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Resumo



Neste trabalho foi realizado o isolamento do cDNA e do gene que codifica a proteina
semelhante a Pho85p de Saccharomyces cerevisiae, em Neurospora crassa. Um fragmento
de 1,1 kb correspondendo a sequéncia nucleotidica do gene em N. crassa foi amplificado e
confirmado por sequenciamento, o qual foi utilizado no rastreamento de uma biblioteca de
cDNA de N. crassa, resultando em um plasmideo contendo a ORF que codifica a Ncpho85 e
as sequéncias upstream e downstream a ORF. Este inserto foi sequenciado, a ORF isolada
apresentou 1014 bp, a regido upstream contém 304 bp e a downstream 561 nucleotideos.
Apbs sequenciamento do cDNA, a seqliéncia polipeptidica da proteina foi comparada com
outras proteinas semelhantes a Pho85p de fungos miceliares, leveduriformes além de S.
cerevisiae. Esta ORF isolada foi utilizada no rastreamento de uma biblioteca gendmica de N.
crassa, possibilitando o isolamento de um plasmideo contendo a seqiiéncia gendmica, 0
qual foi submetido a sequenciamento. No inserto foi possivel confirmar a presencga do intron
(de 89 bp) no nucleotideo 69, confirmando os dados existentes no banco de dados de N.
crassa. A expresséo do gene foi analisada ao longo do crescimento do fungo, em diferentes
meios de cultivo, através de experimentos de Northern blot. A presenca de duas bandas de
hibridizacdo, uma de 2,2 kb e uma 2,7 kb foi observada em todos os experimentos
realizados. Um pico de expressédo dos dois transcritos ocorreu no tempo de 12 horas, sendo
mais evidente para o transcrito de menor tamanho, o qual seria o transcrito do cDNA isolado
anteriormente. Resultados preliminares da expresséo da proteina ao longo do crescimento
do fungo foram obtidos por Western blot. Apenas uma banda da proteina foi observada, a
qual apresentou o tamanho aproximado de 40 kDa, préximo ao tamanho da proteina
NcPHO85, deduzida a partir da sequéncia do cDNA. Com a finalidade de avaliar o papel da
proteina codificada pelo gene no metabolismo de glicogénio e em outras fungdes celulares
no fungo N. crassa iniciamos a inativacdo do gene que codifica para a proteina. Esta
inativacdo foi realizada por meio de duas metodologias: a de RIP (Repeat-Induced Point
Mutation), na qual obtivemos um clone que provavelmente produz a proteina truncada; e por
recombinacdo homologa (gene replacement). O clone pho™ foi avaliado quanto ao
crescimento e comparado a linhagem selvagem apresentando uma taxa de crescimento
bastante reduzida. A proteina NcPHOS85 foi expressa em E. coli na forma recombinante,
purificada e utilizada na producdo de anticorpos em coelhos para serem utilizados nos

experimentos de analise da expressao génica por Western blot e para estudos futuros.

Palavras-chaves: Neurospora crassa, proteina quinase dependente de ciclina, metabolismo

de glicogénio.



Abstract



In this study we performed the isolation of the cDNA and the gene that codes for the
Pho85p-like protein from Saccharomyces cerevisiae in Neurospora crassa. A fragment of 1.1
kb corresponding to the nucleotide sequence of the gene from N. crassa was amplified by
PCR and confirmed by DNA sequencing. This fragment was used to screen a N. crassa
cDNA library resulting in a plasmid containing the ORF plus and the upstream and
downstream regions. The insert from the plasmid was sequenced and the ORF showed to
have 1014 bp, whereas the upstream and downstream regions had 304 bp and 561 bp,
respectively. After sequencing the cDNA, the polypeptide sequence was compared to the
same protein from mycelial fungi and yeasts. The isolated ORF was used to screen a N.
crassa genomic library leading to the isolation of a plasmid containing the genomic
sequence. After DNA sequencing the insert showed the presence of an intron (89 bp)
starting at nucleotide 69. This result was in agreement with the information from the N.
crassa database. Gene expression analysis during the vegetative growth in different media
was performed by Northern blot. Two hybridization bands were observed in the experiments,
one of 2.2 kb and another one of 2.7 kb. The maximum expression of both transcripts
happened at 12 h of growth, this was more pronounced for the smaller transcript, which
probably is the transcript of the isolated cDNA. Preliminary results of protein expression
during vegetative growth were obtained by Western blot analysis. Only one band with
approximately 40 kDa was observed, the expected size for the NcPHO85 protein sequence
deduced from the cDNA sequence. In order to evaluate the role of this protein in glycogen
metabolism and in other cellular functions in N. crassa we started the gene inactivation. The
inactivation was performed by two methodologies: 1) RIP (Repeat Induced Point Mutation),
which led to a clone producing a truncated protein, and 2) gene replacement. Cells of the
pho™ strain were tested for their growth capacity compared to the wild type strain, and the
mutant strain had a reduced growth rate. The NcPHO85 recombinant protein was expressed
in E. coli, purified and used to raise antibodies in rabbits that were used in the gene

expression analysis by Western blot and may be used for further studies.

Keywords: Neurospora crassa, cyclin-dependent protein kinase, glycogen metabolism.
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Representagdo da construgdo do vetor com o gene. A regido upstream do gene de
interesse foi amplificada utilizando os oligonucleotideos P-1 e P-2, e a regido downstream
com os oligonucleotideos P-3 e P-4. O tamanho dos produtos é de 950 bp e 1050 bp,
respectivamente. O gene hph foi amplificado a partir do vetor pCSN44 utilizando os
oligonucleotideos P-5 e P-6 e possui tamanho de aproximadamente 2,8 kb. Estes trés
fragmentos foram utilizados na PCR de fusdo com os oligonucleotideos P-1 e P-4. (B)
Representacdo da integracdo homdloga do produto de PCR apoés transformacao do
fungo, processo que ocorre por um duplo crossing over (NINOMIYA et al. 2004).
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Figura 10 - Sequéncia nucleotidica completa do fragmento de DNA isolado apds
excisdo plasmidial pAD5-Ncpho85. A sequéncia mostra a ORF que codifica a proteina
semelhante a Pho85p de S. cerevisiae em N. crassa, a seqiéncia de aminoacidos
deduzida a partir da seqiiéncia nucleotidica e as sequéncias das regibes upstream e
downstream a ORF. O provavel sitio de poliadenilacdo estd mostrado em negrito, os sitios
de restricdo EcoRI e Xhol utilizados na construgdo da biblioteca estdo mostrados e os
codons de iniciacao (ATG) e término (TAG) estdo mostrados em negrito.

Figura 11 - Alinhamento de sequéncias de proteinas semelhantes a Pho85p de S.
cerevisiae de diferentes organismos. O alinhamento foi realizado com o programa
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amino&cidos idénticos estdo em negro e as trocas conservativas estdo representadas em
cinza. As sequéncias de aminoacidos correspondentes aos dominios rico em glicina (*),
PSTAIRE (**) e T-loop (***) est&o indicados.

Figura 12 - Eletroforese dos plasmideos isolados da biblioteca gendtmica
ABARGEM7-2. A digestao foi realizada com as enzimas BamHI e Xhol. Linha 1: marcador
de peso molecular de DNA, 1kb /adder. Linhas 2 a 6: amostras dos diferentes DNAs
plasmidiais. Eletroforese em gel de agarose 0,8% contendo brometo de etidio 0,5% em
tampéo TAE 1x.

Figura 13 - Sequéncia nucleotidica completa do fragmento de DNA isolado apoés
excisdo plasmidial pPBARGEM-Ncpho85. A seqiiéncia mostra a ORF que codifica a
proteina semelhante a Pho85p de S. cerevisiae em N. crassa, o intron e as sequéncias
das regides upstream e downstream. A regido 5-UTR contida na sequéncia do cDNA
inicia-se no C. Em destaque observamos os provaveis: TATA box (lilas), sitios CAP (azul),
sequéncia Kozak (verde), sitio de poliadenilacdo (grifado em amarelo), gene xnc086_110
(vermelho). O nucleotideo A do cddon de iniciagdo ATG foi considerado como o
nucleotideo +1.

Figura 14 — Analise da expressao do gene Ncpho85 durante o crescimento em meio
VM através de Northern blot. Os niameros indicam os tempos de crescimento de: 0, 6,
12, 24, 36, 48, 60, 72 h. (A) Preparacdes de RNA 18S (painel inferior) e autoradiografia
do gel (painel superior) utilizando como sonda o fragmento de 1,0 kb do cDNA; (B)
Preparagbes de RNA 18S (painel inferior) e autoradiografia do gel (painel superior)
utilizando como sonda o fragmento de 350 bp correspondente a extremidade 3" da ORF.
As amostras de RNA foram fracionadas em gel de agarose 1,5% contendo formaldeido
2%, transferidas para membrana de nylon neutra e hibridizadas nas condi¢cdes descritas
em Materiais e Métodos.

Figura 15 — Analise da expressao do gene Ncpho85 durante o crescimento em meio
Fries através de Northern blot. Os nimeros indicam os tempos de crescimento de: 0, 6,
12, 24, 36, 48, 60, 72 h. (A) Preparagdes de RNA 18S (painel inferior) e autoradiografia
do gel (painel superior) utilizando como sonda o fragmento de 1,0 kb do cDNA; (B)
Preparacfes de RNA 18S (painel inferior) e autoradiografia do gel (painel superior)
utilizando como sonda o fragmento de 350 bp correspondente a extremidade 3" da ORF.
As amostras de RNA foram fracionadas em gel de agarose 1,5% contendo formaldeido
2%, transferidas para membrana de nylon neutra e hibridizadas nas condi¢cbes descritas
em Materiais e Métodos.

Figura 16 - Andlise da expressédo da proteina NcPHO85 durante o crescimento em
meio VM por Western blot. Quantidades de 40 pg dos extratos protéicos
correspondentes aos tempos de 0, 6, 12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas, foram aplicadas no
gel SDS-PAGE 12%. ApOs eletroforese, as proteinas foram transferidas para membrana
de nitrocelulose e hibridizada com anticorpo anti-NcPHO85 (1:1000) e anticorpo
secundario conjugado com peroxidase. Os valores de peso molecular (PM) estdo
indicados em kDa. As condi¢Bes de hibridizacdo e revelagdo da proteina estdo descritas
em Materiais e Métodos.

Figura 17 - Southern blot dos clones apds transformacdo. DNA gendmico de 13
clones foram digeridos e analisados para a apresenca de duplas copias do gene
Ncpho85. Linha 1: pMSN1-Ncpho85, linha 2: linhagem selvagem, linhas 3 a 15: DNA dos
clones transformantes. O DNA foi digerido com a enzima EcoRlI, fracionado em gel de
agarose 1% e transferido para membrana de nylon Hybond-N* e hibridizado nas
condicbes descritas em Materiais e Métodos.

72

74

76

77

79

81



Figura 18 - Sequiéncia nucleotidica e polipeptidica do gene Ncpho85 do clone pho™.
Os nucleotideos trocados (posicdes 12, 465, 497, 538) estdo em negrito e sublinhados e
o0 stop codon introduzido pela mutagéo esta sublinhado e representado por asterisco.

Figura 19 - Eletroforese dos fragmentos de DNA utilizados para a recombinacao
homologa. (A) Fragmentos amplificados das regides 5’- (950 bp) e 3'-UTR (1050 bp) do
gene Ncpho85 linhas 1 e 2, respectivamente. (B) Fragmento amplificado do gene hph de
2,8 kb. (C) Produto da PCR de fusdo, contendo o fragmento de aproximadamente 5 kb.
Eletroforese em gel de agarose 0,8% contendo brometo de etidio 0,5% em tampédo TAE
1x.

Figura 20 - Avaliagdo do crescimento das linhagens mutante e selvagem em race
tubes. Os dois tubos superiores mostram o crescimento da linhagem mutante pho™ e os
dois tubos inferiores mostram o crescimento da linhagem selvagem, ambos em meio VM
a 25°C.

