
tais como transducao do sinal, transporte vesicular, montagem do citoesqueleto, controle do

ciclo celular, entre outros (XU; MIN, 2011).

Essa proteina & bem conservada entre diferentes organismos. A busca por
homdlogos por Blast, mostrou que o produto desta ORF apresenta uma identidade de 50%
com a proteina histone-binding protein RBBP4 isoform a de H. sapiens e 45% com a
proteina chromatin assembly fator 1 subunit, isoform B de Drosophila melanogaster. A
proteina codificada pela ORF NCU06679 pode fazer parte de complexos proteicos uma vez
que uma proteina ortéloga, a Nurf55 de D. melanogaster € encontrada em diversos
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complexos modificadores de cromatina, tais como HAT1 (histone acetyltransferase 1),
HDACH1 (histone deacetylase), CAF-1 (chromatin assembly fator-1) entre outros (PARTHUN
et al., 1996, TAUNTON, et al., 1996).

A estrutura cristalografica da proteina Nurf55 foi elucidada primeiramente por SONG
et al. (2008) com dados cristalograficos obtidos a uma resolucdo de 2,9 A. Em outro trabalho
realizado por NOWAK et al. (2011) a estrutura foi elucidada com dados cristalograficos
obtidos com uma melhor resolucéo (1,75 A) e esta apresentada na Figura 6. A estrutura foi
obtida juntamente com um peptideo da histona H4 e revelou a presenca de sete folhas B-
propeller, um dominio caracteristico da familia de proteinas WD40. Na por¢édo N-terminal é
possivel observar uma longa a-hélice (Figura 6B).

Figura 6- A estrutura cristalografica da proteina Nurf55. Estrutura elucidada por cristalografia da
proteina Nurf55 ligada com um peptideo da histona H4 de D. melanogaster (2XY1). Em amarelo esta
representado o peptideo da histona H4. A- visdo frontal da estrutura, B- visdo superior da estrutura.
Os numeros indicam as folhas B-propeller (NOWAK et al., 2011).

Com base em um alinhamento de sequéncia realizado em um trabalho em
colaboracao com o grupo do Prof. Dr. Marcos Fontes, a estrutura tridimensional do produto
da ORF NCUO06679 foi determinada por modelagem molecular baseada na estrutura da
proteina Nurf55 de Drosophila melanogaster (NOWAK et al., 2011), a qual esta
representada nas Figuras 7 e 8. E possivel observar a presenca dos dominios B-propeller,
caracteristicos do dominio WD40 e na extremidade N-terminal a presenga do dominio de
ligacdo a proteinas histonas. Pode-se observar que a proteina de N. crassa apresenta uma
alta homologia estrutural com a proteina NURF55 de D. melonogaster, uma vez que ha

apenas uma regido na proteina do fungo nao sobreposta no modelo.
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Figura 7- Sobreposicdo do modelo tedrico da NCU06679 e da NURF55 de D. melanogaster. A-
Sobreposicao da estrutura obtida por modelagem molecular da proteina de N. crassa com a estrutura
da NURF55 de D. melanogaster (NOWAK et al.,, 2011). Em destaque h&d um segmento que nao
apresenta correspondéncia com a estrutura utilizada como molde. B- Visdo lateral em diferentes
angulos do modelo estrutural (dados ndo publicados).
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O trabalho apresentado nesta Dissertacdo estd inserido em um projeto maior do
laboratério, o qual tem como objetivo identificar e caracterizar proteinas atuando como
reguladoras do metabolismo de glicogénio no fungo Neurospora crassa. Como descrito
anteriormente, duas proteinas descritas como componentes de grandes complexos
proteicos reguladores da transcricdo génica foram identificadas anteriormente como
provaveis reguladoras e alguns resultados preliminares haviam sido obtidos no laboratério.
O presente trabalho teve como objetivo principal dar continuidade aos estudos ja iniciados e
0s principais objetivos foram:

1- Caracterizar as linhagens mutantes nas proteinas RuvB-like 1 e histona

acetiltransferase. Especificamente os objetivos foram:

e Avaliar o crescimento e a morfologia das linhagens mutantes para verificar se a
auséncia dessas proteinas poderia afetar o crescimento, a conidiagéo, a producao de
hifas aéreas e a morfologia das hifas.

e Avaliar o contetudo de glicogénio e a expressao dos genes que codificam as enzimas
glicogénio sintase (gsn) e glicogénio fosforilase (gpn) na linhagens mutantes, a fim de
verificar se essas proteinas estdo envolvidas na regulacdo do metabolismo do
glicogénio e na expressao dos genes.

2- Produzir as duas proteinas na forma recombinante para a utilizacao das mesmas

em ensaios funcionais

e Produzir a proteina histona acetiltransferase em sua forma recombinante e padronizar
suas condi¢oes de purificacao.

e Produzir e padronizar as condigbes de purificacao da proteina RuvB-/ike 1 fusionada a
proteina SUMO para a obtencao da proteina recombinante em sua forma nativa.

3- Realizar ensaios de localizacao celular de ambas proteinas através da fusao com a
proteina GFP.
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1 - Linhagens estudadas

1.1 - Neurospora crassa
e FGSC#2489 (A) - Linhagem selvagem usada no sequenciamento do genoma do fungo

e FGSC#9718 (a, mus-51::bar) - Linhagem mutante usada na construgédo das linhagens

mutantes nocauteadas em genes especificos
e FGSC#13915 (a) - Linhagem mutante na ORF NCU06679, homocaério
e FGSC#13658 (a) - Linhagem mutante na ORF NCUQ03482, heterocario

As linhagens mutantes contendo genes especificos individualmente nocauteados
pela insercdo do gene de resisténcia a higromicina (hph) foram adquiridas pelo laboratério
junto ao Fungal Genetics Stock Center, Kansas City, MO, USA.

1.2 - Escherichia coli
e DH10B
e Rosetta (DE3)pLys-S

2 - Meios de cultura

2.1 - N. crassa
e Meio minimo de Vogel

O meio de cultivo utilizado para o crescimento e manutengcao das linhagens foi o
meio minimo de Vogel (VM) (Vogel, 1956), acrescido de sacarose 2%, biotina (0,1 mg/mL) e
2% de &gar. O meio VM é um meio quimicamente definido, preparado a partir da diluicédo de
uma solucao estoque 50x concentrada. Esta solugao estoque é feita a partir da dissolucao

dos seguintes sais, na ordem indicada, em 700 mL de agua destilada:
150 g citrato de sédio.H,O
250 g KH,PO,
100 g NH4NO3
10 g MgSO,.7H.O
5 g CaCl,.2H,0 (pré-dissolvido em agua destilada)

5 mL de solucéo de elementos tracos
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Ap6s a dissolugdo completa dos sais, o volume é ajustado para 1 L com agua

destilada, sao adicionados 300 uL de cloroformio como agente conservante e a solugéo é

armazenada a 4°C. A solugédo de elementos tragos utilizada para o preparo do meio VM é

obtida pela dissolugao completa dos compostos citados a seguir, em 90 mL de agua:

5 g acido citrico.H,O

5 g ZnS0,.7H,0

1 g Fe(NH,)2.(SO4)2.6H0
0,25 g CuS0,4.5H,0

0,05 g MnSO,.H,0

0,05 g H3BO;5

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

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

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

do meio minimo de Vogel é 5.8.

Bottom agar
Meio VM 1x

FGS 1 x (como solugédo estoque 10 x - 200 g de sorbose, 5 g de frutose, 5 g de
dextrose, g. s. p. 1 L de solugéo)

agar 1,5%

Top agar

D-sorbitol 2 M

FGS 2 x

agar 1,5%

Synthetic Cross medium (SC) - Solucao estoque 2 x para 200 mL
0,4 g KNO;

0,2 g K;HPO,

0,04 g NaCl

0,2 g MgS0O,.7H,0

0,04 g CaCl,.2H,0

0,02 mL de solugéo estoque de biotina (0,1 mg/mL)

0,04 mL de solugéo estoque de elementos tracos
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2.2- E. coli
O meio de cultivo para o crescimento foi o meio 2YT com adig¢édo de glicose
1,6% triptona
1,0% extrato de levedura
0,5% NaCl
0,2% glicose

Para culturas sélidas, foi adicionado ao meio 2% de &gar.

3 - Propagacao das linhagens de N. crassa e obtencao dos conidios

Para a obtengdo dos micélios utilizados nos experimentos, as diferentes linhagens
foram crescidas em garrafas de vidro contendo 50 mL de meio VM a 30°C por 3 dias em
estufa e, em seguida foram expostas a luz até um total de 9 a 10 dias. Apds esse periodo 0s
conidios foram coletados, adicionando-se aproximadamente 10 mL de &4gua destilada estéril
a garrafa, seguida da filtragdo em gaze estéril para a retencdo das hifas. A suspenséo
contendo os conidios foi entdo contada em camara de Neubauer e utilizada como in6culo

nos diferentes experimentos.

4 - Analise morfoldgica das linhagens mutantes e selvagem

Foram realizadas andlises fenotipicas do fungo utilizando a linhagem selvagem
FGSC#2489 e a mutante na ORF NCU06679.

4.1 - Crescimento linear das hifas

Para a determinacio da taxa de crescimento das hifas, foi realizado a crescimento
em race tubes que sao tubos de vidro (40 cm de comprimento x 2 cm de didmetro) contendo
as extremidades curvadas em um angulo de aproximadamente 45° Os tubos foram
parcialmente preenchidos com meio VM soélido. As linhagens foram entao rejuvenescidas, os
conidios coletados, e inoculados na concentragdo 10’ conidios/mL em uma das
extremidades do tubo, os quais foram expostos a luz durante a noite. Apds esse periodo de
incubagao, a frente do crescimento foi marcada e denominada como tempo zero (t=0). Os
tubos foram entdo incubados no escuro (para zerar o relégio biol6gico) e as marcagdes da
taxa de crescimento foram realizadas a cada 12 h, até que a primeira linhagem atingisse a
outra extremidade do tubo.
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4.2 — Crescimento em meio solido

Para analisar as diferencas na producdo das hifas aéreas, pigmentagdo e
conidiacao, as linhagens selvagem e mutante foram inoculadas em frascos Erlenmeyers de
250 mL contendo 50 mL de meio VM sélido e incubadas a 30°C durante 3 dias. Em seguida,
os frascos foram transferidos para a temperatura ambiente e luminosidade por mais 5 dias.

Apo6s 8 dias, 0 aspecto macroscopico das culturas foi analisado.

4.3 - Crescimento colonial e analise do crescimento radial

A analise do crescimento radial foi realizada em placas de Petri contendo meio VM
suplementado com 2% de sacarose e meio VM suplementado com 2% de sacarose e 2% de
extrato de levedo (VM+YE). Foram inoculados 5 pL de suspensdes conidiais (10’
conidios/mL) no centro das placas. As culturas foram entdo incubadas durante 24 h a 30°C.
Apos esse periodo, os raios das colénias foram determinados e o crescimento radial foi
obtido. Imagens digitais das colbénias foram obtidas com o auxilio de uma maquina
fotografica.

4.4 - Visualizacao das extremidades das hifas

Imagens das extremidades das hifas das colénias obtidas na analise descrita acima
foram obtidas com o auxilio do estereomicroscépio trinocular SteREO Discovery.V8 (Zeiss)
com camera fotogréfica acoplada.

5 - Analise computacional das proteinas estudadas

As sequéncias nucleotidicas das ORFs que codificam as proteinas estudadas e as
sequéncias polipeptidicas foram identificadas no banco de dados do genoma de N. crassa
(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/neurospora/MultiHome.html). A deteccéo e
caracterizagcao dos dominios presentes nas proteinas foram feitas por meio das informacées
disponiveis no genoma do fungo (http://www.fgsc.net/scripts/strainsearchform.asp) pelo
SMART (http://smart.embl-heidelberg.de) e pelo banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

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

6 - Extracao de DNA genémico e confirmacao dos nocautes génicos

O DNA gendmico das linhagens selvagem e mutantes foi extraido seguindo o
método descrito por Weiland (1997). Os micélios foram coletados apds crescimento
vegetativo a 30°C, 250 rpm por 24 h, em seguida congelados e entédo pulverizados em gral
de porcelana com nitrogénio liquido. O p6 obtido foi transferido para tubos Eppendorf de 2
mL contendo 500 pL de tampéao de extracao (Tris-HCI 200 mM, pH 8,0, NaCl 250 mM, EDTA
25 mM, pH 8,0, SDS 1%) e 500 pL de uma solugéo de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico na
proporcao 25:24:1. Os tubos foram agitados em vortex e submetidos a centrifugacéo de
16.000 x g, 10 min, 4°C. O sobrenadante foi entao transferido para outro tubo contendo 50
uL de acetato de sédio 3M, pH 5,2 e 950 uL de isopropanol, precipitado a -80°C por 30 min
e centrifugado a 16.000 x g, 10 min, 4°C. O precipitado foi ressuspenso em 100 uL de agua
e submetido a digestdo com RNAse A (10 mg/mL) a 37°C por 30 min. Em seguida, foi entao
realizada uma nova extragdo com 200 pL fenol:cloroférmio:alcool isoamilico, a solugao
homogeneizada em vortex e novamente centrifugada a 16.000 x g, 10 min, 4°C. A fase
aquosa foi transferida para um novo tubo Eppendorf e submetida a nova precipitagdo a
baixa temperatura com 40 pL de acetato de amoénio 7,5 M e 750 uL de etanol absoluto
gelado. Em seguida os tubos foram centrifugados a 16.000 x g, 10 min, 4°C e o precipitado
lavado trés vezes com 700 uL de etanol 70%, seco ao ar e ressuspenso em 50 a 100 pL de
agua. A quantificacdo e a qualidade das amostras foi analisada em espectrofotdmetro
NanoVue Plus (GE Healthcare Life Scienses) através da relacdo das absorbancias 260/280

nm.

A confirmagao dos nocautes foi realizada com o DNA gendmico através de PCR
utilizando oligonucleotideos especificos para cada ORF (Quadro 1) em um termociclador
Veriti 96 weel (Applied Biosystems). Para uma reagao com volume final de 50 L, utilizou-se
1 uL de DNA gendmico (1 pg/uL), 0,5 pL (1,25 U) da enzima Phusion DNA Polimerase
(Finnzymes), 1 pL dos oligonucleotideos F e R (100 pmol/uL), 10 uL de 5 x Phusion Buffer
GC, 1 uL de dNTP (10 mM cada) e 1,5 uyL de DMSO. A mistura foi homogeneizada e
submetida a PCR nas seguintes condicbes de reacdo para as duas linhagens mutantes:
98°C/30 seg; 98°C/5 seg, 64°C/ 30 seg, 72°C/15 seg por 30 ciclos e 72°C/10 min.

Os produtos das reacdes foram separados por eletroforese em gel de agarose 1%
em tampao TAE 1x (Tris-HCI 400 mM, pH 8,0, acido acético glacial 200 mM, EDTA 10 mM),
contendo brometo de etidio 0,5 pg/ mL.
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Quadro 1 - Oligonucleotideos utilizados.

Nome Sequéncia Restricao
3482-F 5-CCATATGGTGCAAATCAGCGAGG-3 Ndel
3482-R 5-CGGAATTCTCAACAAATAAACTCCTG-3 EcoRl

NCU06679-F 5-CATATGGCGCGCGACGAGATTGTC-3’ Ndel
NCU06679-R 5-GAATTCCTAGTGACTAGATTGCTTC-3 EcoRl

7 — Obtencao da linhagem homocario mutante na ORF NCU03482

7.1- Obtencao através da producao de microconidios

A linhagem mutante na ORF NCU03482 foi disponibilizada pelo FGSC como um
hetorocario. Realizou-se entdo a tentativa de purificacdo de homocario dessa linhagem, para
se observar se o mutante nulo é viavel ou ndo. Para isso estimulou-se a microconidiacéao,
uma vez que os microconidios apresentam apenas um nucleo através do inéculo de uma

suspensdo de conidios no seguinte meio:
0,1 xSC
0,5% sacarose
2% agar
1 mM IAA (iodoacetamida)
0,5 mg/mL metioanina
0,5 mg/mL cisteina
0,2 mg/mL acido aspartico

As culturas foram deixadas a 30°C em estufa durante 2 a 3 dias e depois de 7 a 10
dias expostas a temperatura ambiente. Os conidios foram coletados em agua estéril e a
solugdo conidial foi filtrada em sistema Millex — SV 5 um e coletada em tubo Falcon estéril.

A suspensdo de microconidios foi inoculada em placas de Petri contendo bottom
agar e top agar e deixadas em estufa de 2 a 3 dias. As coldnias obtidas foram entao
transferidas para tubos de ensaio contendo meio VM com higromicina B (50 a 200 pg/mL) e
deixados em estufa de 2 a 3 dias e depois em condi¢gdes ambiente de 7 a 10 dias. O DNA
gendmico foi extraido e a identificacdo realizada através de PCR com primers especificos.

7.2- Obtencao através da producao de esporos sexuais
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Para isto foi realizado o cruzamento da linhagem mutante na ORF NCU03482 (a)
com a linhagem FGSC#9718 (A), seguindo o procedimento a seguir.

Inicialmente a linhagem receptora FGSC#9718 foi inoculada em placas de Petri
contendo meio SC e incubada a temperatura ambiente no escuro por 3 dias. Apds esse
periodo, uma suspensao conidial da linhagem mutante foi inoculada sobre a linhagem
receptora e as placas foram incubadas na posicéo invertida por 10 dias a temperatura
ambiente. Apds este periodo observou-se a formacdo do peritécio (6érgdo de reproducéo
feminino) e os ascésporos foram coletados nas tampas das placas através da adigéo de 1
mL de agua estéril. Os ascdsporos foram coletados por centrifugagcdo a 1.000 rpm por 5 min,
800 uL do sobrenadante foi desprezado e o restante foi utilizado para ressuspender as
células. Um volume correspondente a 20 pyL da suspensao foi plaqgueado em uma placa
contendo meio VM 1 x solido contendo sacarose 1,5%. Estas placas foram incubadas a 65°C
por 50 minutos para a ativagdo dos ascosporos, bem como inativagdo das hifas e conidios.
Apbs esta etapa, as placas foram mantidas a temperatura ambiente por 16 horas.
Finalmente, com o auxilio de um estereomicroscépio, ascésporos em germinacao foram
removidos das placas, com o auxilio de uma espatula e inoculados em tubos de ensaio
contendo meio sélido VM 1 x, sacarose 1,5%, acrescidos de higromicina 4 ug/uL e mantidos
por 2 dias a 30°C.

8 - Ensaio de choque térmico

O ensaio de choque térmico foi realizado com a linhagem selvagem FGSC#2489 e a
mutante na ORF NCU06679. Uma suspenséao de conidios (10’ conidios/mL) foi inoculada
em 300 mL de meio VM liquido e deixada sob agita¢gdo constante de 250 rpm por 24 h a
30°C. Apds esse periodo, os micélios foram coletados por filtragdo a vacuo em papel de
filtro e as amostras foram divididas em duas partes. Uma das partes foi congelada em
nitrogénio liquido e armazenada a -80°C (amostra ndo submetida a choque térmico) e a
outra foi transferida para outro frasco contendo meio VM liquido contendo 0,5% de
sacarose, pré-aquecido a 45°C, e deixada nesta temperatura por 30 min (amostra submetida
ao choque térmico). Em seguida essa amostra foi também coletada por filtragao,

rapidamente congelada em nitrogénio liquido e armazenada a -80°C.

9 - Preparo de extrato celular bruto e determinacao do conteudo de glicogénio

O conteudo de glicogénio foi determinado nas células das linhagens selvagem e
mutante na ORF NCUO06679, submetidas ou ndo ao choque térmico. O procedimento
utilizado foi o descrito por Freitas et al. (2008), como segue. Uma pequena quantidade do
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micélio congelado foi pulverizado com nitrogénio liquido em gral de porcelana. Em seguida,
o material foi transferido para um tubo Eppendorf de 1,5 mL contendo 1 mL de tampao de
lise gelado (Tris-HCI 50mM, pH 8,0, NaF 50 mM, EDTA 1mM, PMSF 1mM, benzamidina
1imM, TLCK 10 pg/mL, antipaina 50 pg/mL e pepstatina A 1ug/mL) e homogeneizado em
vortex. A mistura foi centrifugada a 10.000 x g, 10 min, 4°C, e o sobrenadante recolhido em
um tubo Eppendorf novo. Uma aliquota foi utilizada para a determinacao das proteinas totais
do extrato celular pelo método de Hartree modificado utilizando soroalbumina bovina (BSA)
como padréo (HARTREE, 1972).

Foram coletados 100 pL do extrato celular bruto, ao qual foi adicionado 25 puL de uma
solucdo de TCA 50%. A solucéo foi centrifugada a 5.000 x g, 10 min, 4°C e o sobrenadante
transferido para um novo tubo Eppendorf. Adicionou-se entdo 500 uL de etanol absoluto e a
solucéo foi deixada durante 30 min a -80°C para a precipitagdo do glicogénio. Em seguida, a
solugédo foi centrifugada a 16.000 x g, 10 min, 4°C para a coleta do glicogénio, o qual foi
lavado duas vezes com 500 uL de etanol 66%, levemente seco ao ar, e ressuspenso em
400 pL de uma solucao de acetato de sodio (acetato de sddio 50 mM, CaCl, 5 mM, pH 5,2).
O glicogénio foi digerido com as enzimas a-amilase (1 uL de uma solugao 10 mg/mL) e
amiloglicosidade (1 pL de uma solucéo de 30 mg/mL) a 37°C por aproximadamente 15 h.
Um volume de 12,5 uL de cada uma das amostras digeridas foi tomada para a determinacao
do conteudo de glicose livre através do kit Glicose PAP Liquiform (Labtest), segundo as
instrucdes do fabricante. O conteddo de glicogénio foi expresso em ug glicogénio/mg de
proteinas totais.

10 - Extracao de RNA e analise da expressao génica

Os experimentos de expressdo génica foram realizados na linhagem selvagem
FGSC#2489 e na mutante na ORF NCU06679. Para isto, uma suspensdo de conidios
(aproximadamente 10" células/mL) foi inoculada em 1 L de meio VM liquido e colocada a
30°C, sob agitagao constante de 250 rpm. As amostras foram removidas nos tempos 12, 24,
48 e 72 h de crescimento, os micélios coletados por filtragdo em papel filtro, congelados em
nitrogénio liquido e armazenados a -80°C.

10.1 - Extracao de RNA total

O procedimento utilizado para a extracdo de RNA total foi o que utiliza cloreto do litio
como descrito por SOKOLOVSKY et al. (1990) modificado. Uma pequena quantidade de
micélio congelado foi pulverizada em gral de porcelana com nitrogénio liquido e o p6
resultante foi transferido para tubos Eppendorf contendo uma mistura de 750 yL de tampao
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de lise (Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, NaCl 0,6 M, EDTA 10 mM, SDS 4%) e 750 uL de fenol
saturado em Tris-HCI 100 mM, pH 8,0. A suspensao foi homogeneizada em vortex durante
15 min, em temperatura ambiente e centrifugada a 17.700 x g, 10 min, 4°C. O sobrenadante
foi transferido para novo tubo contendo igual volume de cloroférmio e agitado em vortex
rapidamente para homogeneizacdo. Uma nova centrifugacao foi realizada a 17.700 x g, 10
min, 4°C. O RNA contido na fase aquosa foi precipitado com 0,75 volumes de uma solugao
de LiCl 8 M, mantido a 4°C por 2 h e coletado a 17.700 x g, 10 min, 4°C. O precipitado foi
solubilizado em 300 pL de agua tratada com DEPC e novamente precipitado com 30 uL de
acetato de sodio 3 M pH 5,2 e 750 pL de etanol absoluto gelado a 4°C, durante 5 min. O
RNA total foi coletado a 17.700 x g, 10 min, 4°C, lavado duas vezes com uma solucao de
etanol 70% gelada a 17.700 x g, 10 min, 4°C, seco e dissolvido em 50-100 yL de agua
previamente tratada com DEPC. A concentragcdo do RNA foi medida utilizando o
espectrofotdbmetro NANOVUE™ PLUS.

10.2 — PCR quantitativo em tempo real

As analises da expressao génica dos genes que codificam as enzimas glicogénio
sintase (gsn) e glicogénio fosforilase (gpn) foram realizadas pela técnica de PCR em tempo
real quantitativo (QRT-PCR).