Figura 21 - Crescimento das linhagens selvagem e mutante. (A) Crescimento
dalinhagem selvagem e da mutante em meio VM contendo sacarose 2% na temperatura
de 25°C, (B) Crescimento em meio VM contendo sacarose 2% na temperatura de 37°C,
(C) Crescimento em meio VM contendo sacarose 2% com adicdo de extrato de levedo 2%
na temperatura de 25°C. O crescimento foi avaliado pela extensdo das hifas aéreas em
race tubes.

Figura 22 - Andlise da solubilidade da proteina His6-NcPHO85 recombinante
produzida em E. coli. Eletroforese SDS-PAGE das fra¢des coletadas dos sobrenadantes
(S) e dos precipitados (P) nas quatro condicdes: 1- (0,1 mM de IPTG, 30°C); 2- (0,4 mM
de IPTG, 30°C); 3- (0,1 mM de IPTG, 37°C) e 4- (0,4 mM de IPTG, 37°C). PM, peso
molecular em kDa (Invitrogen). As condi¢des de producdo da proteina estdo descritas em
Materiais e Métodos.

Figura 23 - Perfil cromatografico da purificacdo da proteina recombinante NcPHO85
produzida em E. coli. A proteina foi purificada por cromatografia de afinidade em uma
coluna cromatogréafica de Ni** HiTrap Chelating (Amersham). A eluigdo foi realizada em
gradiente de imidazol (0 a 500 mM). Fracfes de 4 mL foram coletadas durante a eluicéo.

Figura 24 - Analise das fracGes obtidas durante a purificacdo da proteina His6-
NcPHOB85 recombinante. Eletroforese SDS-PAGE 12% das fracGes EB (extrato bruto), S
(sobrenadante), P (precipitado), e FT (flow-throught), e das fracdes 1 a 10, ap6s eluicéo.
(A) Gel contendo EB, S, P, FT, e fracdes 1 a 5. (B) Gel com as fracdes 6 a 10. A seta
indica a proteina recombinante com aproximadamente 38 kDa. PM, peso molecular em
kDa (Invitrogen).

Figura 25 — Titulagc&do do anticorpo anti-NcPHO85 produzido em coelho. Quantidades
de 20 ug, por canaleta, da proteina recombinante foram fracionadas em gel SDS-PAGE
12%. ApOGs eletroforese, as proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose
e hibridizada com o anticorpo anti-NcPHO85, sendo que, as canelatas de 1 a 5 foram
aplicadas amostras do soro pré-imune nas diluicdes 1:100, 1:500, 1:1000, 1:2000 e
1:5000, respectivamente, e nas canaletas de 6 a 10 foi utilizado o soro apds imunizacao,
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aproximadamente 38 kDa. As condi¢des de hibridizacdo e revelacdo da proteina estédo
descritas em Materiais e Métodos.
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I - O fungo Neurospora crassa como modelo de estudo

Os seres procariotos, como as bactérias Escherichia coli e Salmonella, e os
eucariotos inferiores, como a levedura Saccharomyces cerevisiae e 0s fungos
filamentosos Neurospora crassa e Aspergillus nidulans surgiram como importantes
modelos utilizados nos estudos em bioquimica e genética molecular (PERKINS;
DAVIS, 2000). Dentre estes organismos o0s fungos permitem muitos estudos
biotecnoldgicos, sdo utilizados na sintese de muitos compostos economicamente
importantes como enzimas, metabdlitos secundarios, antibidticos e produtos
farmacéuticos; também sdo muito utilizados como sistemas modelo em genética,
visando uma melhor compreenséao das fun¢des dos genes humanos. Por se tratarem
de seres eucariotos simples sao facilmente cultivados e reproduzem-se rapidamente
permitindo uma facil manipulacdo destes organismos. Entre os fungos destaca-se
Neurospora crassa, inicialmente estudado por ser um contaminante em padarias no
século XIX quando era conhecido como o bolor rosa (ou alaranjado) do pao,
pigmento este induzido por luz (PAYEN, 1843).

Em 1941 Beadle e Tatum utilizando N. crassa criaram mutantes com
necessidades nutricionais especificas apos irradiacdo com raios-x, este fungo
inicialmente poderia ser cultivado em meios de cultura simples, porém os mutantes
necessitavam suplementacdo vitaminica para crescerem. Estes pesquisadores
determinaram a funcdo dos genes nas reacfes do metabolismo e confirmaram a
genética Mendeliana deste organismo. Estes estudos foram pioneiros e
revolucionarios nas analises genéticas a partir da metade do século XX, e as
pesquisas com Neurospora continuaram a contribuir nas areas de recombinacao
meidtica, organizacdo metabdlica, biogénese, funcdo mitocondrial, biologia celular,
heterocariose, desenvolvimento sexual flingico e mecanismos cromossémicos
(PERKINS; DAVIS, 2000).

O fungo Neurospora pertence a classe dos Eumicetos, sub-classe
Ascomicetos sendo um Euascomiceto, a familia Sordariacea e sub-familia
Sphaeriales (ESSER; KUENEN, 1967). E um fungo saprofitico e aerébio estrito
amplamente distribuido pela natureza sendo ndo patogénico aos seres humanos,
animais e plantas. E facilmente cultivado e manipulado, capaz de crescer em meio
de cultura contendo apenas uma fonte de carbono, sais minerais e uma vitamina

essencial, a biotina. As fontes de carbono mais disponiveis para uso sdo 0s
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monossacarideos como glicose, manose, frutose, xilose, acetato, glicerol e
succinato; ja os dissacarideos utilizados sdo sacarose, maltose, celobiose e trealose.
Os sulfatos inorganicos sao boas fontes de enxofre, entretanto outros compostos
como tiosulfato, metionina, taurina, acido cistéico podem ser utilizados. Para a
obtencdo de fosforo deve-se utilizar sais fosfatados. Como fonte de nitrogénio
utilizam-se ions nitrato, nitrito, uréia, amida, bases purinas e aminoacidos que
disponibilizam a amdnia. Os ions inorganicos como potassio e magnésio devem ser
adicionados, bem como os elementos tragos e ferro. O fungo possui crescimento
vegetativo 6timo na faixa de pH de 4,0 a 7,5, sendo ideal em 5,4 e em diversas
temperaturas, sendo ideal entre 30 e 35 C (DAVIS; DE SERRES, 1970).

E um fungo filamentoso multicelular cujo crescimento vegetativo ocorre na
forma de uma rede de hifas aéreas septadas que geram um micélio complexo. Estas
hifas multinucleadas possuem septos com poros de 0,5 um de diametro, os quais
permitem a passagem de citoplasma e organelas citoplasmaticas, como mitocondria,
nacleo e outros corpos de inclusdo, sempre em direcao ao crescimento (DAVIS; DE
SERRES, 1970). O crescimento das hifas ocorre pela extensao e ramificagdo da
extremidade onde ha uma maior divisdo nuclear (DAVIS; DE SERRES, 1970), sendo
um desenvolvimento polarizado. Quando ocorre a fusdo de filamentos de hifas,
chamada de anastomose, é originado o heterocario, onde diversos nucleos
contribuem para o metabolismo de um Unico micélio. Portanto, o crescimento do
fungo filamentoso consiste basicamente de trés processos balanceados: extenséo
da extremidade da hifa, ramificacéo e fusdo (GLASS; JACOBSON; SHIU, 2000).

N. crassa é heterotélico e apresenta dois diferentes mating types A e a. E um
fungo haploide durante seu crescimento, exceto quando ocorre o encontro dos dois
mating types, havendo assim o cruzamento e o desenvolvimento do ciclo sexual
(METZENBERG, 1979; RAJU, 1992; DAVIS; PERKINS, 2002). Em N. crassa a
esporulacdo pode ocorrer por trés vias diferentes levando a producdo de trés tipos
dos esporos, dois assexuais (microconidio e macroconidio) e um sexual
(ascosporos) (Figura 1). A producdo dos esporos assexuais € realizada nas
extremidades das hifas aéreas. Nestas ha uma diferenciagéo celular que resulta em
macroconidiéforos, nestes ha a unido da parede celular gerando os artroconidios
que posteriormente sdo liberados como macroconidios alaranjados em grande
quantidade. A macroconidiacdo € controlada pelo ciclo circadiano, o qual é regulado

pela exposicdo a luz. Os microconidios diferenciam-se a partir dos microconidioforos
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Figura 1 - Ciclo de vida de Neurospora crassa. Dependendo das condi¢cdes ambientais o
micélio vegetativo pode entrar em processo de esporulacdo assexual de macroconidiacao e
microconidiacdo. Ou este micélio pode entrar no ciclo sexual pela formacdo do
protoperitécio, o qual quando fertilizado pode iniciar o desenvolvimento culminando na

producédo de ascosporos derivados de meiose (SPRINGER, 1993).
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ou diretamente a partir da hifa vegetativa, estes esporos sao uninucleados, menores
e leves (SPRINGER, 1993; BISTIS; PERKINS; READ, 2003).

A outra via de producédo de esporos pelo N. crassa é sexual, a qual resulta na
formacao dos ascosporos pretos visiveis (DAVIS; DE SERRES, 1970, SPRINGER,
1993). Todas as linhagens podem atuar como fémea ou como o parental fertilizador
macho (PERKINS; DAVIS, 2000). Caso Neurospora seja inoculada em um meio
sélido deficiente em certos componentes ou que contenha nitrato como Unica fonte
de nitrogénio, uma hifa ir& enrolar-se em uma forma especializada, o ascogbnio, o
qual é envolto em tecido de hifas estéreis. Esta estrutura feminina visivel € o
protoperitécio, que por acdo de feromonios expde um tipo de hifa especializada, o
tricégino. Quando um conidio, microconidio ou pedaco de hifa de mating type oposto
encontra o tricogino, o doador de ndcleo (macho) é conduzido para dentro do
ascogonio, onde encontra o nucleo residente (fémea), estas células unem-se
gerando o asco (METZENBERG, 1979). A estrutura feminina se desenvolve gerando
o0 peritécio, o qual € um corpo de frutificacdo, que pode conter até 200 ascos e cada
asco contém os quatro produtos de uma meiose. Em seguida ocorre uma mitose
resultando em quatro pares de ascésporos hapléides e homocariéticos, sendo 2
pares de cada mating type (Figura 1).

O genoma do N. crassa foi recentemente sequenciado, 0 que vem
contribuindo para as pesquisas na area de genética molecular deste fungo modelo.
Seu genoma € de aproximadamente 40 Mb, sendo muito maior que os de S.
cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe (GALAGAN et al., 2003), e esta dividido
em 7 cromossomos com tamanhos de 4 a 10,3 Mb (SCHULTE et al., 2002). Foram
anotados 10.082 genes que codificam proteinas, quase duas vezes mais que 0S
fungos citados anteriormente. Cerca de 41% das proteinas de N. crassa nao
possuem semelhanca com proteinas conhecidas de bancos de dados, sendo que
57% das proteinas de N. crassa ndo sao semelhantes as proteinas das leveduras
sequenciadas (GALAGAN et al., 2003). Em N. crassa ha uma maior proporcao de
genes "orfaos" do que em S. cerevisiae, pois sua complexidade morfologica € um
reflexo da aquisicdo ou manutencdo de novos genes, resultando em um genoma
maior que o da levedura (BRAUN et al., 2000).