Inicialmente as amostras de RNA (10 ug) foram tratadas com DNAse RQ1 RNAse-
Free (Promega®). Apds essa primeira etapa, utilizou-se para a sintese do cDNA o kit
SuperScript Il First Strand (Invitrogen®) e oligo DT. As analises de qRT-PCR foram
realizadas no sistema StepOnePlus Real-Time PCR (Applied Biosystems®) utilizando como
fluoréforo SYBR® Green e como controle enddgeno o gene tub-2. Os oligonucleotideos
especificos para os genes gsn, gon e tub-2 estdo apresentados no Quadro 2. Foram
realizadas 6 replicatas por experimento e os dados foram analisados com o software
StepOne v2.1 (Applied Biosystems®).

11 - Clonagem da ORF NCU06679 por RT-PCR

A ORF NCUO06679 foi amplificada com os oligonucleotideos NCU06679-F/R e a
clonagem da ORF NCU03482 havia sido realizada anteriormente no laboratério. O
isolamento do cDNA da ORF NCU06679 foi realizado por RT-PCR a partir do RNA total de
uma linhagem selvagem. Inicialmente, cerca de 6 ug do RNA total (item 10.1) foi tratado
com a enzima DNase e utilizado para a sintese da primeira fita de cDNA (sscDNA). como
descrito anteriormente. A reacdo de amplificacao foi realizada utilizando 2 pL de sscDNA,
0,5 puL (1,25 U) da Enzima Phusion DNA Polimerase (Finnzymes), 1 puyL dos



Materiais e Métodos 45

Quadro 2 - Oligonucleotideos utilizados nas analises por PCR em Tempo Real.

Nome Sequencia
Oligo-dTV S-TTTTTTTTTTTTTTTTTTITTTV-3
gGSN-F 5-TACCAAGCATCACCACCAACCTCT-3
gGSN-R 5-TGTCTGCGGCTCTTCTGGGTAAAT-3’
gGPN-F 5-TGCCAATATCGAAATCACCCGCGA-3’
gGPN-R 5-TCTCGATGGCCTCAAACACCTTGA-3’
4054Tub-F 5-CCTCCACCTTCGTCGGTAACTCC-3
4054Tub-R 5-GGTACTGCTGGTACTCGGAGACG-3

oligonucleotideos F e R (100 pmol/uL), 10 uL de 5x Phusion Buffer GC, 1 uL de dNTP (10
mM cada) e 1,5 uL de DMSO. As condicbes da PCR foram: 98°C/30 seg, 98°C/5 segq,
64 °C/30 seg, 72°C/30 seg por 35 ciclos, 72°C/5 min.

O produto da reacdo de amplificacdo foi separado por eletroforese em gel de
agarose 1% em tampao TAE contendo brometo de etidio, e em seguida, o fragmento de
tamanho esperado foi excisado do gel e purificado utilizando o kit GeneClean Il (BioMP).
Apobs purificacdo, foi feita a ligacdo do fragmento no vetor pMOS-Blue (Blunt Ended PCR
Cloning kit, GE Healthcare), nas condi¢6es indicadas pelo kit, a uma temperatura de 22°C
por 16 h e o produto da reagao de ligacao foi usado para transformar células competentes
da linhagem de E. coli DH10B. Apds transformacao, a selegcao dos transformantes foi feita
através do plaqueamento em meio de cultura 2YT sélido suplementado com 100 pg/mL de
ampicilina, na presenca de 40 pg de uma solugdo de X-GAL (40 mg/mL). As colbnias
brancas resultantes do crescimento foram inoculadas em meio 2YT liquido e 100 ug/mL de
ampicilina e submetidas a extracdo do DNA plasmidial. As construgbes plasmidiais foram
confirmadas por andlise de restricao e as células dos clones positivos foram armazenadas a

-80°C como cultura permanente em glicerol 16% estéril.

12 - Mini-extracao de DNA plasmidial

O DNA plasmidial foi extraido pelo método de boilling prep descrito por Holmes e
Quigley (1981). As colbnias bacterianas isoladas foram inoculadas em 5 mL de meio 2YT +
glicose 0,2% e crescidas a 37°C durante uma noite, em seguida, cerca de 3 mL da cultura
de células foram transferidos para tubos Eppendorf de 1,5 mL e as células coletadas duas
vezes através de centrifugagéo a 16.000 x g por 2min. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado ressuspenso em 350 pL de solugdo 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
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aquecida em banho de agua fervente por 40 seg, e em seguida, centrifugada a 16.000 x g
por 15 min, 4°C.

Com uso de palitos de dente, o precipitado foi retirado e descartado, sendo os acidos
nucleicos precipitados com 40 uL de acetato de sodio 3 M, pH 5,2 e 420 uL de isopropanol.
A seguir, o material foi centrifugado a 16.000 x g por 10 min, 4°C. O precipitado foi
dissolvido em 100 pL de agua pura e acrescentou-se 100 uL de fenol saturado com tampéo.
Essa mistura foi vigorosamente agitada em vortex e, posteriormente, centrifugada a 16.000
x g por 10 min, 4°C. Um volume de 90 pL 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 pL de etanol absoluto gelado a -80°C por 15 min. O DNA plasmidial foi coletado por
centrifugacao e lavado duas vezes com 800 pL de etanol 70% gelado (16.000 x g por 5 min,
4°C). O DNA foi dissolvido em 20 pL de agua apés secagem ao ar.

13 - 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. Apos a obtencdo de células jovens, 500 uL deste crescimento foram
inoculados em 100 mL de meio 2YT e a cultura incubada a 37°C a 250 rpm até uma
densidade éptica a 600 nm de aproximadamente 0,7. As células foram coletadas em tubos
Falcon (50 mL) estéreis a 1.300 x g, 4 °C por 15 min em microcentrifuga de mesa. Os
concentrados celulares foram lavados com 40 mL de uma solugao de CaCl, 100 mM gelada
estéril e dissolvidos em 8 mL de CaCl, 100 mM estéril. As células competentes foram
utilizadas para as reagdes de transformacao.

Para a transformacao, aproximadamente 5 uL da reacao de ligagdo de cada uma das
construcdes foram incubados em gelo por 30 min com 100 pL de células competentes. Em
seguida, as suspensdes foram submetidas ao choque térmico pela transferéncia para um
banho a 42°C por 2 min. Apds o choque térmico, as suspensdes foram adicionadas de 400
UL de meio 2YT e incubadas a 37°C por 60 min. Apds este periodo, as células foram
plaqueadas em meio 2YT contendo o antibidtico especifico.

14 - Ensaios de producao e purificacao das proteinas recombinantes

A proteina codificada pela ORF NCU03482 ja havia sido produzida no laboratério na
forma recombinante fusionada a cauda poli-His, as condi¢cdes de producao e purificacao ja
haviam sido padronizadas e por este motivo ndo estd sendo descrita nesse trabalho. A

clonagem da mesma ORF no vetor pETSUMO também ja havia sido realizada e as etapas
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de producgéao e purificacdo foram realizadas neste trabalho. A utilizacdo deste vetor leva a
producé@o da proteina recombinante de interesse fusionada a proteina SUMO e contendo a
cauda de poli-His na extremidade N-terminal para a purificagdo por cromatografia de
afinidade. O vetor pETSUMO, assim como a construgao plasmidial utilizada para a producao
e purificacdo da SUMO protease foram gentilmente cedidos pela Profa. Dr. Ana Paula
Araujo do Instituto de Fisica, USP, Séo Carlos.

A proteina codificada pela ORF NCU06679 foi produzida na forma recombinante,
fusionada a uma cauda de poli-His na regido N-terminal e purificada através de
cromatografia de afinidade, utilizando Ni*? e/ou Co*? neste trabalho.

14.1 - Subclonagem da ORF NCU06679 em um vetor de expressao de E. coli

O vetor de expresséao utilizado foi o pET-28a, o qual produz a proteina fusionada a
uma cauda de seis residuos de His na extremidade N-terminal. O inserto existente na
construcao plasmidial pMOS-6679 foi transferido para o vetor de expressdo, conforme
descrito a seguir. Um cassete de DNA de 1.341 pb foi removido da construcao pMOS-6679
por digestdo com as enzimas Ndel e EcoRl e inserido no vetor de expressao pET28a,
digerido com as mesmas enzimas, gerando a construgcdo pET28a-6679. O produto de
ligacao foi usado para transformar células de E. coli DH10B e os clones transformantes
foram selecionados em meio contendo canamicina gerando a construgcao pET-6679. Apés a
extracdo do DNA plasmidial, os clones positivos foram confirmados por anélise de restricao
e sequenciamento de DNA. Culturas permanentes dos clones positivos foram realizadas e
armazenadas a -80°C.

14.2 - Ensaio de inducao proteica e analise de solubilidade da proteina codificada pela
ORF NCU06679

O DNA plasmidial da construcao pET-6679 foi utilizado para transformar células
competentes de E. coli da linhagem produtora BL21-Rosetta(DE3)pLys-S. Um pré-in6culo
fresco das células de E. coli carregando o plasmideo foi preparado e inoculado em 200 mL
de meio 2YT acrescido de canamicina 100 ug/mL e cloranfenicol 34 pg/mL. A cultura foi
mantida a 37°C e 250 rpm durante 4 h, até uma DOggo,m de aproximadamente 0,6 — 0,8. Em
seguida, a producdo da proteina recombinante foi induzida pela adigdo de IPTG numa
concentracdo final de 0,4 mM durante 4 h. Inicialmente, o ensaio de indu¢do da proteina
recombinante foi realizado juntamente com um controle positivo (pET-CopB), o qual produz
a proteina CopB de Xanthomonas citri com aproximadamente 55 kDa e um controle
negativo (pET28a vazio). Apés o periodo de indugéo, as células foram coletadas a 35.000 x
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g, 4°C, 20 min e ressuspensas em tampao de lise. Como a proteina foi produzida quase que
exclusivamente na forma insolluvel, diferentes tampdes de lise e outras condi¢cdes de

indug&o foram utilizados.

Os seguintes sistemas tampdes foram avaliados:
Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, NaCl 500 mM, NP400 ,5%, imidazol 150 mM, glicerol 5%

Hepes 50 mM, pH 7,0, NaCl 500 mM, NP40 0,5%, Imidazol 80 mM, glicerol 5%
Hepes 50 mM, pH 7,0, NaCl 500 mM, NP40 0,5%, Imidazol 150mM, glicerol 5%

Todos os tampdes foram acrescidos de uma mistura de inibidores de proteases
(PMSF 0,05 mM, benzamidina 1 mM, antipaina 5 pg/mL, pepstatina A 1 pug/mL e de TLCK
10 pg/mL. As culturas celulares foram também induzidas sob diferentes condi¢des de
temperatura de indugéo (12°C, 30°C e 37°C).

Para a lise, as células foram submetidas a trés ciclos de choque térmico, alternando
entre congelamento em N, liquido e agua fria. O rompimento celular foi finalizado em
sonicador, através de 5 ciclos de sonicagdo de 10 seg, com intervalos de 1 min em banho
de gelo. Os restos celulares foram removidos por centrifugacao a 20.800 x g, 4°C, 20 min e
o sobrenadante contendo a proteina recombinante foi coletado. As amostras foram
quantificadas para proteinas e 20 ug/pL de proteina total foram fracionadas por SDS-PAGE.