No genoma de N. crassa h& poucos genes paralogos, poucos elementos

repetitivos, e uma pequena quantidade de segmentos duplicados (MANNHAUPT et
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al., 2003). Portanto h4 praticamente apenas uma coépia para a grande maioria dos
genes (GALAGAN et al.,, 2003). Para manter a integridade e organizacdo deste
genoma existem mecanismos de silenciamento génico que atuam nas fases sexual e
vegetativa do ciclo de vida (SELKER, 1990). Um destes sistemas de defesa € um
processo chamado de RIP (Repeat Induced Point Mutation) onde sequéncias
homologas, ou duplicadas, de DNA sdo detectadas e inativadas na fase preé-
meiotica. O processo de RIP acontece quando os nucleos haploides de mating type
opostos dividem o mesmo citoplasma, antes da formacdo do zigoto dipléide
(WATTERS et al, 1999). Nesta fase pré-meidtica sdo introduzidas severas
mutacdes, por trocas G-C para A-T podendo haver metilacdo dos residuos de
citosina restantes, em ambas cépias da sequéncia duplicada; portanto ha mutagéo e
silenciamento epigenético de DNA repetitivo. As sequéncias homologas inativadas
no RIP devem possuir identidade maior que 80% (CAMBARERI; SINGER; SELKER,
1991) e no minimo 400 bp, o mesmo tamanho necessario para gque ocorra a
recombinacdo homodloga em mamiferos e leveduras, evidéncia que sugere que o
pareamento de DNA seja substrato neste processo de RIP (SELKER, 1990;
WATTERS et al., 1999). Este importante processo de defesa gendmica suprime a
criacdo de novos genes ou partes de genes por duplicacdo, exercendo grande

impacto na evolugédo de novas fungdes génicas (GALAGAN et al., 2003).

Il - Glicogénio. Enzimas envolvidas na sintese do carboidrato

O glicogénio € um homopolissacarideo constituido de apenas um tipo de
unidade monomérica, a glicose, arranjado em cadeias altamente ramificadas,
gerando uma molécula compacta. E acumulado nas células quando ha nutrientes
suficientes, sendo utilizado depois durante a caréncia nutricional, portanto sua
funcdo é de reserva energética para as células. E um carboidrato amplamente
distribuido entre os organismos, desde bactérias até os seres humanos, e é
armazenado na forma de granulos de glicogénio. Este polimero € formado por
unidades de glicose que s&o unidas por ligacdes glicosidicas do tipo (al — 4) e com
ligagbes (al — 6) nas ramificacbes (LEHNINGER, 2000). O metabolismo de
glicogénio foi extensivamente estudado na levedura S. cerevisiae, e neste

organismo o glicogénio é acumulado durante a fase de diauxia do crescimento ou
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em resposta a limitagdo de carbono, nitrogénio, enxofre ou fésforo, sendo este
carboidrato de reserva hidrolisado na falta nutricional de carbono (JOHNSTON;
CARLSON, 1992).

A biossintese de glicogénio envolve as etapas de iniciagdo, elongamento e
ramificacdo, e & dependente de trés enzimas: a glicogénio sintase (EC 2.4.1.11), a
enzima ramificadora (EC 2.4.1.18) e a glicogenina (EC 2.4.1.186). O inicio da
sintese ocorre pela acdo da enzima glicogenina que € capaz de se auto-glicosilar,
via ligacdes 1-O-tirosil, inserindo uma molécula de glicose a partir do doador UDP-
glicose (SMYTHE et al., 1988), uma reacdo aumentada na presenca de ions Mn?*
(WHELAN, 1986; LOMAKO; LOMAKO; WHELAN, 1988). Portanto, a producdo de
glicogenina na célula tem o potencial de ser o fator limitante na formacdo de
glicogénio. Uma vez auto-glicosilada, com a glicogenina carregando uma cadeia o-
1,4-glicosil de até 10 residuos de glicose ligados covalentemente, tem inicio a acédo
da enzima glicogénio sintase responsavel pela elongacdo da cadeia. A glicogénio
sintase catalisa a transferéncia de unidades de glicose a partir do doador UDP-
glicose nos eucariotos e ADP-glicose em bactérias para a extremidade nao redutora
do polimero em crescimento, elongando a cadeia polissacaridica (LEHNINGER,
2000). Ambas enzimas, a glicogenina e a glicogénio sintase requerem UDP-glicose
como nucleotideo doador de glicose (LOMAKO; LOMAKO; WHELAN, 1988). Para
completar a sintese é necessaria a enzima ramificadora que produz ligagdes do tipo
a-1,6-glicosidicas gerando pontos de ramificacdo a cada quatro residuos de glicose
em média. A partir da extremidade da cadeia linear ligada por ligacbes o-1,4-
glicosidicas, a enzima ramificadora remove segmentos oligossacaridicos de seis a
sete residuos de glicose, transferindo para uma glicose interna por uma ligacédo do
tipo a-1,6-glicosidica. As moléculas de glicogénio maduras sdo extensivamente
ramificadas e, portanto, podem ser armazenadas de forma compacta, em grande
quantidade, sem ocorrer aumento na osmolaridade celular.

A enzima glicogenina foi inicialmente identificada em musculo de coelho, um
estudo que envolveu a clonagem do cDNA, deducgéo da sequéncia de aminoacidos
da proteina e expressao desta em E. coli. Esta enzima mostrou ser capaz de se
auto-glicosilar em um residuo especifico de tirosina (Tyrl194) (CAO et al., 1993), e

recentemente esta preparacdo da enzima teve sua estrutura cristalografica tri-



24

dimensional resolvida, confirmando a forma de dimero em solucdo (GIBBONS;
ROACH; HURLEY, 2002).

Mais tarde, a mesma enzima foi identificada em S. cerevisiae, onde dois
genes (GLG1 e GLG2) foram descritos codificar duas proteinas (Glglp e Glg2p), as
quais estdo associadas com o inicio da sintese de glicogénio (CHENG et al., 1995).
Delecbes nestes genes, separadamente, aparentemente ndo interferem na
capacidade celular de acumular glicogénio, porém uma delec&o dupla torna a célula
incapaz de sintetizar glicogénio apesar de niveis normais de glicogénio sintase
(CHENG et al., 1995). As proteinas Glglp e Glg2p possuem 258 residuos na regiao
N-terminal conservados entre as espécies, 0S quais apresentam o dominio de
transferéncia de glicose, além de uma regido na extremidade C-terminal conservada
entre elas (CHENG et al., 1995). Estas possuem mais de um residuo de tirosina os
quais sdo sitios de glicosilacdo essenciais, na Glg2p sdo os residuos Tyr230 e
Tyr232, e na Glglp os sitios de glicosilacdo sdo Tyr232 e Tyr600. A Glg2p
glicosilada requer o residuo Tyr367 para elongar a cadeia através da glicogénio
sintase (MU; CHENG; ROACH, 1996).

O cDNA que codifica a enzima glicogenina de N. crassa foi isolado (gnn),
caracterizado, e a proteina recombinante (GNN) foi expressa em E. coli. Esta
proteina mostrou possuir atividade de auto e trans-glicosilacdo além da capacidade
de ser substrato para a enzima glicogénio sintase (DE PAULA et al., 2005a). A
glicogenina recombinante mostrou ser sensivel a protedlise na extremidade C-
terminal, e uma isoforma estavel de aproximadamente 300 aminoacidos foi
responsavel pela manutencéo das atividades cataliticas da enzima. A proteina GNN
foi capaz de recuperar o fenétipo de acumulo de glicogénio em uma linhagem
mutante de S. cerevisiae contendo os genes GLG7 e GLG2 deletados (DE PAULA et
al., 2005a). Em outro trabalho, de Paula et al. (2005b) identificaram, por
espectroscopia de massa, a presenca de cadeias oligossacaridicas ligadas aos
residuos Tyrl96 e Tyrl98 da glicogenina recombinante, confirmando a participacéo
destes residuos de aminoacidos na auto-glicosilacdo (DE PAULA et al., 2005b).

Um estudo recente (TORIJA et al., 2005) mudou o conceito sobre o inicio da
sintese de glicogénio, pois foram obtidas células mutantes glg7glg2 da levedura S.
cerevisiae, as quais foram capazes de produzir glicogénio apesar de néo produzirem

glicogenina. Este fendtipo foi aumentado na presenca da glicogénio sintase
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hiperativa ou apds a delecdo do gene TPS1T (trealose-6-fosfato sintase), porém em
ambos os casos o fenaétipo foi reversivel.

A enzima glicogénio sintase é regulada através de alosterismo pelo ativador
ou modulador alostérico glicose-6-fosfato, e por modificagdo covalente através de
reacoes de fosforilagcdo reversiveis (FRIEDMAN; LARNER, 1963). Esta enzima
existe sob duas formas: a desfosforilada e ativa (forma a) e a fosforilada e pouco
ativa (forma b). A forma pouca ativa € dependente de glicose-6-fosfato, o ativador
alostérico desta enzima, sendo que esta forma fosforilada somente possui atividade
completa na presenca deste modulador. A forma desfosforilada apresenta-se
completamente ativa e pouco dependente de glicose-6-fosfato, podendo ser
estimulada pela presenca de Mg®* (ROSELL-PEREZ; VILLAR-PALASI; LARNER,
1962). A razdo entre a atividade da enzima na auséncia de glicose-6-fosfato e
aguela na presenca do modulador (-/+ glicose-6-fosfato) sao utilizadas como indice
cinético do grau de fosforilacdo da enzima (FRANCOIS; HERS, 1988). Portanto, os
eventos de fosforilagdo exercem grande impacto nas propriedades cinéticas da
glicogénio sintase. Ao analisar as enzimas glicogénio sintase de diversos
organismos concluiu-se que estas possuem uma alta similaridade nas suas
sequéncias polipeptidicas, além da presenca dos multiplos sitios de fosforilacdo, os
quais sao substratos para diversas proteinas quinases (ROACH, 1991).

Do ponto de vista regulatério, as enzimas glicogénio sintase melhor
estudadas sao as de mamiferos e uma das isoformas da levedura S. cerevisiae. Em
mamiferos véarios cDNAs foram isolados incluindo de musculo e figado humanos,
musculos de coelho e rato, etc., € em microrganismos, os cDNAs de Dictiostelium
discoideum (WILLIAMSON et al., 1996), de Neurospora crassa (DE PAULA et al.,
2002) assim como os genes GSY7 e GSY2 de S. cerevisiae (FARKAS et al., 1990,
1991) foram isolados nas ultimas décadas. Com o advento da era gendmica, varios
genes que codificam a enzima em bactérias e eucariotos inferiores estéo disponiveis
nos bancos de dados. O alinhamento dessas proteinas demonstrou que, de um
modo geral, existe uma regido central conservada. As regides amino- e carboxi-
terminais sdo as regides mais variaveis e as que estao envolvidas no controle por
fosforilacdo (PEDERSON et al., 2000).

Em N. crassa existe apenas um gene (gsn) codificando a enzima glicogénio

sintase (GSN), o qual possui 66% e 67% de identidade com as proteinas Gsylp e
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Gsy2p de S. cerevisiae, respectivamente, e 56% e 58% de identidade com a
sintases de musculo de coelho e de musculo humano, respectivamente.

A enzima glicogénio sintase, de uma maneira geral, possui multiplos sitios de
fosforilacdo, os quais sdo substratos para diversas proteinas quinases. A Figura 2
mostra um esquema dos sitios de fosforilacdo das enzimas de musculo, figado e da
isoforma Gsy2p de S. cerevisiae, assim como as proteinas quinases envolvidas no
controle por fosforilagdo da enzima de musculo. A glicogénio sintase de musculo de
coelho foi muito bem caracterizada e mostrou possuir pelo menos nove residuos de
serina que sao sitios de fosforilagdo, localizados nas regibes N- e C-terminais da
cadeia polipeptidica (ROACH, 1990). Atravées de mutagénese sitio dirigida,
substituindo Ser—Ala, foi identificado que os sitios 2 (Ser7), 2a (Serl0), 3a (Ser640)
e 3b (Ser644) sdo os mais importantes na regulacdo da atividade da enzima neste
tecido (SKURAT; WANG; ROACH, 1994). Existe um mecanismo regulatério
interessante nesta enzima, conhecido como fosforilagdo hierarquica, na qual a
fosforilacdo de um determinado sitio depende da fosforilagdo de um sitio anterior
(ROACH, 1991), portanto a fosforilagdo de um residuo de aminoéacido € importante
para o reconhecimento por outra proteina quinase (ROACH, 1990). Por exemplo, na
regido N-terminal o sitio 2 pode ser fosforilado in vitro pelas proteinas quinases:
dependente de AMP-ciclico, fosforilase quinase e ativada por AMP; ja o sitio 2a é
fosforilado pela caseina quinase | apos fosforilacdo do sitio 2 conforme mecanismo
de fosforilacdo hierarquica (FLOTOW; ROACH, 1989). Os outros dois sitios de maior
importancia, os sitios 3a e 3b, também podem ser fosforilados por mecanismo de
hierarquia envolvendo caseina quinase Il e GSK-3, pois a GSK-3 sé consegue
modificar o sitio 3b apds a caseina quinase Il modificar o sitio 5 (ROACH; DEPAOLI-
ROACH; LARNER, 1978; PICTON et al., 1982; FIOL et al., 1987).

As duas isoformas Gsylp e Gsy2p de S. cerevisiae possuem trés sitios de
fosforilacdo na regido C-terminal (FARKAS et al.,, 1990; FARKAS et al., 1991). A
fosforilacdo in vivo destes sitios foi confirmada para a proteina Gsy2p, a isoforma
predominante na levedura, sendo estes sitios o0s residuos Ser650, Ser654 e Thr667
(HARDY; ROACH, 1993). Dois destes residuos Ser654 e Thr667 sdo fosforilados
pelo complexo quinase PCL10-PHOS85 que fosforila e, portanto inativa, a enzima
Gsy2p (HUANG et al., 1998). Este complexo € formado pela proteina quinase
dependente de ciclina Pho85p associada a ciclina Pcl10p. Na enzima de N. crassa
os residuos de aminoacidos correspondentes aos sitios 3a, 3b, 4 e 5 da
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Figura 2 - Fosforilagdo da glicogénio sintase de diferentes organismos. Nove sitios de
fosforilagdo (P) sdo mostrados na enzima de musculo de coelho e as diferentes proteinas
qguinases que fosforilam estes sitios in vitro. CaM-PK, proteina quinase |l dependente de
calmodulina; cGMP-PK, proteina quinase dependente de GMP; CK-I, caseina quinase 1;
CK-ll, caseina quinase IlI; GSK-3, glicogénio sintase quinase 3; MAPKAP quinase 2, proteina
quinase 2 ativada por mitdgeno (ROACH, 1990).
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enzima de musculo de coelho sdo conservados, embora os residuos nas posicoes 4
e 5 da proteina do fungo correspondam a residuos de treonina, ao invés de serina.
Assim como a enzima de S. cerevisiae, 0s residuos correspondentes aos sitios 1,
la, 2, 2a e 3c, estdo ausentes na enzima de N. crassa (DE PAULA et al., 2002). Os
sitios de fosforilacdo na enzima de N. crassa ainda nao foram identificados e séo,
atualmente, objeto de investigacdo. Resultados preliminares indicaram que o
mecanismo de fosforilacdo envolve a acgéo, direta ou indireta, da proteina quinase
dependente de AMPc (PKA) (DE PAULA, 2004).

Il - O sistema PHO e a proteina quinase dependente de ciclina Pho85p

Em S. cerevisiae a expressao de genes PHO por fosfato inorganico (Pi) é
regulada por proteinas atuando em um mecanismo regulatério global, em cascata,
constituido por eventos positivos e negativos. O sistema PHO é utilizado como
modelo da regulacdo da expressao génica (OSHIMA, 1982). Neste sistema de
regulacdo atuam as proteinas quinases dependentes de ciclinas (Cdks), as quais
sdo enzimas hetero-diméricas que contém uma subunidade catalitica com
propriedade quinase associada a uma ciclina parceira regulatéria (MORGAN, 1997).

Uma Cdk importante é a Pho85p uma proteina versatil que possui multiplas
funcdes conforme sua interacdo com as diversas ciclinas parceiras, chamadas de
Pho85 cyclins (Pcls). As ciclinas parceiras foram inicialmente identificadas por
homologia de sequéncia e ensaios de duplo-hibrido, sendo agrupadas em duas
subfamilias com cinco membros cada: a subfamilia Pcl1,2 composta pelas ciclinas
Pcllp, Pcl2p, Pcl5p, Pcl9p, Clglp; e a subfamilia Pho80 composta pelas ciclinas
Pho80p, Pclép, Pcl7p, Pcl8p, PcllOp (MEASDAY et al., 1997). As respostas
celulares mediadas pela Pho85p incluem a manutencdo da progresséo do ciclo
celular e a regulacdo do metabolismo de nutrientes como fosfato, fonte de carbono e
nitrogénio. Na Figura 3 estdo representadas as Pcls divididas nas duas subfamilias
conforme suas func¢des conhecidas até o momento (CARROLL; O'SHEA, 2002).

A proteina quinase Pho85 de S. cerevisiae, a proteina melhor estudada até o
momento, possui 302 residuos de aminoacidos e € ndo essencial para o crescimento
celular (UESONO; TANAKA; TOH-E, 1987). Esta proteina foi inicialmente
caracterizada por possuir homologia a Cdk CDC28 (TOH-E et al., 1988),
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Figura 3 - Interacdo da Pho85p com suas ciclinas parceiras. As ciclinas parceiras da

Cdk Pho85p divididas nas duas subfamilias e agrupadas conforme suas fung¢des propostas
incluem a manutengcdo da progressao do ciclo celular e a regulacdo do metabolismo de
nutrientes como fosfato e fonte de carbono (CARROLL; O'SHEA, 2002).
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a qual é uma Cdk de uma familia altamente conservada cujos membros estao
envolvidos na progressao do ciclo celular em todos os eucariotos (NASMYTH, 1993).

A homologia entre as Cdks Cdc28 e Pho85p deve-se principalmente ao fato
de ambas possuirem o motif PSTAIRE (aminoacidos EGTPSTAIREISLMKE) que é
altamente conservado entre as Cdks (MORGAN, 1997) e é localizado préximo a
regido N-terminal (ESPINOZA et al., 1994). A sequéncia € importante na funcao da
proteina, especialmente o aminoacido Glu (em negrito) envolvido na ligacdo das
ciclinas (pelo menos Pho80p e Pcllp). Outros dois dominios estdo presentes na
Pho85p, sdo eles um dominio rico em glicina (aminoacidos 14-GNGTYATVY-22 na
proteina de S. cerevisiae) e o0 T-loop (aminoacidos 163-NTFSSE-168 na proteina de
S. cerevisiae). Foi observado também que a fosforilacdo da Tyrl8 na proteina de S.
cerevisiae € importante para a atividade da mesma, funcionando como um sinal na
discrimicdo entre as ciclinas. Os residuos de aminoacidos do dominio T-/oop,
importantes na funcao de outras Cdks ndo sdo importantes na Pho85p (NISHIZAWA
et al., 1999).

Algumas informacdes contrarias sdo encontradas na literatura. Santos et al.
(1995) descreveram que na Pho85p a fosforilacdo da Serl166 do dominio T-/oop era
necessaria para a atividade quinase. Entretanto, o complexo das proteinas Pho85p e
Pcl10p recombinantes produzidas em E. coli foi capaz de fosforilar in vitro a enzima
Gsy2p de S. cerevisiae, indicando que a Pho85p apresentou atividade no estado
nao fosforilado. A auséncia de fosforilacdo no residuo Serl66 foi confirmada por
espectrometria de massas dos fragmentos tripticos da proteina (WILSON;
MAHRENHOLZ; ROACH, 1999).

Santos et al. (1995) realizaram um extensivo estudo sobre a relagédo da
estrutura com a funcdo na Pho85p, através da producdo de proteinas hibridas entre
as proteinas Pho85p e a Cdc28 e andlises funcionais das proteinas recombinantes
em S. cerevisiae. Foi possivel identificar uma regido de aproximadamente 100
aminoacidos na extremidade C-terminal, essencial para a funcéo e especificidade da
proteina de S. cerevisiae. Dentro desta regido duas subregifes foram importantes
para a funcao, a subregido 1, dos residuos de 155 a 177 (incluindo a Serl66, citada
acima), e a subregido 2, os residuos de 239 a 254. Os residuos que provavelmente
estariam envolvidos nas ligacdes as ciclinas compreendem os aminoacidos de 36 a
41 e de 124 a 132, sendo estas regides importantes para a transferéncia de fosfato e
ligacdo do ATP, respectivamente (SANTOS et al., 1995).
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Devido as interacdes com as diversas ciclinas parceiras a Pho85p pode estar
envolvida tanto no controle do ciclo celular quanto no metabolismo, e sua
especificidade pelo substrato € determinada pela sua associacdo com uma
determinada ciclina. E uma proteina com mudltiplas fungdes, uma vez que a sua
delecao leva a efeitos celulares de natureza multipla (CARROL; O'SHEA, 2002).

O complexo formado pela proteina Pho85 e a ciclina Pho80p é conhecido por
atuar no mecanismo regulatério das respostas da levedura S. cerevisiae a
necessidade de fosfato (TOH-E et al., 1988; KAFFMAN et al., 1994). Dependendo
dos niveis de fosfato, o inibidor de ciclina Pho81 regula a atividade quinase do
complexo PHO80-PHO85 (HIRST et al., 1994; SCHNEIDER; SMITH; O SHEA,
1994). Quando ha altos niveis de fosfato o complexo quinase PHO80-PHO85 esta
ativo e atua inibindo por fosforilagdo a funcdo do fator de transcricdo Pho4p
(KAFFMAN et al., 1994). A fosforilacdo de Pho4p impede sua associacdo com o
fator de transcricdo Pho2p e regula negativamente o gene PHOS5, com isso ndo ha
ativacdo dos genes responsivos a diminuigdo de fosfato (HIRST et al., 1994). O gene
PHOS5 codifica uma fosfatase acida cuja transcricdo é regulada em resposta aos
niveis de fosfato extracelular e requer os fatores de transcricdo Phod4p e Pho2p
(OSHIMA, 1982). Entretanto, quando ha uma limitacdo de fosfato, o complexo
PHOB80-PHOS85 dissocia-se de Pho4p por acdo do inibidor Pho81, com isso Pho4p
torna-se ativo e promove a transcricdo dos genes responsivos a fosfato mantendo o
balanco nutricional da célula (HIRST et al., 1994; SCHNEIDER; SMITH; O"SHEA,
1994). Conforme o estado nutricional da célula, a Pho4p tem sua localizacdo celular
alterada, concentrando-se no nucleo quando Pho4p esta desfoforilada e ha caréncia
de fosfato, ou localizando-se no citoplasma quando a célula estd em meio rico em
fosfato (O'NEIL et al., 1996).

Recentemente foi descoberto que Pho85p fosforila a ciclina Pho80 em dois
residuos de serina, Ser234 e Ser267, e provavelmente a fosforilagdo do primeiro é
pré-requisito para a do segundo e, este evento € necessario para manter a
expressao de PHOS reprimida (WATERS et al., 2004).

As ciclinas Pcl8p e Pcll0p foram inicialmente mostradas interagir com a
Pho85p e torna-la especifica para agir no metabolismo do glicogénio em S.
cerevisiae, caracterizando o envolvimento da proteina quinase no metabolismo deste
carboidrato de reserva. Foi observado que quando havia a delecdo do gene PHO85

nesta levedura havia também um hiperacimulo de glicogénio (TIMBLIN; TATCHELL,
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BERGMAN, 1996). Mais tarde foi demonstrado que o complexo quinase PCL10-
PHOB85 interage e fosforila a enzima glicogénio sintase 2 (Gsy2p), como descrito
anteriormente (HUANG et al., 1998). A delecédo destas duas ciclinas bem como do
gene PHOS85, levaram ao mesmo fenotipo de hiperacimulo de glicogénio, assim
como, a uma hiperativacdo da enzima Gsy2p (HUANG et al., 1998; WILSON;
MAHRENHLOZ; ROACH, 1999). Um trabalho recente mostrou que as ciclinas Pcl6p
e Pcl7p também estdo envolvidas no metabolismo de glicogénio (WILSON; WANG,;
ROACH, 2005).