14.2.1 — Ensaio de Western Blot

Para a confirmagao da produgao da proteina recombinante, o ensaio de Western blot
foi realizado. Ap6s o fracionamento por eletroforese, as proteinas foram transferidas para
membrana de nitrocelulose em um sistema Mini Trans-Blot Eletrophoretic Transfer Cell
(BioRad) usando o tampéo de transferéncia (Tris-HCI 20 mM pH 8,0, glicina 150 mM, 200
mL/L de metanol) durante 2 h a 100 V/250 mA. A membrana foi incubada com uma solugao
de 6% de leite em pé desnatado em tampao 1 x TBST (Tris-HCI 20 mM pH 7,5, NaCl 500
mM, 0,05% tween-20) com suave agitacao durante 2 h para permitir o bloqueio da mesma.
Apos esse periodo, a membrana foi lavada com 1X TBST (3 vezes por 5 min) e incubada
com anticorpo monoclonal anti-His conjugado com fosfatase alcalina (Sigma, diluicdo
1:10.000 em 1X TBST + 3% leite) por 2 h a temperatura ambiente, com agitagdo. Em
seguida, a membrana foi novamente lavada trés vezes com 1 x TBST e procedeu-se a
revelacdo em 10 mL de tampao bicarbonato (NaHCO; 100 mM, MgCl, 1 mM, pH 9,8)
adicionado de 100 uL NBT (cloreto p-nitroazul de tetrazélio) (30 mg/mL em 70% DMF) e 100
uL BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indol-fosfato de p-toluidina) (15 mg/mL em DMF).
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14.3 - Producao e purificacdo da proteina recombinante codificada pela ORF
NCU06679 em pequena escala

A purificagao da proteina His::6679 foi primeiramente realizada por cromatografia de
afinidade em bancada, usando resina de Ni**-NTA-agarose (Qiagen) ou His-Select Cobalt
Affinity Gel (Sigma). A producao foi realizada em pequena escala. A producdo da proteina
foi induzida como descrito anteriormente e células foram ressuspensas em 5 mL do tampao
de lise gelado (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, NaCl 500 mM, NP400 5%, imidazol 150 mM, glicerol
5%) acrescido de inibidores de proteases, lisadas e o extrato celular centrifugado para a
obtencao das fragdes do precipitado (P) e sobrenadante (S). O precipitado foi ressuspenso
em 1 mL do mesmo tampdo e uma amostra foi reservada para analise de SDS-PAGE
(amostra P). Antes de seguir com a purificacdo da proteina recombinante contida no
sobrenadante, uma aliquota foi reservada para a andlise por SDS-PAGE (amostra S).

A proteina recombinante contida no sobrenadante (2 mL) foi inicialmente incubada
com 200 pL da resina de Ni** previamente condicionada em tamp&o de lavagem (Tris-HClI
50 mM pH 8,0, NaCl 300 mM, imidazol 20 mM, glicerol 10% v/v) contendo os inibidores de
proteases (PMSF 0,05 mM, benzamidina 1 mM, antipaina 5 pug/mL, pepstatina A 1 pg/mL e
TLCK 10 pg/mL) a 4°C e suave agitagédo, durante 2 h. Apos o periodo de incubagéo, o
sobrenadante (amostra FT1 — flow through) foi removido por centrifugagéo a 9.400 x g, 2
min, 4°C. A resina contendo a proteina recombinante foi lavada 5 x com tampao de lavagem
gelado acrescido de inibidores de proteases e todas as lavagens foram coletadas e
combinadas em uma unica fragao (FT2 — flow through) para verificar uma possivel perda da
proteina recombinante durante a etapa de lavagem. Depois de lavada a resina, a proteina
foi eluida 2 x em 300 pL de tampao de eluicdo (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, NaCl 300 mM,
glicerol 10%, PMSF 0,05 mM, benzamidina 1 mM, antipaina 5 ug/mL, pepstatina A 1 ug/mL
e TLCK 10 pg/mL) contendo 100, 200 e 300 mM de imidazol, respectivamente (fracbes E1,
E2 e EQ), totalizando 600 pL para cada fragcao. O procedimento da cromatografia com resina
de Co* foi 0 mesmo adotado para a resina contendo Ni*2. Todas as fragbes foram
quantificadas e analisadas em gel SDS-PAGE 12%.

14.4 - Producao e purificacdo da proteina recombinante codificada pela ORF
NCU06679 em maior escala

Um pré-inoculo fresco, contendo células de E. coli carregando a construgdo pET-
6679 foi preparado e inoculado em 1 L de meio 2YT suplementado com glicose 0,2%
acrescido de canamicina 100 pg/mL e cloranfenicol 34 ug/mL. A producado da proteina foi
induzida como descrito anteriormente e as células foram ressuspensas em 50 mL de
tampao de lise gelado (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, NaCl 300 mM, imidazol 80 mM, glicerol
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10%, Triton X-100 0,5%, Tween 20 0,5%) acrescido de uma mistura de inibidores de
proteases. As células foram lisadas através de choque térmico e o rompimento celular foi
finalizado por sonicacdo. Os restos celulares foram removidos por centrifugagdo e o
sobrenadante contendo a proteina recombinante foi coletado e submetido a uma
cromatografia de afinidade com coluna Histrap GE®.

Para a purificacdo da proteina a coluna foi inicialmente equilibrada em tampao A
(Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, NaCl 300 mM, imidazol 100 mM, glicerol 10%). Cerca de 30 mL do
sobrenadante, obtido anteriormente foi filtrado em membrana (0,22 u) e aplicado na coluna e
a mesma foi lavada com o mesmo tampao. A seguir, foi aplicado a tampao B (Tris-HCI, 50
mM, pH 8,0, NaCl 300 mM, imidazol 1M, glicerol 10%) para a eluicdo da proteina em um
gradiente de imidazol de 100 mM a 1 M. Fracbes de 2 mL foram coletadas durante a etapa
de eluicao da proteina e algumas fracées foram analisadas em gel SDS-PAGE 12% para a
identificacao das fragdes cromatograficas contendo a proteina de interesse. As fragdes que
mostraram maior grau de pureza da proteina foram reunidas e dialisadas contra 0 mesmo
tampao de eluicdo, mas contendo concentragdes decrescentes de imidazol (300 mM, 150

mM e finalmente sem imidazol).

14.5 - Producéo e purificacao da proteina recombinante codificada pela ORF NCU3482
fusionada a proteina SUMO

Para a producdo da proteina recombinante fusionada a proteina SUMO, utilizou o
vetor de expressdao pETSUMO, mostrado na Figura 8. A sequéncia da ORF NCU03482 foi
inserida no vetor com uso das enzimas de restricdo BamHI e EcoRl para produzir a proteina
recombinante fusionada a proteina SUMO em sua porcao N-terminal. Observando o mapa
do vetor é possivel notar que além da sequéncia codificadora da proteina SUMO, ha
também a sequéncia codificadora da cauda poli-His, a qual é importante para a purificacao
da proteina por cromatografia de afinidade. Pode-se notar também a presenca de um sitio
de clivagem para a enzima SUMO protease. Com a clivagem com esta protease é possivel
obter a proteina recombinante ndo fusionada. Apdés a etapa de clonagem no vetor de
expressao realizou-se entao sua produgao e purificagao.

Um pré-indculo fresco, contendo células de E. coli carregando a construcao
pETSUMO-3482 foi preparado e inoculado em 1 L de meio 2YT suplementado com glicose
0,2% e acrescido de canamicina 100 pg/mL e cloranfenicol 34 pg/mL. A cultura foi mantida a
37°C e 250 rpm durante 4 h, até uma DOgynm de aproximadamente 0,6 — 0,8. Em seguida, a
produc@o da proteina recombinante foi induzida pela adi¢do de IPTG numa concentragéo
final de 0,4 mM, a 12°C, 180 rpm durante 20 h. Apés inducédo, as células foram coletadas e
ressuspensas em 50 mL de tampéo de lise gelado (Hepes 50 mM, pH 7,0, NaCl 500 mM,
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Figura 8 — Mapa do vetor de expressao pETSUMO. O mapa apresenta a sequéncia codificadora
para a proteina SUMO e uma sequéncia codificadora para seis residuos de histidina. O sitio de
clivagem da SUMO protease também esta representado.

imidazol 150mM, glicerol 5%) acrescido de uma mistura de inibidores de proteases. O
rompimento celular foi realizado em sonicador, os restos celulares foram removidos por
centrifugacao e o sobrenadante contendo a proteina recombinante foi coletado e submetido
a uma cromatografia de afinidade com coluna Histrap GE®.

Para a purificagdo da proteina a coluna foi inicialmente equilibrada em tampao A
(Hepes 50 mM, pH 7,0, NaCl 500 mM, imidazol 150mM, glicerol 5%). Cerca de 30 mL do
sobrenadante foi filtrado em membrana (0,22 p) e aplicado na coluna. A seguir, foi aplicado
o tampéo B (Hepes 50 mM, pH 7,0, 500 mM NacCl, 1,5 M imidazol, 10% glicerol) para a
eluicdo da proteina em um gradiente de imidazol de 150 mM a 1,5 M. Frag¢des de 2 mL
foram coletadas durante a etapa de elui¢cdo da proteina e algumas fragdes foram analisadas
em gel SDS-PAGE 10% para a identificacdo das fragbes cromatograficas contendo a
proteina de interesse. As frac6es que mostraram maior grau de pureza da proteina foram
reunidas e dialisadas contra 0 mesmo tampao de eluicdo, mas contendo concentragoes

decrescentes de imidazol (300 mM, 150 mM e finalmente sem imidazol).

A protease SUMO foi também produzida e purificada para a utilizagao na clivagem e
liberagdo da proteina recombinante de interesse. Para isto, um pré-inéculo fresco, contendo
células de E. coli transformadas com o plasmideo foi preparado e inoculado em 1 L de meio
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2YT suplementado com glicose 0,2%, acrescido de canamicina e cloranfenicol. A cultura foi
crescida até uma DOgyonm de aproximadamente 0,6 — 0,8 e a produgdo da proteina
recombinante foi induzida pela adigdo de IPTG numa concentragao final de 0,1 mM, a 18°C,
180 rpm durante 20 h. Apdés o periodo de indugdo, as células foram coletadas e
ressuspensas em 30 mL de tampéo de lise gelado (Tris-HCI 25 mM, pH 8,0, NaCl 300 mM,
glicerol 10%) acrescido de uma mistura de inibidores de proteases. O rompimento celular foi
realizado em sonicador, os restos celulares foram removidos por centrifugagdo e o
sobrenadante contendo a proteina recombinante foi coletado e submetido a uma
cromatografia de afinidade com coluna Histrap GE®.

Para a purificagéo da proteina a coluna foi inicialmente equilibrada no tampéao de lise
contendo imidazol 50 mM e eluida no mesmo tampé&o contendo imidazol 500 mM para a
eluicdo da proteina em um gradiente de imidazol de 50 mM a 500 mM. Fragbes de 2 mL
foram coletadas durante a etapa de eluicao da proteina e algumas fragées foram analisadas
em gel SDS-PAGE 10% para a identificacdo das fragbes cromatograficas contendo a

proteina de interesse.

15 — Localizacdao celular dos produtos das ORFs NCU03482 e NCU06679.
Experimentos preliminares para a producao das proteinas fusionadas a GFP

15.1 - Preparo dos split markers para a producao das proteinas fusionadas a GFP

Pelo fato das proteinas codificadas pela ORF NCU06679 e NCU03482 presentes no
genoma do fungo ainda n&o possuirem uma fungéo definida, experimentos foram iniciados
com o objetivo de introduzir em ambas as sequéncias gendmicas a proteina GFP na regido
C-terminal. Um esquema detalhado da estratégia utilizada esta descrita na Figura 9. Para
isso foi utilizado o vetor pZErO-GFP-hph (HONDA & SELKER, 2009) como DNA molde para
a amplificagéo da sequéncia codificadora da GFP por PCR. Este fragmento de DNA possui
2.281 pb e foi amplificado utilizando o kit Phusion DNA Polimerase (Finnzymes) e o0s
oligonucleotideos 10XGly-F e LoxP-R (Quadro 3), nas seguintes condigdes: 35 ciclos de
98°C por 5 seg (desnaturagdo), 58°C por 5 seg (anelamento dos primers) e 68°C por 1 min
(extensdo), apds desnaturacgao inicial de 98°C de 10 seg.

Em seguida, foram utilizados oligonucleotideos para a amplificacdo de regides
upstream a cada ORF (6679GLY-F/R e 3482GLY-F/R) e downstream a cada ORF
(6679Lox-F/R e 3482Lox-F/R) a partir do stop codon, contendo aproximadamente 1 kb cada
uma. A sequéncia nucleotidica 5-CCTCCGCCTCCGCCTCCGCCGCCTCCGCC-3" (em
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Figura 9- Representacao esquematica do procedimento utilizado para a introducao de GFP no
locus genémico. As etapas utilizadas estao descritas no texto (GONGALVES, 2012).

Quadro 3 - Oligonucleotideos utilizados para a insercao de GFP.