Linhagens da levedura S. cerevisiae deletadas para o gene PHOB85 (pho85A)
sao viaveis, mas crescem lentamente em relacdo a selvagem, porém sao capazes
de completar o ciclo celular (UESONO; TANAKA; TOH-E, 1987; TOH-E et al., 1988).
Estas células apresentam alteragfes, tais como: 1) lento crescimento em meios ricos
contendo glicose como fonte de carbono; 2) ndo crescem em meios com fontes de
carbono como galactose, glicerol e lactato, o que € indicativo de defeito mitocondrial;
(TIMBLIN; TATCHELL; BERGMAN, 1996); 3) inabilidade dos dipléides homozigotos
para a delecdo em esporular; 4) morfologia alterada (células maiores) (MEASDAY et
al., 1997); 5) hiperacimulo de glicogénio em meio rico em fosfato; 6) expressao
constitutiva da glicogénio sintase GSY2 (TIMBLIN; TATCHELL; BERGMAN, 1996;
TIMBLIN; BERGMAN, 1997); 7) expressao constitutiva da fosfatase acida PHO5
(UEDA; TOH-E; OSHIMA, 1975; TOH-E et al., 1988); 8) sensibilidade a estresses
ambientais (HUANG; MOFFAT; ANDREWS, 2002); 9) expressao constitutiva da
UDP-glicose fosforilase (NISHIZAWA et al., 2001); 10) ativagdo dos genes ESR
(Environmental Stress Response genes) (CARROLL et al., 2001); 11) repressao de
genes envolvidos na biogénese de ribossomos; 12) inducédo de genes envolvidos na
gliconeogénese e no ciclo do glioxilato (NISHIZAWA et al., 2004).

A linhagem pho85A apresenta hiperacumulo de glicogénio como resultado do
aumento na expressdo de GSY2 e diminuicdo na fosforilagdo de Gsy2p,
consequentemente, ha uma alta atividade Gsy2p, resultando neste fendtipo
(HUANG; FARKAS; ROACH, 1996; TIMBLIN; TATCHELL; BERGMAN, 1996).
Entretanto, este fendtipo foi mais evidente quando as células foram crescidas em
meio rico do que em meio sintético (WANG et al., 2001a). Células haplbides deste

mesmo mutante sdo maiores que as selvagens, com vacuolo proeminente, porém as
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anormalidades sdo mais evidentes no mutante diploide pho85A/pho85A (MEASDAY
et al., 1997).

Além de estar presente na levedura, a Pho85p também apresenta homologos
em outros fungos extensivamente estudados na genética molecular moderna.
Exemplos destes fungos incluem Aspergillus nidulans, Sporothrix schenkii, e
finalmente em Neurospora crassa, o qual foi utilizado em nossos estudos.

No fungo filamentoso Aspergillus nidulans foram identificadas duas proteinas
guinases dependentes de ciclina que continham o motif PSTAIRE, mas apenas um
gene, o phoA foi inicialmente identificado. Este gene mostrou ser homadlogo ao gene
PHOB85 de S. cerevisiae, e as proteinas codificadas por estes possuem 66,3% de
identidade entre elas. As duas proteinas codificadas foram nomeadas PHOAM* e
PHOAM!, esta segunda seria a mesma proteina, codificada pelo mesmo gene, mas
com outro sitio de inicio de transcricdo (BUSSINK; OSMANI, 1998). Entretanto,
neste organismo, phoA ndo é necessario para a regulacdo da expressao dos genes
de resposta a deprivacdo de fosfato, e sim para integrar as condicbes ambientais
com o desenvolvimento sexual permitindo a diferenciacéo de tipos celulares sexuais
ou assexuais sob diversas condi¢cdes de crescimento (BUSSINK; OSMANI, 1998).
Entdo PHOA modula a diferenciacdo celular e pigmentacdo especificamente em
resposta ao ambiente, incluindo limitacdo de fosfato. Portanto, ambos phoA e
PHO85 mediam respostas conforme a concentracdo de fosfato, porém PHO85
funciona em altos niveis e phoA em baixos niveis de fosfato, além de controlarem
processos celulares diferentes (BUSSINK; OSMANI, 1998).

Anos depois, outra Cdk, a PHOB foi identificada neste mesmo fungo, a qual
possui 77% de identidade com a PHOA e 68% com Pho85p de S. cerevisiae (DOU
et al., 2003). Mutantes duplos phoA/phoB foram construidos, seus ascosporos foram
capazes de germinar, mas sua capacidade de divisao nuclear era limitada, indicando
defeito no ciclo celular, além da germinacdo muito longa que mostrou os defeitos
morfologicos (DOU et al., 2003). Portanto estas duas Cdks estdo envolvidas no
controle do ciclo celular, na divisdo nuclear, crescimento celular, morfogénese e
respondem as condicbes ambientais extracelulares, mas estas quinases possuem
funcdes redundantes (DOU et al., 2003). A analise deste mutante indicou que as
proteinas PHOA e PHOB sédo essenciais para o fungo A. nidulans, ao contrario da

proteina Pho85 que néo é essencial para S. cerevisiae.
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Outro gene homoélogo ao gene PHOS85 foi identificado no fungo Sporothrix
schenkii, um fungo dimérfico. Neste organismo foram identificadas trés proteinas que
contém o motif PSTAIRE, as quais estdo presentes em ambas fases leveduriforme e
miceliar, portanto ha mais de uma Cdk presente. Uma destas foi identificada como
uma proteina semelhante a Pho85p de S. cerevisiae, a qual é codificada pelo gene
phoSs que codifica uma proteina de 36 kDa. Os dominios rico em glicina, PSTAIRE
e T-loop foram identificados na sequéncia da proteina (JESUS-BERRIOS;
RODRIGUEZ-DEL VALLE, 2002).

No fungo N. crassa quando ha caréncia de fosfato ocorre a sintese de
diversas enzimas envolvidas na aquisicdo de fosfato (HASUNNUMA, 1973;
LOWENDORF; SLAYMAN, 1975). O sistema regulatério para a sintese destas
enzimas inclui quatro genes: nuc-2", preg®, pgov®, nuc-1*. O gene nuc-1" codifica o
ativador transcricional NUC-1, o qual controla a transcricdo dos genes que codificam
enzimas envolvidas na aquisicdo de fosfato, e a atividade de NUC-1 é regulada
negativamente por PREG e PGOV (KANG; METZENBERG, 1990). Estas proteinas
sdo ortologas as proteinas Pho de S. cerevisiae. Os produtos de preg” e pgov’
antagonizam a acao de NUC-1, e mutacdes nestes genes levou a uma expressao
constitutiva das enzimas envolvidas na aquisicdo de fosfato. O produto de nuc-2*
inibe a funcéo de preg” e pgov’, e fosfato também se opde a acéo de nuc-2*. Na
Figura 4 verificamos a integracdo das ac¢des destes genes envolvidos na aquisicao
de fosfato (KANG; METZENBERG, 1990). O dominio regulatério de NUC-1
apresenta homologia ao fator de transcricAo Phod4p de S. cerevisiae (KANG;
METZENBERG, 1990; PELEG; METZENBERG, 1994). O gene preg’ mostrou nao
ser regulado por fosfato, e a proteina PREG € homdloga a ciclina Pho80p de S.
cerevisiae. PREG interage com o dominio regulatorio de NUC-1 e as funcbes de
PREG e de Pho80p sdo analogas (KANG; METZENBERG, 1993). Possivelmente o
ortélogo da proteina Pho85p seja PGOV em N. crassa (PELEG et al., 1996).

No banco de dados de N. crassa
(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/neurospora/Home.html) uma proteina
hipotética semelhante a Pho85p foi anotada (NCU01747.3), a qual possui 1246
residuos de amino&cidos. Esta proteina apresenta um motif anquirina, o qual esta
presente na proteina Pho81 de S. cerevisiae, um inibidor do complexo PHO80-

PHO85. Como a proteina Pho81 apresenta um alto peso molecular (134 kDa),
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P i___l nuc-2 —— nuc-1 + pho-3
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Figura 4 - Modelo do controle da sintese de enzimas envolvidas na aquisicdo de
fosforo. As setas indicam a ativacdo do gene, e a reta cortada indica regulacdo negativa do
gene (KANG; METZENBERG, 1993).
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€ possivel que a proteina anotada seja homéloga a Pho8l. Além disso, ao
compararmos a sequéncia polipeptidica da proteina anotada com a sequéncia da
proteina Pho85p de S. cerevisiae ndao ha homologia entre elas. Portanto,
provavelmente a proteina anotada no genoma de N. crassa n&o corresponde a
proteina semelhante a Pho85p.

A disponibilidade do genoma de N. crassa (GALAGAN et al., 2003) torna
possivel o isolamento da proteina semelhante a Pho85p em N. crassa e uma
investigagdo mais detalhada do envolvimento da mesma no metabolismo de
glicogénio. A partir das informacfes obtidas no banco de dados disponivel no
endereco http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/neurospora/Home.html, e a
sequéncia nucleotidica do gene que codifica a proteina de levedura,
oligonucleotideos foram desenhados e utilizados para amplificar a sequéncia
nucleotidica que codifica esta proteina no fungo N. crassa. Um fragmento de DNA
(aproximadamente 1,1 kb) foi isolado a partir de DNA gendmico, e apos
sequenciamento confirmou codificar uma sequéncia polipeptidica semelhante a
Pho85p. Este fragmento de DNA foi utilizado como uma ferramenta para o presente

trabalho.
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Objetivos
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De uma maneira geral, o principal objetivo do trabalho foi isolar, de N. crassa,
o cDNA que codifica a proteina semelhante a Pho85p de S. cerevisiae e estudar o
papel da proteina no metabolismo de glicogénio e nas funcbes celulares deste
fungo.

Especificamente, os objetivos desde trabalho foram:

- Clonagem do cDNA que codifica a proteina quinase semelhante a Pho85p
em N. crassa,

- Andlise da proteina codificada pelo gene, através da sequéncia polipeptidica
deduzida e pela proteina recombinante produzida;

- Construcdo de uma linhagem contendo o gene inativo, para posteriormente
avaliar o papel da proteina codificada pelo gene no metabolismo de glicogénio e em

outras fungdes celulares no fungo N. crassa.
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Materiais e Metodos
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| - Crescimento do fungo e linhagens utilizadas

O fungo Neurospora crassa foi cultivado em meio minimo de Vogel (Vogel,
1956). O meio sdlido foi preparado contendo agar 2% e o cultivo realizado em
garrafas de vidro com 50 mL de meio a 30°C, no escuro, por 2 a 3 dias, e em
seguida exposto a luz por 7 a 10 dias. Conidios foram coletados com agua ultra-pura
estéril e filtrados em gaze estéril e cultivados em meio minimo de Vogel e em meio
Fries (FRIES, 1938) liquidos, um meio pobre em fosfato.

As linhagens do fungo utilizadas durante os experimentos foram adquiridas
junto ao Fungal Genetics Stock Center (FGSC, Kansas City, MO, USA): FGSC 424
(A), FGSC 2226 (a), FGSC 3957 (A, aro-9, qa-2") e FGSC 9781 (a, Amus-51::bar).
Meio minimo de Vogel (VM): sais de Vogel 1 x, sacarose 2%.

Sais de Vogel 50 x: citrato de sodio 0,5 M; KH,PO, 1,85 M; NH4sNO; 1,25 M;
MgS0,4.7H,0 0,08 M; CaCl,.2H,0 0,03 M; 5 mL de solucdo de biotina 0,05 mg/mL

em etanol 50%; 5 mL de solu¢cdo de elementos tragos; agua ultra-pura g.s.p. 1 L.

Adicionar 300 puL de cloroférmio como agente conservante. Armazenar a 4 C.
Meio Fries 2x: tartarato de amoénio 10 g, (NH4)H2PO4 2 g, KNO3; 2 g, KH,PO,4 2 g,
MgS0,4.7H,O 1 g, NaCl 0,2 g, CaCl,.2H,0O 0,2 g, 200 puL solugcédo de elementos

tracos, 100 uL de solucdo de biotina a 0,1 mg/mL, &gua ultra-pura g.s.p. 1 L.
Adicionar 2 mL de cloroférmio como agente conservante. Armazenar a 4°C.

Solucdo de elementos tracos: MgSO4.7H,O 0,8 M; acido citrico.H,O 0,5 M;
ZnS04.7H,0 0,4 M; Fe(NH4)2(S04)6.6.H,O 0,05 M; CuSO4.5H,0 0,02 M;
MnSO,4.H,0 0,006 M; H;BO3 0,02 M; NaM0O4.2H,0 0,004 M.

Il - Bibliotecas de Neurospora crassa

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas duas bibliotecas de
Neurospora crassa, uma de cDNA e uma genbémica ambas adquiridas junto ao
FGSC. A biblioteca de cDNA (LAD5-NC) foi construida em bacteriéfago A e permite
a excisao dos insertos na forma de plasmideo, através do sistema de recombinacao
cre/lox (BRUNELLI; PALL, 1993). O plasmideo resultante da excisdo possui a

origem de replicagcdo do plasmideo 2u de levedura, uma origem de replicacdo de
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Escherichia coli (plasmideo shuttle), a marca de resisténcia a ampicilina e uma
sequéncia polylinker, semelhante aquela existente no sistema AZAP KS/SK
(Stratagene). O vetor pAD5-NC possui TRP1 como marca de selecdo em leveduras
e o promotor ADH2. A biblioteca plasmidial resultante da excisdo foi obtida através
da infeccdo de linhagem de E. coli BNN132 e plagueamento em meio seletivo. O
mapa fisico do vetor esta representado na Figura 5.

A biblioteca genbmica de N. crassa, construida no vetor ABARGEM7-2
também permite a excisdo do plasmideo pBARGEM7-2, através do sistema de
excisdo plasmidial cre/lox (PALL; BRUNELLI, 1994). O plasmideo carrega o gene
bar como marca de selecdo (glufosinato de amoénia), uma regido de clonagem
multipla, os promotores T7 e SP6 da RNA polimerase, 0 gene de resisténcia a
ampicilina e a origem de replicacdo ori, para selecdo e crescimento em E. coli,

respectivamente. O mapa fisico esta representado na Figura 6.

Il - Isolamento da seqiUéncia nucleotidica que codifica a proteina

semelhante a Pho85p em N. crassa

I1l.1. Isolamento do cDNA

Quando este trabalho foi iniciado um plasmideo carregando o cDNA que
codifica a proteina semelhante a Pho85p de Saccharomyces cerevisiae havia sido
isolado no laboratorio a partir da biblioteca de cDNA JAAD5-NC. Para o
sequenciamento completo do cDNA oligonucleotideos especificos foram
desenhados a partir da sequéncia génica disponivel no banco de dados
http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/neurospora/Home.html. Os
oligonucleotideos utilizados foram:

Phol-F: 5°- gCACCACTAACgAggATCAg — 3’
Phol-R: 5- gTgCTCggTgTCCCCTCTTC — 3
Pho2-F: 5- gTCATCAAgTCCTTCATQC — 3
Pho2-R: 5°- CQATACCAAAQAQTgACg — 3
Pho3-F: 5°- CAACAACCgCCgATgATg — 3’
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AD5-F: 5- ggggCCTgTTTACTCACAggC — 3
AD5-R: 5- CTCTTACTACTQCTCTCTTg - 3’

lll.2. Isolamento da sequéncia genémica

1) Infeccédo de E. coli e isolamento das placas de lise

O rastreamento da biblioteca A BARGEM7-2 foi realizado de acordo com os
protocolos de Sambrook & Russell (2001). A linhagem bacteriana hospedeira
utilizada foi E. coli XL-1 Blue, crescida em 10 mL de meio LB adicionado de maltose
0,2% e tetraciclina (12,5 ug/mL concentracdo final) até uma densidade oOtica a
600nm préxima de 1,0. As células foram coletadas por centrifugacdo em uma
microcentrifuga refrigerada, lavadas com uma solucdo de MgSO, 10 mM e
ressuspensas em MgSO, 10 mM até uma densidade Gtica a 600 nm de 0,6. Um
volume de 200 uL dessa suspensao bacteriana foi transferido para um tubo estéril,
juntamente com 100 pL dos fagos na diluicdo de 10 (melhor diluicdo obtida através
da titulacdo). A mistura foi incubada a 37°C por 30 minutos, adicionada de 3 mL de
top &gar LB (mantido a 48°C) e colocada na superficie de placas contendo meio LB
sélido. As placas foram incubadas a 37°C. Ap6s aparecimento das placas de lise,
foram feitas réplicas das placas em membranas de nitrocelulose, as quais foram
tratadas com solucdo de desnaturagdo por 5 minutos, em seguida com solucéo de
neutralizacdo por 5 minutos e depois com tampao SSC 20 x por 5 minutos. O DNA
aderido a membrana foi fixado através de crosslinking por 2 minutos (CL-1000
Ultraviolet Crosslinker, UVP).
Meio LB: Bacto-triptona 1%, NaCl 1%, extrato de levedo 0,5%, pH 7,0.
Top agar LB : meio LB contendo agarose 0,8%.
Solucéo de desnaturagédo: NaOH 0,5 N, NaCl 1,5 M.
Solucéo de neutralizacdo: Tris-HCI 0,5 M, pH 8,0; NaCl 1,5 M.
Tampdo SSC 20 x: NaCl 3 M, citrato de sddio 0,3 mM.

2) Preparo da sonda radiativa e hibridizacdo das membranas
Para o rastreamento da biblioteca utilizamos como sonda um fragmento de
aproximadamente 1,1 kb isolado a partir da biblioteca de cDNA e que corresponde a

OREF inteira do gene. A sonda (50 ng) foi marcada por random priming, utilizando o
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NEBIot™ kit (Biolabs) segundo as especificaces do kit e utilizando o[*’P-dATP].
Apés marcacao foram adicionados 2,5 uL de EDTA 0,2 M, 5 uL de uma solucao stop
solution, 22,5 uL de agua ultra-pura e 45 uL de tampdo NT. A sonda marcada foi
purificada por filtracdo em uma coluna contendo 1 mL de resina Sephadex-G50
(Sigma) equilibrada em tampéao NT e coletada em um volume final de 200 uL. Esta
foi desnaturada a 100°C durante 10 min e rapidamente adicionada a solucao de pré-
hibridizacao.

As membranas foram colocadas em frascos de hibridizacdo contendo 10 mL
de uma solucéo de hibridizacdo contendo formamida deionizada 50%, SSPE 6 X,
Blotto 0,05 x e 100 pg/mL de DNA esperma de salmdo desnaturado sob
aguecimento a 100°C e deixadas cerca de 1 hora a 42°C em forno de hibridizacao
(Hybaid). Apds este periodo, a sonda marcada e desnaturada foi adicionada a
solucéo de pré-hibridizacdo e as membranas foram incubadas a 42°C durante uma
noite. Apos o periodo de hibridizacdo, as membranas foram lavadas com as
seguintes solucoes:

1 - 2 x SSPE — 30 minutos a 42°C

2-1x SSPE + 0,1% SDS — 30 minutos a 42°C

3-0,1x SSPE + 0,1% SDS — 30 minutos a 42°C

4 -0,1 x SSPE + 0,1% SDS — 30 minutos a 50°C.

Ao final das lavagens, as membranas foram expostas ao filme radiogréafico
(Kodak T-Mat G/RA). Foram realizados trés ciclos de rastreamento para a obtengéo
dos fagos contendo o fragmento de DNA de interesse.

Blotto 1 x: leite em p6 desnatado 5%, azida sodica 0,02%.

Tampdo TAE 10 x: Tris 0,4 M, acido acético glacial 0,2 M, EDTA 0,01 M, pH 8,0.
Stop solution: sacarose 40%, azul de bromofenol 0,1% em tampéao TAE.
Tampé&o NT: Tris-HCI| 10 mM, pH 8,0; NaCl 10 mM; EDTA 20 mM, pH 8,0.
Tampé&o SSPE 20 x: NaCl 3,6 M, Na,PO, 0,2 M, EDTA 0,02 M, pH7,4.

3) Excisao plasmidial

As placas de lise isoladas apds o rastreamento da biblioteca foram utilizadas
para a obtencédo de plasmideos, através da infeccdo da linhagem de E. coli BNN 132
(BRUNELLI; PALL, 1993).
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Particulas virais foram retiradas das placas de LB-agar com o auxilio de
palitos de dente estéreis, colocadas em tubos Eppendorf contendo 1 mL de tampéao
SM e 4 a 5 gotas de cloroférmio e incubadas a temperatura ambiente por 2 horas.
Células de uma col6nia de E. coli BNN 132 foram incubadas em 10 mL de meio LB
contendo maltose 0,2% a 37°C, 250 rpm, até uma densidade 6tica a 600 nm proxima
de 1,0. As células foram coletadas por centrifugacdo em uma microcentrifuga
refrigerada, lavadas com uma solugcédo de MgSO, 10 mM e ressuspensas em MgSO,
10 mM até uma densidade otica a 600 nm de 0,6. Um volume de 1 mL dessa
suspenséo bacteriana foi transferido para um tubo estéril, juntamente com 5 uL da
solucdo contendo particulas virais isoladas anteriormente. A mistura foi
homogeneizada e incubada a 37°C durante 30 minutos sem agitacéo. Decorrido este
periodo, adicionou-se 1 mL de meio LB, a mistura foi novamente homogeneizada e
incubada por 1 h a 30°C, 250 rpm. Um volume de 200 pL dessa suspenséo foi
semeado em 10 placas de meio LB contendo ampicilina (100 pg/mL de
concentracéo final) e as placas incubadas a 37°C durante uma noite. Dentre as
colonias bacterianas que cresceram, algumas foram selecionadas para serem
submetidas a mini-extracdo de DNA plasmidial como descrito no item IX.1. O DNA
plasmidial obtido foi analisado através de uma digestdo dupla com as enzimas
BamHI e Xhol e por sequenciamento de DNA.

Para o sequenciamento de DNA foram utilizados os oligonucleotideos Phol-
F, Phol-R, Pho2-F, Pho2-R e Pho3-F, citados no item Ill.1 e os relacionados abaixo.
Pho-F: 5°- gTACATATggACggCAggAAACACCC — 3’ (Ndel)

Pho-R: 5"- CggqgATCCCTAgTAgCCCTCgTAgTTg — 3’ (BamHI)

Pho4-F: 5°- TAAACAAgAgQAAQQQTAAAT - 3

Pho4-R: 5°- TACCCTQTTCCCgTCATCTTC - 3

Pho5-F: 5°- CQJAgAgAAAATQgggTTgg - 3°

PhoEP1-R: 5'- gTCgCCCgTgAgAAgCCg — 3’

PhoEP2-R: 5- TgggTTCAgTTgggTCAggC — 3

BARGEM-F: 5°- gTAATACgACTCACTATAggg - 3’

BARGEM-R: 5°- CTATTTAgQgTgACACTATAg - 3’

Tampao SM: 5,8 g de NaCl; 2,0 g de MgS0O,4.7H,0; 50 mL de Tris-HCI 1 M, pH7,5; 5
mL de gelatina 2%, &4gua ultra-pura g.s.p. 1 litro.
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IV - Andlise da expressdo do gene

Para avaliarmos a expressao do gene que codifica a proteina homologa a
Pho85p de S. cerevisiae e da proteina codificada por este, realizamos o0s

experimentos de Northern e Western blot.