Nome Sequéncia
10XGly-F 5'-GGCGGAGGCGGCGGAGGCGGAGGCGGAGG-3'
LoxP-R 5-CGAGCTCGGATCCATAACTTCGTATAGCA-3’

hph_SM-F 5-TCGCCTCGCTCCAGTCAATGACC-3’

hph_SM-R 5"-AAAAAGCCTGAACTCACCGCGACG-3

6679GLY-F 5-AGAACCCCAAAGACAAGAGC-3
6679GLY-R | 5-CCTCCGCCTCCGCCTCCGCCGCCTCCGCCGTGACTAGATTGCTTCGGTT-3
6679Lox-F | 5-TGCTATACGAAGTTATGGATCCGAGCTCGGATGAGGAAACTTCGGCCTT-3
6679Lox-R 5-AGACGAAGTGGTTTGGGATT-3
3482GLY-F 5-GTCTGGACCCGAGCATCTAC-3’
3482GLY-R | 5-CCTCCGCCTCCGCCTCCGCCGCCTCCGCCACAAATAAACTCCTGACCCT-3
3482Lox-F 5-TGCTATACGAAGTTATGGATCCGAGCTCGTCATCAGCTGTTGTTGTTTC-3
3482Lox-R 5-AGGGGGAGAGAGAGAAAGAT-3’
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negrito nas sequéncias dos oligonucleotideos 6679GLY-R e 3482GLY-R) foi adicionada na
extremidade 5 dos oligonucleotideos e corresponde a parte da sequéncia codificadora da
extremidade N-terminal de GFP. A sequéncia 5-
TGCTATACGAAGTTATGGATCCGAGCTCG-3" (em negrito e sublinhado nas sequéncias
dos oligonucleotideos 6679Lox-F e 3482Lox-F) foi adicionada na regido 5° dos
oligonucleotideos e corresponde a parte da sequéncia codificadora da extremidade C-
terminal de Hph. As reag¢des de amplificagdo tanto das regides upstream como downstream
ao stop cddon de cada ORF foram realizadas nas mesmas condi¢cdes para a amplificacao
da sequéncia nucleotidica codificadora de GFP, como descrito anteriormente.

Para a sintese do splitmarkers 5" foram utilizados os primers 6679GLY-F e hph_SM-
R (para a ORF NCU06679) e 3482GLY-F e hph_SM-R (para a ORF NCU03482) e
aproximadamente 300 ng dos fragmentos de PCR obtidos anteriormente mais o fragmento
obtido por PCR correspondente a GFP. Este fragmento da GFP contém na extremidade 3’ a
sequencia para o stop codon da GFP seguido da sequéncia codificadora do gene hph. A
amplificacdo para a obtengéo do fragmento final foi obtida por PCR de fusdo. Para a sintese
dos splitmarker 3~ foram utilizados os primers 6679LOX-R e hph_SM-F e 3482LOX-R e
hph_SM-F e aproximadamente 300 ng dos fragmentos de PCR obtidos anteriormente. O
fragmento de PCR da GFP é o mesmo fragmento utilizado para a amplificacdo do
splitmarker 5°. Ap6s a obtengéo dos splitmarkers, 400 ng de cada um foram utilizados para a
transformacéo de conidios da linhagem FGSC#9718 do fungo N. crassa. A obtencdo do
fragmento final é feita pelo préprio fungo.

15.2 - Transformacao de conidios do fungo

A insercdo das construgbes de DNA em N. crassa foi realizada através da
eletroporacao de conidios da linhagem FGSC#9718. Apds sua coleta, este material foi
centrifugado a 1.600 x g, o sobrenadante foi descartado e os conidios foram ressuspensos
em 1,5 mL de uma solucao de sorbitol 1M. Para a transformacao do fungo N. crassa foram
adicionados 400 ng de cada um dos splitmarkers a 50 pL da suspenséo conidial e a mistura
foi mantida em gelo por 10 min. Em seguida, transferiu-se o conteiado do tubo para uma
cubeta de eletroporacao estéril e a transformagao foi realizada por eletroporagdo em um
eletroporador Gene Pulser Il (BioRad), nas seguintes condigbes: 1500 Volts, 600 Q, 25
pFaradays.

Apbs a eletroporacao, foi adicionado 1 mL de sorbitol 1M a solugdo no interior da
cubeta e 1/3 deste volume foi transferido para um tubo estéril contendo 5 mL de VM 1 x,
sem fonte de carbono. Este tubo foi agitado a 200 rpm a 30°C por 1 h para a recuperagao
dos conidios. Apds esta etapa, foram adicionados 5 mL de top agar pré aquecido a 55°C. Os
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tubos foram entdo agitados por inversao e dispensados em placa contendo bottom agar
contendo 4 pg/mL de higromicina e sorbose para induzir o crescimento colonial. Este
material foi deixado a 30°C por 2 dias para o aparecimento dos transformantes na forma
colonial. As colbnias isoladas foram transferidas para tubos de ensaio contendo 1 mL de
meio minimo de Vogel + sacarose 2% acrescidos de 4 ug de higromicina. As culturas foram
crescidas até o aparecimento de conidios, os quais foram inoculados em culturas liquidas

para a obtengéo de micélios utilizados na extragdo de DNA genémico.

Esta parte do trabalho foi realizada em colaboracdo com um Pdés-Doutorando do
laboratério.
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1 — Caracteristicas bioquimicas das proteinas estudadas

A proteina codificada pela ORF NCUO06679 estd anotada no banco de dados do
fungo como histone acetyltransferase tipo B, subunidade 2, e apresenta seis dominios
WD40 ao longo da sequéncia polipeptidica. Este dominio é caracteristico de proteinas que
estdo envolvidas com diversos processos celulares, entre eles proteinas reguladoras da
transcricdo génica. A proteina codificada pela ORF NCU03482 esta anotada como uma
RuvB-like helicase e apresenta os dominios AAA+ e TIP49, presentes em proteinas com
importantes fungdes em processos nucleares, tais como remodelagem de cromatina e
regulacao da transcricdo. A figura 10 mostra representacées esquematicas de ambas
proteinas.

Figura 10- Representacao esquematica das proteinas codificadas pelas ORFs NCU06679 e
NCUO03482. A- Proteina codificada pela ORF NCU06679. Os dominios WD40 estao representados
por tridngulos verdes. A regidao em rosa representa sequéncias com baixa complexidade ou dominios
com fungbes desconhecidas (http://smart.embl-heidelberg.de). B— Proteina codificada pela ORF
NCU03482. Os dominios AAA+ e TIP49 estao representados (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Andlises por Blast foram realizadas com os produtos das duas ORFs e a partir dos
dados obtidos foram realizados alinhamentos de sequéncias com algumas proteinas
identificadas como ortélogas. A Figura 11 mostra o alinhamento de sequéncias do produto
da ORF NCU03482 com as sequéncias polipeptidicas de algumas proteinas ortologas. A
proteina de N. crassa apresenta identidade de 70% com a proteina RuvB-like 1 de H.
sapiens e 71% de identidade com a proteina Rvb1p de S. cerevisiae. Pode-se observar que
as regidbes dos dominios AAA+ e TIP49, representadas em preto e vermelho,

respectivamente, se mostram bem conservadas entre os diferentes organismos.
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Figura 11- Alinhamento multiplo de sequéncias polipeptidicas do produto da ORF NCU03482
de N. crassa com as proteinas RuvB-like 1 de H. sapiens, Rvb1p de S. cerevisiae e pontin de D.
melanogaster. O alinhamento foi realizado por ClustalW e os aminoacidos idénticos (em preto) e as
trocas conservativas (em cinza) foram identificados por BoxShade. O traco vermelho indica onde esta
situada a regido do dominio de ligacdo Tip49 e o preto mostra a regido do dominio AAA+. Os
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dominios Walker A e B estdo mostrados com asterisco.



Resultados e Discussio 59

A Figura 12 mostra um alinhamento de sequéncias entre o produto da ORF
NCUO06679 e sequéncias polipeptidicas de algumas proteinas ortélogas. A proteina de N.
crassa apresenta cerca de 50% de identidade com a proteina histone-binding protein
RBBP4 isoform a de Homo sapiens e 45% de identidade com a proteina chromatin
assembly factor 1 subunit, isoform B de Drosophila melanogaster. Pode-se observar que ha
conservagao da regido dos dominios WD 40 presentes na proteina, sinalizados pelo trago

de cor preta.
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Figura 12- Alinhamento multiplo de sequéncias polipeptidicas da ORF NCU06679 de N. crassa
com as proteinas histone-binding protein RBBP4 isoform a de H. sapiens e chromatin
assembly factor 1 subunit, isoform B de D. melanogaster. O alinhamento foi realizado por
ClustalW e os aminoacidos idénticos (em preto) e as trocas conservativas (em cinza) foram
identificados por BoxShade. O tragco em preto indica onde estéo localizadas as regides dos dominios
WD40 ao longo da sequéncia polipeptidica.
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2 - Caracterizacao das linhagens mutantes

2.1 - Confirmacao dos nocautes génicos

A confirmacado dos nocautes génicos foi realizada uma vez que as linhagens
mutantes ndo foram construidas em nosso laboratério. A linhagem mutada na ORF
NCUO03482 foi disponibilizada como um heterocario (de acordo com FGSC) possuindo
nucleos geneticamente diferentes, portanto nem todos os nucleos contém a mutagdo na
ORF especifica. Ja a linhagem mutante na ORF NCUO06679 foi disponibilizada como um
homocaério, contendo o gene alvo nocauteado pela insercdo da marca de selegédo a
higromicina, portanto apresenta todos os nucleos mutados. Para confirmar esta informacao,
foi realizada a extracdo do DNA genbmico das linhagens mutantes e da selvagem
(FGSC#9718), os quais foram utilizados para amplificar as sequéncias nucleotidicas por
PCR. Na Figura 13A é possivel observar a amplificagdo da ORF NCU06679 na linhagem
selvagem através da presenca de um fragmento de 1.341 pb e auséncia de uma banda com
tamanho aproximado no DNA gendmico da linhagem mutante. J& com a linhagem mutante
na ORF NCUO03482 (Figura 14B) é possivel observar que houve a amplificacdo do
fragmento de 1.377 pb, tanto na linhagem selvagem como na linhagem mutante, o que é
esperado para uma linhagem heterocaria.

2.2 — Purificacao de homocario da linhagem mutante na ORF NCU03482

Como descrito acima a linhagem mutada na ORF NCU03482 se apresenta como um
heterocario. Na tentativa de se obter uma linhagem homocaria nesta ORF, procedimentos
foram realizados para a purificacdo de homocarios. Um dos métodos utilizados foi a
producdo de microconidios, o quais sdo células uninucleadas. Para isso realizou-se a
inducao da microconidiacdo e com isso é possivel realizar a separac¢ao de nucleos mutados

e ndo mutados. Estes microconidios foram entdo separados por filtragéo e plaqueados em

meio contendo sorbose para a formacéao de colbnias. Estas foram separadas e crescidas em
meio VM contendo ou nao higromicina. A presenca do antibiético constitui um meio seletivo
para a linhagem homocaria, uma vez que o nocaute dos genes foi realizado através da
insercao da marca de resisténcia a higromicina. Com os micélios obtidos a partir dessa
selecdo, o DNA genémico foi extraido e utilizado para PCR com os oligonucleotideos
especificos para a ORF NCU03482. Na Figura 14 é possivel observar a amplificagdo da
ORF em todas as col6nias selecionadas, mostrando assim que a purificagdo de homocarios
nao foi possivel de ser realizada.
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Figura 13— Amplificacdo de fragmentos correspondentes as ORFs NCU06679 e NCU03482 a
partir do DNA gendmico das linhagens selvagem e mutantes. A- Amplificacdo do fragmento
correspondente a ORF NCU06679 contendo 1.341 pb.1- Linhagem selvagem FGSC#9718. 2-
Linhagem mutante na ORF NCU06679. B- Amplificacdo do fragmento correspondente a ORF
NCU03482 contendo 1.377 pb. 1- Linhagem selvagem FGSC#9718. 2- Linhagem mutante na ORF
NCUO06679 L, ladder de DNA de 1 kb . Eletroforese em gel de agarose 1% contendo brometo de
etideo 0,5 pg/mL.

Outro método utilizado foi através da produgcdo de ascosporos resultantes do processo de
reproducdo sexual. Para isto foi realizado o cruzamento da linhagem mutante na ORF
NCUO03482 (a) com a linhagem FGSC#9718 (A), as quais apresentam mating type opostos.
Apds a indugédo de formagao do protoperitécio em meio pobre de nitrogénio, as linhagens
foram cruzadas resultando na formagdo do peritécio (6rgdo de reprodugdo feminino) e
liberagdo dos ascodsporos. Estes foram coletados e inoculados em meio VM sem
higromicina. Apéds o inicio da germinacao dos ascosporos, eles foram transferidos para meio
VM contendo sorbose na presenga do agente seletivo higromicina. Apos transferéncia, o
crescimento foi monitorado diariamente e foi possivel observar que apés 5 dias nao houve
crescimento neste meio, indicando que o nocaute da ORF NCU03482 torna o mutante
inviavel.