IV.1. Cultivo do fungo

Conidios da linhagem selvagem FGSC 424 (A) foram coletados como descrito
no item | e uma quantidade de 1x10° células/mL foi transferida para 500 mL de meio
VM ou meio Fries (pobre em fosfato). Um volume 3 mL da suspensao conidial foi
removido para a amostra de zero hora. A cultura foi incubada a 30°C sob agitacdo
(250 rpm) e amostras do micélio foram coletadas a diferentes tempos de incubacao:
6, 12, 24, 36, 48, 60 e 72 h. O micélio foi filtrado em papel de filtro Whatmann 3MM e

imediatamente congelado em nitrogénio liquido.

IV.2. Andlise da expressdo do gene por Northern blot

Para esta andlise o RNA total foi extraido segundo o protocolo descrito por
Sokolovsky et al. (1995). Todas as solucdes foram preparadas com agua tratada
com DEPC (dietilpirocarbonato) segundo protocolo descrito por Sambrook & Russell
(2001).

Para a extracdo do RNA total o micélio coletado nos diferentes tempos de
cultivo, do fungo crescido em meio VM ou meio Fries, foi macerado em gral de
porcelana com nitrogénio liquido até a obtencdo de um po fino. Este foi transferido
para tubos Eppendorfs de 2 mL contendo 750 uL de tamp&o de lise NTES e 750 pL
de uma mistura de fenol saturado em tampédo TE:cloroformio:alcool isoamilico
(25:24:1) e mantidos no gelo. A suspensédo foi agitada em Vortex e centrifugada a
16.000 x g, 4°C, 10 min. A fase aquosa foi recolhida em tubo Eppendorf novo de 1,5
mL contendo 600 uL de cloroférmio, a mistura foi homogeneizada e centrifugada a
16.000 x g, 4'C, 10 min. A fase aquosa foi recolhida novamente em Eppendorfs de
1,5 mL e 0,75 vol. de uma solugao de LiCl 8 M foi adicionado. A mistura foi incubada

a 4°C durante uma noite, o RNA foi recolhido a 16.000 x g, 4°C, 10 minutos,
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dissolvido em 300 uL de agua ultra-pura e precipitado com 30 pL de acetato de
sédio 3 M, pH 5,2 e 750 uL de etanol absoluto gelado. A mistura foi homogeneizada
cuidadosamente e incubada a -80°C durante 30 min. A seguir, o RNA foi coletado a
16.000 x g, 4°C, 10 minutos, lavado duas vezes com 500 pL de etanol 70% e
posteriormente dissolvido em 30 a 50 uL de dgua. As concentracdes das amostras
de RNA foram determinadas por absorbancia a 260 nm em espectrofotdbmetro
Beckman, modelo DU 640 e suas purezas foram analisadas através da relacédo de
absorbancias 260/280 nm.

Amostras de 20 ug de RNA foram dissolvidas em 16 pL de tampéo de corrida
para RNA e 1 pL de brometo de etideo 10 mg/mL, desnaturadas a 65 C por 10 min e
aplicadas em gel de agarose 1,5% contendo formaldeido 2% e tampdo MOPS 1 x.
As amostras foram submetidas a eletroforese a aproximadamente 3,5 V/cm em
tampdo MOPS 1 x. Os RNAs foram transferidos para membrana de nylon neutra
(Hybond N, Amersham) por capilaridade, com uma solucdo de SSC 2x e as
amostras de RNA fixadas a membrana através de crosslinking (CL-1000 Ultraviolet
Crosslinker, UVP).

Para a hibridizagao foram utilizados, como sonda, dois fragmentos de DNA de
N. crassa: o fragmento inteiro do cDNA (de aproximadamente 1,1 kb) e um
fragmento de aproximadamente 380 bp, o qual foi amplificado por PCR utilizando os
oligonucleotideos Phol-F e Pho-R (citados nos itens Ill.1 e I1.2.3, respectivamente)
e corresponde a extremidade 3’ da sequéncia polinucleotidica. As sondas foram

marcadas por random priming, utilizando o NEBlot™

(Biolabs) conforme descrito no
item 111.2.2. Ap0s marcacgao, as sondas foram desnaturadas a 100°C durante 10 min
e rapidamente adicionadas a solucéo de pré-hibridizacdo ULTRAhyb™ (Ambion). A
pré-hibridizac&o foi realizada a 42°C por 4 horas, em seguida foram adicionados 100
uL da sonda desnaturada (aproximadamente 10° cpm/pg de DNA) e a hibridizacdo
foi realizada a 50°C por uma noite. Apés hibridizacdo, a membrana foi lavada da
seguinte maneira:

1 — SSPE 1 x; SDS 0,1% - 42°C, 30 min

2 - SSPE 0,5 x; SDS 0,1% - 42°C, 30 min

3 - SSPE 0,1 x; SDS 0,1% - 42°C, 30 min.

Apés as lavagens a membrana foi exposta ao filme radiogréfico (Kodak T-Mat
G/RA\) por dois dias a -80°C.
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Tampao NTES: NaCl 0,6 M; EDTA 10 mM, pH 8,0; Tris-HCI 100 mM, pH 8,0; SDS
0,4%.

Tampdo de corrida para amostras de RNA (para 10 reagdes): 40 uL de loading de

RNA, 20 uL de formaldeido deionizado, 100 uL de formamida deionizada.
- loading de RNA: 100 uL &gua ultra-pura tratada com DEPC, 100 uL de glicerol,

80 uL de azul de bromofenol 10% (w/v).
Tampdo MOPS 10 x concentrado: acido 3-(Nmorfolino) propanosulfonico 0,2 M,
acetato de s6dio 20 mM e EDTA 10 mM, pH 8,0.

IV.3. Andlise da expressdo da proteina por Western blot

Para os experimentos de Western blot foi necessario produzir a proteina
NcPHO85 recombinante em E. coli (descrito no item a VII), a qual foi utilizada na
producdo de anticorpos anti-NcPHO85 em coelhos (item VIII). Para a andlise da
expressdo da proteina, realizamos a extracdo de proteinas totais do fungo nas
amostras coletadas nos diferentes tempos do fungo crescido apenas em meio VM.
Aproximadamente 500 mg de micélio foi macerado com nitrogénio liquido em gral de
porcelana até a completa pulverizacdo. Em seguida, o po resultante foi transferido
para um Eppendorf de 1,5 mL e homogeneizado em Vortex com 500 pL de tampao
de lise. ApOs a lise das células, o extrato celular foi mantido em gelo e centrifugado a
16.000 x g por 10 minutos a 4°C, em centrifuga refrigerada de mesa e o
sobrenadante transferido para um tubo Eppendorf limpo. A proteina total do extrato
foi quantificada utilizando o kit Bradford Reagent (Amresco). Aproximadamente 40
Mg de proteina/canaleta foram utilizadas para analise.

Os extratos protéicos foram fracionados por SDS-PAGE em gel 12% a 100 V
no sistema de eletroforese Mini-Protean Il (Bio-Rad). Apos eletroforese, o gel foi
colocado em contato com uma membrana de nitrocelulose e as proteinas foram
transferidas utilizando o sistema de transferéncia TransBlot da Bio-Rad a 100 V por
90 minutos, em tampao de transferéncia. A seguir, a membrana foi bloqueada com
TBST 1 x contendo leite desnatado 5%, sob lenta agitacdo, durante uma noite. Apos
incubacéo, anticorpos contra a proteina na diluicdo de 1:1000 foram adicionados, e a
membrana deixada sob lenta agitacdo durante 2 horas. ApOGs esse periodo, a
membrana foi lavada com tampao TBST 1 x (trés lavagens de 10 minutos) e
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colocada em 30 mL de TBST 1 x, o anticorpo secundario conjugado com peroxidase
(Sigma) foi adicionado (1:5000) e a incubacéo foi realizada, sob agitacdo, durante 1
hora. A membrana foi lavada trés vezes com tampé&o TBST 1 x por 10 minutos cada
e revelada pela adigdo de 5 mL da solucéo reveladora contendo 1,5 uL de H,O, 30%
(v/v) e exposicéo ao filme radiogréfico Kodak T-Mat G/RA por 15 segundos.

Tampao de lise: Tris-HCI 50 mM, pH 7,5; NaF 100 mM; EDTA 1 mM; DTT 3 mM;

benzamidina 2 mM; 0,5 ug/mL de leupeptina; 1 ug/mL de pepstatina; TLCK 0,1 mM,;
PMSF 1 mM.

Tampao de transferéncia: Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, glicina 150 mM e metanol 20%.
Tampéao TBS 5 x: Tris-HCI 100 mM, pH 7,5; NaCl 2,5 M.

Tampao TBST 1 x: diluir o tampéo TBS para 1 x e adicionar 0,05% de Tween 20.

Solucédo reveladora: Tris-HCI 100 mM, pH 8,5; acido p-cumarico 0,2 mM, luminol
1,25 mM.

V - Inativagcdo do gene que codifica a proteina quinase dependente

de ciclina

Com a finalidade de analisarmos a participacdo da proteina quinase
dependente de ciclina na regulacdo do metabolismo de glicogénio no fungo N.
crassa realizamos a inativacéo do gene por meio de duas metodologias: a inativacéo
mediada por RIP (Repeat Induced Point Mutation) e a inativagdo por recombinacao

homologa.

V.1. Inativagao génica mediada por RIP

Este procedimento baseia-se na introducdo de mutacdes pontuais ao longo
de sequéncias génicas duplicadas, durante o periodo pré-meiético em N. crassa.
Resumidamente, uma cépia adicional do gene foi introduzida por transformacéo de
uma linhagem do fungo com um plasmideo contendo a cépia genémica do gene
contendo intron. A seguir a linhagem contendo a dupla cépia foi cruzada com outra

de mating type oposto e a progénie analisada em relacdo a presenca de mutagdes
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ao longo da sequéncia polinucleotidica das sequéncias duplicadas (GALAGAN;
SELKER, 2004).

1) Construcao do plasmideo e transformacao de N. crassa

O vetor utilizado foi o pMSN-1, o qual foi adquirido junto ao FGSC. Este
plasmideo é derivado do pGEM-3Zf, onde o gene ga-2 (quinato-2) foi inserido. O
gene ga-2 de N. crassa codifica a enzima desidroquinase catabdlica. Linhagens de
N. crassa carecendo dessa enzima sao incapazes de usarem quinato ou chiquimato
como Unica fonte de carbono na presenca do gene aro-9. Por sua vez, linhagens
deficientes no gene aro-9 requerem uma mistura de trés aminoacidos aromaticos e
de &cido p-aminobenzdico para o crescimento. Dessa forma, uma linhagem aro-9,
ga-2 é incapaz de crescer em meio minimo. Portanto, o vetor pMSN-1 pode ser
usado em processos de transformacdo de linhagens de N. crassa aro-9, qa-2". O
mapa fisico do vetor pMSN-1 esta representado na Figura 7.

A OREF inteira do gene contendo o intron foi amplificada por PCR, a partir de
DNA gendmico, utilizando os oligonucleotideos Pho-F e Pho-R (citados no item
[11.2.3) e subclonada no vetor pMOSBIlue (Amersham Biosciences). Um cassete de
DNA correspondendo a ORF inteira (BamHI e Xbal) foi removida do vetor pMOSBlue
e subclonada no vetor pMSN-1. Clones positivos foram selecionados apdés
transformacdo de células de E. coli DH10B com o produto da reacdo de ligacdo e
submetidos a mini-extracdo de DNA plasmidial conforme descrito no item 1X.1.
Plasmideos pMSN-1 contendo o gene foram selecionados por digestdo enzimatica
com as enzimas BamHI e Xbal e um plasmideo foi utilizado para a transformcéo de
conidios, através de eletroporacdo. Para isto, conidios da linhagem FGSC 3957 (A,
aro-9, qa-2") foram coletados a partir de cultura em meio sélido com agua ultra-pura
estéril, lavados duas vezes com 30 mL de agua ultra-pura gelada estéril, e depois
lavados com 30 mL de sorbitol 1 M gelado estéril. Finalmente, as células foram
ressuspensas em 1 mL de sorbitol 1 M gelado e contadas em camara de Neubauer.
A densidade das células foi ajustada a 1x10° células/mL. Uma mistura contendo 1
mg de DNA plasmidial e 100 pL de células foi transferida para cubetas de
eletroporagéo estéreis mantidas em banho de gelo. A transformacéo foi realizada
através de eletroporacdo dos conidios utilizando um eletroporador Gene Pulser Il

(Bio-Rad), nas seguintes condicfes: 2000 Volts, 25 uF, 300 Q. Apds o pulso elétrico,
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Figura 7 - Mapa fisico do vetor pMSN-1.