Sabe-se que a proteina RuvBL1, em geral, € uma proteina altamente conservada,
desde levedura até humanos, e esta associada a diversos processos celulares importantes
(MATIAS et al., 2006). Trabalhos na literatura mostraram que o gene que codifica para a
RuvBL1 é essencial para a viabilidade de S. cerevisiae (QIU et al., 1998), de Drosophila
melanogaster (BAUER et al., 2000) e de Caenorhabditis elegans (citado por IZUMI et al.,
2012). Como esse gene € essencial para diversos organismos, é provavel que ele também
seja essencial para N. crassa, o que explica a ndo obtencdo do crescimento de culturas

contendo apenas o nucleo mutado.
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Figura 14- Purificacdao de homocarios da linhagem nocauteada na ORF NCU03482. Amplificacao
do fragmento de 1.377 pb correspondente a ORF NCU03482. A- Amplificagdo da ORF nas linhagens
utilizando o DNA gendmico: WT- Linhagem selvagem, e das culturas denominadas 1, 2, 3, 4, 5. B-
Amplificagdo da ORF nas linhagens utilizando o DNA gendémico: das culturas denominadas 6, 7, 8, 9,
10 e WT- Linhagem selvagem. Eletroforese em gel de agarose 1% contendo brometo de etideo 0,5
pg/mL.

2.3 - Analises morfoldgicas da linhagem mutante NCU06679

Devido ao fato da linhagem mutante na ORF NCU03482 ser heterocario, as andlises
morfolégicas foram realizadas apenas com a linhagem mutante na ORF NCUO06679 e
comparadas & linhagem selvagem FGSC#2489. E interessante investigar se a auséncia da
proteina codificada por essa ORF pode afetar o crescimento e morfologia da linhagem
mutante. Para isso foram realizadas analises de crescimento, bem como verificacdo da

produgao de hifas aéreas, conidiacao e extremidades das hifas.

2.3.1 - Crescimento em meio solido

A andlise de crescimento da linhagem mutante juntamente com a linhagem selvagem
foi avaliada em frascos contendo meio VM sélido incubado a 30°C durante 3 dias em estufa.
Em seguida, esses frascos foram transferidos para a temperatura ambiente por mais 5 dias.
Apo6s esse periodo foi possivel a avaliagdo da presenca/auséncia de hifas aéreas e
pigmentacdo. Foi possivel observar que a linhagem mutante apresentou crescimento
semelhante ao da linhagem selvagem, porém com aspecto diferente. A linhagem selvagem
(Figura 15A) apresentou produgdo de hifas aéreas e coloragdo alaranjada caracteristica,
devido a presencga de pigmentos carotenoides. A linhagem mutante (Figura 15B) apresentou
uma coloragdo um pouco menos acentuada, também apresentou hifas aéreas, porém com

um aspecto “cotonoso”.



Resultados e Discussio 63

Os conidios foram coletados destas linhagens em agua destilada, filtrados em gaze
estéril e contados em camara de Neubauer. A linhagem selvagem apresentou um numero
maior de conidios (3,0x10’ conidios/mL) em comparagdo com a linhagem mutante estudada
(1,0x10° conidios/mL), mostrando que a proteina deve estar participando de processos

relacionados ao desenvolvimento do fungo.

A B

Figura 15 — Analise do crescimento das linhagens selvagem e mutante em meio sdlido.
Conidios foram inoculados no centro do meio de cultura, as linhagens foram mantidas inicialmente a
30°C por 72 h e, posteriormente, a temperatura e luminosidade ambiente por mais 5 dias. A-
Linhagem selvagem (FGSC#2489), B- Linhagem mutante na ORF NCU06679.

2.3.2 - Crescimento colonial e radial

A analise do crescimento colonial foi realizada através da determinagdo dos raios
das colbénias das duas linhagens. Os conidios obtidos anteriormente foram inoculados no
centro de placas de Petri e estas foram incubadas a 30°C por 24 h. Para essa andlise foram
testados dois tipos de meios de cultivo (VM e VM suplementado com extrato de levedo). O
fungo N. crassa possui um cultivo muito simples e tem como exigéncia nutricional basica a
biotina. O enriquecimento com extrato de levedo no meio de cultura tem como objetivo
avaliar a capacidade da linhagem mutante em utilizar outros nutrientes presentes no meio
extracelular. A andlise do crescimento radial em diferentes meios de cultura esta
apresentada no Quadro 4, revelando que a linhagem mutante apresentou um crescimento

um pouco menor quando comparado a linhagem selvagem.
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Quadro 4 — Taxa de crescimento radial da linhagem selvagem e do mutante.

Crescimento Radial (cm/24 h)
Linhagem
VM VM+YE
Selvagem 7,5+ 0,06 6,8 £ 0,06
6679%° 6,0 £0,12 4,4 +0,26

As imagens das col6nias foram obtidas com o auxilio de uma maquina fotografica e
estao apresentadas na Figura 16 (a esquerda na figura). Observa-se que tanto a linhagem
selvagem quanto a linhagem mutante apresentaram um crescimento um pouco menor no
meio suplementado quando comparado com o meio sem suplementacdo. Porém no meio
VM+YE ambas as linhagens apresentaram uma maior densidade devido ao leve aumento
das hifas aéreas. A figura a direita mostra as extremidades das hifas das linhagens e é
possivel observar que as duas linhagens analisadas apresentaram extremidades com perfis
semelhantes (crescidas em meio VM e em meio VM+YE), mostrando o ndo envolvimento da
proteina neste processo.

2.3.3 - Determinacao da taxa de crescimento linear das linhagens mutante e selvagem

A taxa de crescimento linear das linhagens foi analisada em race tubes. As linhagens
foram inoculadas em uma das extremidades do tubo e estes foram incubados sob a luz
branca durante uma noite. Apds este periodo, a frente de crescimento foi marcada (tempo
zero do reldgio bioldgico) e, em seguida os tubos foram incubados no escuro. Esse periodo
de exposicao a luz e posterior incubagao no escuro zera o reldgio biolégico. A frente do
crescimento foi marcada a cada 12 h sob luz vermelha. A distancia de crescimento foi
medida (cm) e expressa em fungdo das horas de crescimento até que a primeira das
linhagens atingisse a outra extremidade do tubo. A Figura 17 mostra a taxa de crescimento
das linhagens. O resultado mostra que a linhagem mutante apresentou um crescimento

linear mais lento que a linhagem selvagem.

2.3.4 - Determinacao do acumulo de glicogénio nas linhagens selvagem e mutante na
ORF NCU06679

A proteina codificada pela ORF NCU06679 foi identificada em complexos DNA-
proteina formados com proteinas nucleares presentes em micélios submetidos a choque

térmico e um fragmento do promotor gsn. Portanto, foi realizada a quantificacdo de
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Figura 16 — Analise morfoldgica das colonias e crescimento radial e da extremidade das hifas
nas linhagens selvagem e mutante. Os conidios foram inoculados no centro das placas de Petri nos
meios VM e VM+YE e as placas foram incubadas por 24h a 30°C. Esquerda, crescimento radial de
cada linhagem. Direita, extremidades das hifas analisadas em estereomicroscopio SteREO
Discovery. V8, Zeiss acoplado a camera fotogréfica. Escala de aumento 100 um (aumento 8x).
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Figura 17 — Andlise do crescimento linear das linhagens selvagem e mutante na ORF
NCU06679 em race tubes. O crescimento foi medido através da marcagéo da frente micelial a cada
12 h até que uma das linhagens atingisse a outra extremidade do tubo. Resultados de trés

experimentos independentes.
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glicogénio na linhagem mutante e o resultado comparado com a linhagem selvagem
FGSC#2489 na situagéo de estresse térmico. As linhagens foram analisadas durante o
crescimento vegetativo, na temperatura normal e ap6s submissdo ao choque térmico. Os
micélios obtidos de cada linhagem, nas diferentes situa¢des, foram utilizados para a
quantificagdo do conteudo de glicogénio.

A Figura 18 mostra o acumulo de glicogénio nas duas condigbes para ambas as
linhagens. Na linhagem selvagem observou-se uma redug¢do do conteudo de glicogénio
quando submetida ao estresse térmico, quando se compara com a situagdo normal de
crescimento, um resultado ja conhecido de experimentos anteriores realizados no
laboratério. A linhagem mutante apresentou um menor conteddo de glicogénio quando
comparado com a linhagem selvagem nas duas situagbes (antes e depois do choque
térmico). Entretanto, a redugdo no conteudo de glicogénio na linhagem mutante na

temperatura normal de crescimento foi muito acentuada em relagéo a linhagem selvagem.

300

Il Antes do choque térmico

250 - Depois do choque térmico

200
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Figura 18- Acumulo de glicogénio nas linhagens selvagem e mutante. Analise do acumulo de
glicogénio nas linhagens selvagem (FGSC#2489) e mutante na ORF NCU06679 durante o
crescimento vegetativo (30°C) e apos submissao a estresse térmico (45°C).

2.3.5 - Analise da expressao dos genes gsn e gpn nas linhagens selvagem e mutante
Como a linhagem mutante apresentou reduzido contetdo de glicogénio, realizamos a

andlise da expressao dos genes que codificam para as enzimas glicogénio sintase (gsn) e

glicogénio fosforilase (gpn), regulatérias nos processos de sintese e degradacgao,
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respectivamente. Resultados anteriores obtidos pelo nosso grupo mostraram que a
expressdo do gene gsn por Northern blot, em uma linhagem selvagem, variou ao longo do
crescimento do fungo, apresentando méaxima expressao ao redor de 24 h de crescimento.
Neste trabalho a expressao dos genes foi realizada através da técnica de PCR em tempo
real, também chamado de PCR quantitativo. Essa andlise foi realizada em amostras de RNA
extraidas de micélios coletados em diferentes tempos do crescimento do fungo, tanto com a
linhagem selvagem quanto com a linhagem mutante. Além disso, micélios foram também
coletados em experimentos de choque térmico. Os micélios foram utilizados na extracao de
RNA total, sendo posteriormente obtido o cDNA a partir das amostras. Com os cDNAs
preparados e oligonucleotideos especificos para cada gene a ser analisado, procedeu-se a
andlise da expressao dos genes gsn e gpn por meio de reacoes de PCR em tempo real. Os
resultados obtidos na analise de expressao desses genes estdo apresentados nas Figuras
19A e 19B e foram expressos em relacédo a expressao do gene da B tubulina.

Pode-se observar um maximo na expressdo dos genes gsn (Figura 19A) e gpn
(Figura 19B) em 24 h para ambas as linhagens. Entretanto, para o gene gpn a expressao
em 24 h na linhagem mutante foi ligeiramente maior do que na linhagem selvagem, o que
confirma resultados anteriores obtidos por Northern blot. Além disso, é possivel verificar que
em ambas as linhagens a expressao do gene gsn foi menor do que o gene gpn em todos os
tempos analisados. Foram realizadas também analises de expressao dos genes na situacao
de estresse térmico (Figuras 20A e 20B). E possivel observar que a expressdo dos dois
genes foi diminuida quando as duas linhagens foram submetidas ao choque térmico (de
30°C para 45°C). Pode-se observar também uma maior expressdo dos dois genes

analisados na linhagem mutante no crescimento a 30°C.

Baseado em nossos resultados € possivel concluir que a proteina codificada pela
ORF NCU06679 seja uma histona acetiltransferase. E descrito na literatura que estas
proteinas participam de grandes complexos proteicos envolvidos em diversos processos
celulares, entre eles remodelagem de cromatina e regulagcao da transcricdo. Os resultados
obtidos, neste trabalho, mostraram que a linhagem mutante nesta proteina apresenta niveis
de expressao dos genes gsn e gpn alterados, indicando que a proteina muito provavelmente
esta envolvida na regulacdo da expressao destes genes, mesmo nao sendo uma proteina

gue apresenta dominio de ligacdo a DNA.
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Figura 19 — Analise da expressao dos genes gsn e gpn nas linhagens selvagem e mutante ao
longo do crescimento. Andlise da expressao dos genes gsn e gpn nas linhagens selvagem e
mutante através da técnica de PRC em tempo real. A- Expressao do gene gsn. B- Expressao do
gene gpn.
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Figura 20 - Analise da expressao dos genes gsn e gpn nas linhagens selvagem e mutante
antes e apds choque térmico. Andlise da expressao dos genes gsn e gpn nas linhagens selvagem e
mutante através da técnica de PRC em tempo real. A- Expressao do gene gsn.B- Expressao do gene
gpn. As linhagens foram crescidas a 30°C durante 24 h, uma parte do micélio foi coletado e, em
seguida, o restante da massa micelial foi transferida para meio a 45°C e coletada ap6s 30 min nesta
temperatura.
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3 - Clonagem, producao e purificacao das proteinas recombinantes

3.1 - Clonagem da ORF NCU06679 e subclonagem em vetor de expressao

Para a analise funcional de uma proteina é importante a produgdo da mesma na
forma recombinante. A clonagem da ORF NCU03482 havia sido realizada em um trabalho
anterior no laboratério e a clonagem da ORF NCU06679 foi realizada neste trabalho. Para
isto, oligonucleotideos foram desenhados para a amplificagdo da ORF, a qual foi realizada
por RT-PCR a partir de RNA total. Inicialmente, a melhor temperatura de anelamento dos
oligonucleotideos foi definida em uma reagcdo de PCR com gradiente de temperatura,
utilizando DNA gendmico e o par de oligonucleotideos NCU06679-F e NCU06679-R. Com a
temperatura de anelamento ja definida, a ORF foi amplificada, obtendo-se um fragmento do
tamanho de 1.341 bp.

O fragmento foi clonado no vetor de clonagem pMOS-Blue, originando o plasmideo
pMOS-6679. O cassete de DNA correspondente ao inserto (1.341 pb) foi transferido da
construcao pMOS-6679 para o vetor de expressao pET28a, para a producdo da proteina
recombinante fusionada a uma cauda de poli-His, através da digestdo com as enzimas Ndel
e EcoRI gerando a construgdo pET-6679. Uma amostra da construgdo plasmidial de um
clone considerado positivo foi confirmada através de sequenciamento de DNA e o
plasmideo foi armazenado a -80°C.

3.1.2 - Ensaios de producdo em E. coli e analise da solubilidade da proteina

recombinante

Para a producao da proteina recombinante, o plasmideo pET28a-6679 foi utilizado
para transformar a linhagem de E. coli, cepa Rosetta. Inicialmente, o ensaio de indugéo da
proteina recombinante foi realizado juntamente com um controle positivo (pET-CopB), o qual
produz a proteina CopB de X. citri com tamanho de 55 kDa e um controle negativo (pET28a
vazio). A temperatura de inducéo foi de 30°C, 0,4 mM de IPTG e como tampéo para lise das
células o Tris-HCI. As amostras foram quantificadas e 20 ug/uL foram fracionadas por SDS-
PAGE. Na Figura 21, as bandas apontadas pelas setas correspondem a proteina
recombinante His::6679 contendo aproximadamente 50 kDa e ao controle positivo CopB (55
kDa).

Como a proteina foi produzida quase que exclusivamente na forma insollvel,

diferentes tampdes foram utilizados na lise das células, como tentativas para melhorar a
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Figura 21- Analise da expressao em E. coli Rosetta da proteina His::6679. Extratos de células
transformadas com o plasmideo pET-6679, pET vazio (controle negativo) e pET-copB (controle
positivo). A primeira seta indica a banda correspondente a proteina recombinante e a segunda a
proteina CopB (controle positivo). Eletroforese em gel SDS-PAGE 12%, corado com Comassie
Brilliant Blue R-250. MM, Massa Molecular (kDa), NI, amostra nao-induzida; S, sobrenadante; P,
precipitado.

solubilidade da proteina recombinante. Além disso, diferentes temperaturas de inducao
(12°C, 30°C e 37°C) foram também avaliadas. Os resultados estdo mostrados nas Figuras
22,23 e 24.

Analisando os resultados apresentados, pode-se dizer que nas temperaturas 30°C
(Figura 23) e 37°C (Figura 24), a proteina se concentrou no precipitado nos diferentes
tampodes testados. Na temperatura 12°C (Figura 22A) é possivel observar que houve uma
menor concentracao da proteina no precipitado, entretanto a proteina também foi detectada
no sobrenadante quando as células foram lisadas com o tampao Tris-HCI 50 mM, pH 8,0,
NaCl 500 mM, NP400 ,5%, imidazol 150 mM, glicerol 5%. Este resultado foi observado
através do ensaio de Western blot e estd mostrado na Figura 22B. Como resultado desta
avaliacao foi definido a melhor condi¢do de producao para a proteina His::6679 como sendo
12°C, 22 h apés inducao e 0,4 mM de IPTG para indugao da proteina recombinante e para a
lise das células o tampéao Tris-HCI, pH 8,0 contendo imidazol 150 mM.

3.1.3 - Purificagcao da proteina recombinante

A purificagédo da proteina His::6679 foi primeiramente realizada por cromatografia de
afinidade utilizando resinas de Ni?* e de Co*?, as quais permitem purificar uma proteina
rapidamente e de maneira simplificada utilizando centrifuga de bancada. Para isso, as
proteinas foram produzidas em pequena escala (200 mL de cultura) e purificadas como
descrito em Materiais e Métodos. A Figura 24 mostra um gel de SDS-PAGE 12% da
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Figura 22- Analise da expressao em E. coli Rosetta da proteina His::6679 na condi¢ao de 12°C.
A. As células foram lisadas nos tampdes Hepes contendo imidazol 80 mM (1), Hepes contendo
imidazol 150 mM (2) e Tris-HCI contendo imidazol 150 mM (3). As setas indicam as bandas
correspondentes a proteina recombinante (aproximadamente 50 kDa). B. Ensaio de Western blot
revelado com anticorpo anti-His conjugado a fosfatase alcalina. Eletroforese em gel SDS-PAGE 12%
corado com Comassie Brilliant Blue R-250. MM, Massa Molecular (kDa), S, sobrenadante, P,
precipitado.

Figura 23- Analise da expressao em E. coli Rosetta da proteina His::6679 na condi¢cédo de 30°C.
As células foram lisadas nos tampdes Hepes contendo imidazol 80 mM (1), Hepes contendo imidazol
150 mM (2) e Tris-HCI contendo imidazol 150 mM (3). As setas indicam as bandas correspondentes a
proteina recombinante (aproximadamente 50 kDa). Eletroforese em gel SDS-PAGE 12%, corado com
Comassie Brilliant Blue R-250. MM, Massa Molecular (kDa), NI, amostra nado-induzida, S,
sobrenadante, P, precipitado.
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Figura 24- Analise da expressao em E. coli Rosetta da proteina His::6679 na condigao de 37°C.
As células foram lisadas nos tampdes Hepes contendo imidazol 80 mM (1), Hepes contendo imidazol
150 mM (2) e Tris-HCI contendo imidazol 150 mM (3). As setas indicam as bandas correspondentes a
proteina recombinante (aproximadamente 50 kDa). Eletroforese em gel SDS-PAGE 12%, corado com
Comassie Brilliant Blue R-250. MM, Massa Molecular (kDa), NI, amostra nao-induzida, S,
sobrenadante, P, precipitado.

proteina nas diferentes etapas da purificagdo. A Figura 25A mostra a purificagdo da proteina
recombinante utilizando resina de niquel e a Figura 25B mostra a purificagdo da proteina
recombinante utilizando resina de cobalto.

Podemos observar em ambas as figuras que a fracdo E3 eluida com 300 mM de
imidazol apresentou maior pureza em relagao a fracdo E1, a qual foi eluida com 100 mM de
imidazol. Observou-se também que a purificacéo realizada com a resina de Co?** parece
apresentar um menor rendimento da proteina purificada em relagdo a purificagédo realizada
com a resina Ni?*. Pode-se afirmar que por ser um método simples de purificacdo, o
resultado é satisfatério, mas mostrou contaminacdo com outras proteinas. Para tentar
aumentar o grau de pureza realizamos a purificagdo por cromatografia de afinidade
utilizando o sistema de purificagdo AKTA Prime. Para isso, a proteina foi produzida em
maior escala (1L de cultura) e purificada como descrito em Materiais e Métodos. A Figura
26A mostra o perfil cromatografico e a Figura 26B mostra a analise de algumas fracbes
coletadas ap6s eluicdo com gradiente de concentragao de imidazol.

E possivel observar que a purificacdo da proteina realizada com o auxilio do
cromatégrafo foi eficiente, pois houve uma maior recuperagéo da proteina purificada quando
comparada com as purificagdes realizadas na bancada. No entanto, essa purificagdo nao foi
tao efetiva em termos de pureza da proteina uma vez que ha a presenca de bandas
contaminantes nas fracdes eluidas, como mostrado Figura 26B. Outros procedimentos
cromatograficos deverao ser utilizados para aumentar a pureza desta proteina, importante

para futuros ensaios funcionais.
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Figura 25- Purificacao da proteina His::6679 produzida em E. coli. A. Purificacido realizada com
resina Ni**. B. Purificacdo realizada com resina Co®*. MM, Massa Molecular, S, sobrenadante, P,
precipitado, FT1 e FT2, flow through, E1, eluicdo com 100 mM de imidazol, E2, eluicdo com 200 mM
de imidazol, E3, eluicdo com 300 mM de imidazol. SDS-PAGE 12%.

3.2 - Producao e purificacao da proteina recombinante codificada pela ORF NCU03482
fusionada a proteina SUMO

A proteina recombinante codificada pela ORF NCU03482 ja havia sido produzida e
purificada em outro trabalho no laboratério utilizando o vetor de expressdo pET28a.
Entretanto, os resultados nao foram satisfatérios. Na tentativa de melhorar sua purificacao, a
ORF foi subclonada no vetor de expressdao pETSUMO, o qual permite a producao da
proteina recombinante fusionada a proteina SUMO. Proteinas recombinantes fusionadas a
proteina SUMO sao descritas apresentar uma maior solubilidade. Apds producgéao, a proteina
SUMO pode ser clivada pela enzima SUMO protease, resultando na produgédo da proteina
nativa livre de tag.
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A etapa de clonagem da ORF no vetor foi realizada por outra integrante do
nosso grupo de pesquisa. Neste trabalho estdo descritas as etapas de producao e
purificagdo da proteina recombinante SUMO::3482. Para a produgcdo da proteina, o
plasmideo pETSUMO-3482 foi utilizado para transformar a linhagem de E. coli, cepa
Rosetta. Diferentes condi¢cées de inducao foram testadas, utilizando-se 0,1 e 0,4 mM de
IPTG nas temperaturas de 12, 30 e 37°C. Utilizou-se como tampéao de lise o tampao Hepes
50 mM, pH 7,0, NaCl 500 mM, imidazol 150 mM, glicerol 5%. As setas apontam para a
banda correspondente a proteina SUMO::3482 com aproximadamente 65 kDa. As amostras
analisadas estdo apresentadas nas Figuras 27 e 28. Utilizando a condicdo de inducdo de
0,4 mM de IPTG foi possivel visualizar bandas de maior intensidade correspondente a
massa molecular da proteina (Figura 28). Analisando as diferentes temperaturas de inducao
foi possivel observar que as trés temperaturas utilizadas foram adequadas para a producao

da proteina recombinante.

Ap6s estabelecer a melhor condicdo de inducdo da proteina, realizou-se a
purificagdo por cromatografia de afinidade utilizando o sistema de purificacdo AktaPrime. Foi
possivel observar uma boa recuperacdo da proteina em vérias fracbes ao longo do
gradiente de eluicdo, porém a proteina ndao apresentou um alto grau de pureza, como
mostrado na Figura 29A. Algumas das fragbes coletadas (fracdes 5, 7 e 9) foram analisadas
por Western blot com anticorpo anti-His para confirmar a produgdo da proteina
recombinante (Figura 29B). As fracdes contendo uma maior concentracao de proteina foram
reunidas, dialisadas e armazenadas a -80°C.

A SUMO protease também foi produzida e purificada neste trabalho, como mostrado
na Figura 30. E possivel observar que houve uma alta concentracdo da SUMO protease nas
fragdes iniciais do gradiente de concentracdo de imidazol. As fragdes contendo uma maior
concentracao da proteina foram reunidas, dialisadas e armazenadas a -80°C.

Com as proteinas purificadas realizou-se entao a digestdo da proteina SUMO::3482
com a protease SUMO na proporgéao 1:50 de enzima:proteina recombinante. Na Figura 31A
esta apresentado o resultado obtido. Na canaleta 1 é possivel observar a presenca de uma
banda apresentando a mesma massa molecular da proteina apds digestdo com a protease,
na preparagao da proteina recombinante. Esta banda, através de andlise por espectrometria
de massas, revelou ser a proteina RuvBL1-like de N. crassa. Na canaleta 3 a proteina
recombinante ndo fusionada de aproximadamente 50 kDa, pode ser visualizada como
produto da digestéo realizada. E possivel observar que ha ainda alguns contaminantes que
podem provavelmente ser removidos através de uma nova purificagdo. Foi realizada
também uma andlise por Western blot com anticorpo anti-His para observar o resultado
desta reacédo (Figura 31B). Na canaleta 1 é possivel observar a presenca da proteina
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recombinante SUMO::3482 (aproximadamente 65 kDa), na 2 esta presente a SUMO
protease e na 3 ndo ha banda na regidao da proteina recombinante, uma vez que apés a
digestdo a proteina esta isenta de tag e nao foi detectada com o anticorpo utilizado. Esse
resultado mostrou que a clivagem da proteina SUMO, fusionada a proteina recombinante foi
efetivamente realizada pela SUMO protease.

12°C 30°C 37°C
MM NI S P NS P N S P
66
45
31
21

Figura 27- Analise da expressao em E. coli Rosetta da proteina SUMO::3482 induzida em
diferentes temperaturas. A inducao da proteina foi realizada com 0,1 mM de IPTG. As setas indicam
as bandas correspondentes a proteina recombinante (aproximadamente 65 kDa). Eletroforese em gel
SDS-PAGE 10%, corado com Comassie Brilliant Blue R-250. MM, Massa Molecular (kDa), NI,
amostra nao-induzida, S, sobrenadante, P, precipitado.
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Figura 28- Analise da expressao em E. coli Rosetta da proteina SUMO::3482 induzida em
diferentes temperaturas. A indugéo da proteina foi realizada com 0,4 mM de IPTG. As setas indicam
as bandas correspondentes a proteina recombinante (aproximadamente 65 kDa). Eletroforese em gel
SDS-PAGE 10%, corado com Comassie Brilliant Blue R-250. MM, Massa Molecular (kDa), NI,
amostra ndo-induzida, S, sobrenadante, P, precipitado.
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Figura 29 — Purificagao da proteina SUMO::3482 produzida em E. coli. A. Andlise por eletroforese
das fragOes eluidas durante a purificagdo da proteina em coluna His-Trap utilizando um gradiente
linear de 150 mM a 1,5 M de imidazol. B. Ensaio de Western blot revelado com anticorpo anti-His
conjugado a fosfatase alcalina, os nUmeros 5, 7 e 9, representam as fragdes analisadas. SDS-PAGE
12%, MM, Massa Molecular, FT, flow through.
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Figura 30 - Purificacao da SUMO protease produzida em E. coli. Andlise por eletroforese das
fracdes eluidas durante a purificagdo da proteina em coluna His-Trap utilizando um gradiente linear
de 50 mM a 500 mM de imidazol. SDS-PAGE 12%, MM, Massa Molecular, FT, flow through.
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Figura 31 — Digestao da proteina SUMO::3482 com a SUMO protease. A. Analise por eletroforese
da digestao da proteina SUMO::3482 com a SUMO protease purificada. B. Ensaio de Western blot
revelado com anticorpo anti-His conjugado a fosfatase alcalina.1- Proteina SUMO::3482. 2- SUMO
protease. 3- Produto da digestdo. SDS-PAGE 10%, MM, Massa Molecular.

4 - Localizacao celular dos produtos das ORFs NCU03482 e NCU06679. Experimentos
preliminares para a producao das proteinas fusionadas a GFP

A GFP (Green Fluorescent Protein) € uma proteina muito utilizada para a
identificacdo da localizagéo celular de proteinas. Para viabilizar uma futura analise funcional
das proteinas codificadas pela ORF NCU06679 e NCU03482, experimentos foram iniciados
com o objetivo de introduzir em ambas as sequéncias genémicas a sequéncia codificadora
da proteina GFP na regidao C-terminal. Um esquema detalhado da estratégia utilizada neste
trabalho esta descrita na Figura 8 em Materiais e Métodos.

Primeiramente, foi realizada a amplificagdo da sequéncia codificadora da GFP por PCR
utilizando como DNA molde o vetor pZErO-GFP-hph. O fragmento amplificado possui 2.281
pb e estd apresentado na Figura 32A. Este fragmento contém na extremidade 3’ a
sequéncia para o stop codon da GFP, seguida da sequéncia codificadora do gene hph.
Foram realizadas também amplificacoes das regides upstream e downstream a cada ORF a
partir do stop codon, contendo aproximadamente 1 kb cada uma delas (Figuras 32B, 32C e
32D). Com os produtos dessas amplificacoes, foram realizadas as sinteses dos splitmarkers
5 e 3. Para a sintese do splitmarker 5’ foram utilizados o produto da amplificacdo da
sequéncia codificadora de GFP e o produto da amplificagdo da regido upstream ao stop
codon de cada ORF. O fragmento obtido ap6s essa amplificacdo do splitmarker 5 para a
ORF NCU06679 apresentou 3.003 pb e o splitmarker 5’ para a ORF NCUQ03482 apresentou
2915 pb (Figura 32E). Para a sintese do splitmarker 3 foi utilizado o produto da
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amplificacdo downstream ao stop codon e novamente o produto da amplificagdo da
sequéncia codificadora de GFP e hph. O fragmento obtido desta amplificagéo para a ORF

NCU06679 apresentou 2.161 pb e para a ORF NCU03482 apresentou 2.074 pb (Figuras
32E e 32F).

Ap6s a obtencdo dos splimarkers, a linhagem FGSC#9718 (background mus) foi
transformada por eletroporagao. Essa transformacéo foi realizada para que o fungo, através
de eventos de recombinacdao homologa possa incorporar essa regidao em seu genoma. Os
conidios transformados foram inoculados em meio contendo higromicina, que é a marca de
selecao inserida juntamente com a proteina GFP. Os transformantes que cresceram foram
posteriormente transferidos para tubos com meio VM contendo higromicina e, apés o
crescimento, foram inoculados em culturas liquidas. Os micélios foram coletados, o DNA
genbmico extraido e utilizado em ensaios de Southern blot utilizando a sequéncia
nucleotidica da GFP como sonda. Infelizmente, ndo foi possivel observar bandas de
hibridizacdo nos diferentes ensaios realizados em diferentes condi¢des experimentais.
Novos experimentos de amplificacdo dos fragmentos e transformagéo do fungo estdo sendo
realizados.
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Figura 32 - Amplificac6es para a obtencdo dos split markers 5 e 3’ para as proteinas
codificadas pelas ORFs NCU06679 e NCU03482. A- Amplificacdo da sequéncia codificadora da
GFP, fragmento de aproximadamente 2.281 pb. B- Amplificacdo da regido upstream ao stop codon
da ORF NCUO06679, fragmento de 1.151 pb. C- Amplificacdo da regido downstream ao stop codon da
ORF NCU06679, fragmento de 1.074 pb. D- Amplificagéo das regides upstream (1) e downstream (2)
ao stop codon da ORF NCU03482, com tamanhos de 1.063 pb e 987 pb, respectivamente. E-
Amplificacéo dos splitmarkers 5’ e 3’ de cada ORF, (1 e 2) splitmarker 5’ referente a ORF NCU06679,
fragmento de 3.003 pb. (3 e 4) splitmarker 3’ referente a ORF NCU06679, fragmento de 2.161. (5 e 6)
splitmarker 5’ referente a ORF NCU03482, fragmento 2.915 pb. F — Amplificagdo do splitmarker 3’
referente a ORF NCUO03482, fragmento de 2,074 pb. Eletroforese em gel de agarose 1% contendo
brometo de etideo 0,5 ug/mL. O traco representa o fragmento do DNA /adder de 1 kb.
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Este trabalho teve como objetivo principal a caracterizacao funcional de duas
proteinas, identificadas previamente em complexos DNA-proteinas, as quais ainda nao
haviam sido caracterizadas no fungo N. crassa. Resultados anteriormente obtidos
mostraram que ambas as proteinas pertencem a grandes complexos proteicos participantes
de processos de remodelagem de cromatina, portanto, muito provavelmente envolvidas em

regulagcao da expressao génica. As principais conclusdes deste trabalho foram:

e Inicialmente, as linhagens mutantes nas proteinas foram analisadas. A linhagem
mutante na proteina RuvB-l/ike 1 foi disponibilizada pelo FGSC como uma linhagem
heterocaria. Realizou-se entdo a tentativa de obtencdo de uma linhagem homocaria,
entretanto o resultado foi negativo, o que significa que a proteina é essencial em N.
crassa. Trabalhos na literatura também mostraram que a proteina é essencial em S.
cerevisiae, Drosophila melanogaster e C. elegans. Experimentos de caracterizacdo
morfol6gica e bioquimica foram realizados apenas com a linhagem mutante na proteina

homologa a histona acetiltransferase.

e As anadlises morfolégicas realizadas foram: crescimento radial, crescimento linear e
analise das extremidades das hifas. Os resultados mostraram que a proteina histona
acetiltransferase pode estar envolvida no crescimento e desenvolvimento do fungo, uma
vez que a linhagem mutante apresentou diminuicdo nas taxas de crescimento linear e
radial quando comparada com a linhagem selvagem, além de apresentar uma menor
conidiacdo. A analise de acumulo de glicogénio mostrou que a linhagem mutante
apresentou, assim como a linhagem selvagem, uma diminuicdo no acumulo do
carboidrato quando o fungo foi submetido a estresse térmico. Entretanto, foi possivel
observar que a linhagem mutante acumula menos glicogénio na temperatura de
crescimento vegetativo e que a diminuigdo quando submetida ao estresse também é
menos acentuada. As anadlises da expressao dos genes gsn e gpn ao longo do
crescimento mostraram que ambas as linhagens apresentaram um maximo de
expressdo em 24 h de crescimento. Foi possivel observar também que a linhagem
mutante apresentou um leve aumento do nivel de expressao do gene gpn nesse mesmo
tempo de crescimento. Nas duas linhagens a expressédo do gene gpn foi maior do que a
do gene gsn. A expressao desses genes também foi avaliada no ensaio de choque
térmico, mostrando que a expressdao dos genes foi diminuida quando as linhagens
foram expostas ao choque térmico. Os resultados obtidos, neste trabalho, mostraram
que a linhagem mutante nesta proteina apresentou niveis de expressao dos genes gsn

e gpn alterados, indicando que a proteina muito provavelmente esta envolvida na
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regulacado da expressao destes genes, mesmo nao sendo uma proteina que apresenta
dominio de ligagédo a DNA.

e Neste trabalho foram realizadas também a producéao e purificagdo das duas proteinas
estudadas nas formas recombinantes em E. coli A produgcdo dessas proteinas é
importante para futuros ensaios funcionais das mesmas. A proteina histona
acetiltransferase foi produzida e suas condi¢des de purificacdo foram padronizadas. A
proteina RuvB-like 1 foi produzida em fusdo a proteina SUMO. Essa construcao permite
que apds a purificacdo da proteina, ela seja submetida a digestdo com a SUMO
protease, obtendo assim a proteina recombinante em sua forma nativa, nao fusionada.
Novos ensaios de purificacdo serdo realizados para melhorar a pureza de ambas as
proteinas.

e Neste trabalho foram realizados também experimentos iniciais para a inser¢do da
proteina GFP fusionada as proteinas estudadas. Apos insercao de GFP sera possivel
realizar ensaios de localizacao celular destas proteinas. Como estas proteinas foram
identificadas em um extrato celular que mostrou ligacdo a um fragmento de DNA
contendo o elemento STRE, a determinacéo da localizagao celular destas proteinas na
condicdo de estresse térmico poderia fornecer informacdes relacionadas a capacidade
destas proteinas em ligar ao elemento de DNA STRE.

e Andlises bioquimicas adicionais serdo necessarias para atribuir uma funcao

biolégica a estas proteinas na condicao de estresse témico.
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