52

1 mL de sorbitol 1 M gelado estéril foi adicionado e a suspensao foi adicionada de 10
mL de top agar VM (mantido a 48°C) e a mistura final foi colocada na superficie de
placas contendo 50 mL de meio VM suplementado com sorbose 2%, frutose e
glicose 0,05% (para induzir o crescimento colonial) (MISHRA; TATUM, 1972). As
placas foram incubadas a 30°C e as col6nias isoladas foram transferidas para tubos
de ensaio com VM sdlido contendo sacarose 2%. Posteriormente, 0s clones
transformantes foram crescidos em meio VM liquido contendo sacarose 2%, 0s
micélios foram coletados, os DNA genbémicos extraidos e analisados por Southern
blot (descrito no item 1X.3) para a verificacdo da presenca de uma copia adicional do

gene de interesse.

Top agar VM: sais de Vogel 1 x, sorbitol 1 M, sorbose 2%, frutose 0,05%, glicose
0,05%, agar 1%.

2) Cruzamento do fungo e coleta dos ascOsporos

Células de um transformante (A) contendo dupla cépia do gene foram
utilizadas no cruzamento com uma linhagem do fungo de mating type oposto. O
cruzamento foi realizado em tubos com 15 mL de meio sélido segundo o
procedimento descrito por Westergaard & Mitchell (1947), usando a linhagem FGSC
2226 (a) como receptora, sendo esta cultivada em meio sintético de cruzamento por
5 dias a 25C. Uma suspensdo contendo conidios do transformante (2 mL)
carregando a dupla cépia do gene foi espalhada sobre a cultura da linhagem
receptora. Este cruzamento foi incubado a 25°C no escuro até o aparecimento dos
peritécios. Os esporos foram recolhidos com auxilio de agua ultra-pura estéril,
tratados com solugcéo de hipoclorito de sodio 1% por 15 min para a inativacdo dos
conidios ou pedacos de hifas, lavados com &gua ultra-pura estéril, ressuspensos em
solucdo de agar 0,1% estéril e ativados por 45 min a 60°C (HOROWITZ, 1991). A
concentracdo dos esporos foi determinada por contagem em camara de Neubauer e
aproximadamente 500 células foram inoculadas em placas de Petri contendo meio
VM contendo sorbose 1,5%, frutose 0,1% e glicose 0,1%. Ap6s dois dias a 30°C
houve o aparecimento de colbnias, as quais foram transferidas, isoladamente, para
tubos com meio VM sélido contendo sacarose 2% e os tubos incubados a 37°C.
Meio sintético de cruzamento: sacarose 1,5%, KNO3; 0,1%, K;HPO4 0,07%, KH,PO4
0,05%, MgS0O,4.7H,0 0,05%, CaCl, 0,01%, NaCl 0,01%, 0,1 uL/mL de solugcédo de
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biotina 0,05 mg/mL em etanol 50%; 0,1 uL/mL de solucdo de elementos tracos; pH
6,5.

3) Analise dos clones

Os segregantes com maiores alterac6es morfolégicas macroscopicas foram
selecionados para realizacdo da extragdo do DNA gendmico (conforme descrito no
item IX. 3) para a verificacdo da introducdo de mutacdes pontuais no gene. Seis
clones foram selecionados. A partir do DNA gendmico, a regido codificadora do gene
foi amplificada por PCR, subclonada no vetor pMOSBlue, o DNA plasmidial foi
extraido (conforme descrito no item 1X.1) e utlizado para as reacdes de
sequenciamento utilizando oligonucleotideos especificos. Com a finalidade de
aumentar o niumero de mutac¢des introduzidas realizamos um segundo cruzamento
utilizando um clone obtido no primeiro cruzamento e a linhagem contendo a dupla
cOpia do gene. Os novos segregantes resultantes (clones RIPb) foram submetidos
ao mesmo procedimento descrito acima. Apos o RIPb um segregante foi selecionado
e 0 homocario foi isolado apoés purificacdo dos microconidios atraves da filtracdo de

uma suspensao conidial por filtro Millex (Millipore).

V.2. Inativagdo génica por recombinagdo homologa

A outra técnica utilizada para a inativacdo génica baseia-se no processo de
recombinacdo homéloga, na qual ocorre a troca entre duas sequéncias de DNA,
uma inserida por transformacdo e outra presente no genoma, desde que estas
possuam regifes flanqueadoras iguais. O procedimento que utilizamos esta
esquematizado na Figura 8. Resumidamente, esta técnica baseia-se na substituicdo
da ORF inteira do gene a ser inativado pela sequiéncia de um gene de resisténcia.
Em nosso experimento utilizamos o gene hph, o qual confere resisténcia ao

antibiético higromicina para substituir a ORF do gene a ser inativado.

1) Amplificacao por PCR

Para as reacdes de amplificacdo das regides upstream e downstream ao
gene de interesse e amplificacdo do gene hph foram sintetizados oligonucleotideos
contendo sequiéncias hibridas do gene hph e parte da seqiiéncia genémica do gene
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Figura 8 - Estratégia para a substituicdo do gene de interesse pelo gene hph. (A)
Representacdo da construcéo do vetor com o gene. A regido upstream do gene de interesse
foi amplificada utilizando os oligonucleotideos P-1 e P-2, e a regido downstream com 0S
oligonucleotideos P-3 e P-4. O tamanho dos produtos é de 950 bp e 1050 bp,
respectivamente. O gene hph foi amplificado a partir do vetor pCSN44 utilizando os
oligonucleotideos P-5 e P-6 e possui tamanho de aproximadamente 2,8 kb. Estes trés
fragmentos foram utilizados na PCR de fusdo com os oligonucleotideos P-1 e P-4. (B)
Representagdo da integragcdo homologa do produto de PCR apdés transformacgéo do fungo,

processo que ocorre por um duplo crossing over (NINOMIYA et al., 2004).
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de interesse. Os seguintes oligonucleotideos foram utilizados nas reacbes de
amplificacao:

P-1F: 5 — TAAACAAQAggAAgggTAATT — 3’

P-2R: 5" — ggCgTAATAQCgAAJAgggCTTCTCTgAgTgCCgAAg — 3

P-3F: 5 — AAQCATAAAQTQTAAAGACAgAgTACCTTCCAAAAAC - 3

P-4R: 5 — TACCCTgTTCCCgTCATCTTC - 3

P-5F: 5 — CTTCggCACTCAgAgAAgCCCTCTTCgCTATTACQCC — 3’

P-6R: 5 —gTTTTTggAAggTACTCTgTCTTTACACTTTATQCTT - 3

Nos oligonucleotideos as bases em negrito correspondem ao gene Ncpho85 e

as sublinhadas ao gene hph. As regides upstream e downstream ao gene foram
amplificadas a partir do plasmideo pBARGEM7-2, o qual contém a sequéncia
gendmica inteira do gene mais as regioes flanqueadoras 5’ e 3'. Parte da regido
upstream (950 bp) do gene de interesse foi amplificada utilizando o par de
oligonucleotideos P-1F/P-2R e parte da regido downstream (1.050 bp) com o par P-
3F/P-4R. O gene hph foi amplificado a partir do vetor pCSN44 utilizando o par de
oligonucleotideos P-5F/P-6R. Os produtos amplificados do gene possuem em uma
das extremidades regides de homologia ao gene hph e o fragmento amplificado do
gene hph possui em ambas extremidades regides de homologia as regides upstream
e downstream ao gene de interesse. Os fragmentos, foram purificados por
precipitacdo com etanol, quantidades aproximadas de 400 ng de cada um foram
misturadas e submetidas a uma PCR de fusdo para gerar no final um fragmento de
aproximadamente 5 kb, correspondendo ao gene hph flanqueado pelas regifes
upstream e downstream ao gene. Este fragmento foi subclonado no vetor pMOSBIue
e amplificado em células de E. coli DH10B. Estas foram crescidas em meio 2YT
liqguido contendo glicose 0,2% e ampicilina (100 ug/mL de concentragdo final) e as
células coletadas para a extragdo de DNA plasmidial. O fragmento hibrido foi
confirmado por sequenciamento de DNA usando os oligonucleotideos citados acima
e por digestdo com enzimas de restricao.

Apéds confirmacao, o fragmento de 5 kb foi amplificado por PCR utilizando os
oligonucleotideos P1-F e P4-R para gerar uma maior quantidade, purificado e
utilizado para transformar células do fungo.

Meio 2YT: Bacto — triptona 1,6%, extrato de levedo 1%, NaCl 0,5%.
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2) Transformacao de N. crassa e selecao dos clones

A linhagem de N. crassa FGSC 9781 (a, Amus-51::bar) foi utilizada para a
transformacao por eletroporacdo. Conidios foram coletados a partir de cultura em
meio solido, filtrados, lavados duas vezes com agua e depois com sorbitol gelado
estéril. Finalmente, as células foram ressuspensas em 1 mL de sorbitol 1 M gelado,
contadas em camara de Neubauer e a densidade foi ajustada para 1x10° células/mL.
As transformac0des foram realizadas utilizando concentracbes de DNA de 1,5, 3 e 6
ug e 100 uL de células, as misturas foram transferidas para cubetas de
eletroporacéo estéreis mantidas em banho de gelo. A eletroporacdo dos conidios foi
realizada em um eletroporador Gene Pulser Il (Bio-Rad) nas condicfes descritas no
item V.1.1. Apo6s o pulso elétrico, 1 mL de sorbitol 1 M gelado estéril foi adicionado e
a suspensao foi adicionada de 5 mL de meio de regeneracao (COLOT et al., 2006)
estéril sob agitacéo leve (70 rpm) por 2 horas. Apés o periodo, 5 mL de top agar VM
foi misturado e a mistura colocada e vertida sobre a superficie de placas contendo
50 mL de meio VM suplementado com sorbose 2% (para induzir o crescimento
colonial) e higromicina na concentracdo final de 250 pg/mL. As placas foram
incubadas a 30°C até o aparecimento das coldnias isoladas, as quais foram
transferidas para tubos de ensaio contendo meio VM solido. Os clones resultantes
foram repicados trés vezes em placas contendo meio VM acrescido de sorbose e
higromicina para confirmar estabilidade dos transformantes.

Meio de regeneracdo: 4 mL de sorbitol 1 M gelado, 100 uL sais de Vogel 50 x.

VI - Andlise do mutante obtido por RIP

Um clone resultante do processo de RIP foi avaliado pelo crescimento em
meio solido. Micélio das linhagens mutante e selvagem (FGSC 424, A) foram
inoculados na superficie do meio de cultura em uma das extremidades do tubo e a
frente de crescimento foi medida em milimetros ao longo dos dias. O crescimento foi
realizado em race tubes, 0s quais sao longos tubos (40 x 1,5 cm) contendo ambas
extremidades curvadas em angulo de 45°C. Os seguintes meios foram utilizados:

meio VM contendo sacarose 2% nas temperaturas de 25°C e 37°C, e 0 mesmo meio
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de cultura com adicdo de extrato de levedo 2% a 25°C (RYAN; BEADLE; TATUM,
1943).

VIl - Produgdo da proteina recombinante em E. coli

A proteina foi produzida na forma recombinante para a producéo de anticorpo.
Para isto, 0 cDNA que codifica a proteina foi amplificado por PCR, subclonado no

vetor pET-28a e o plasmideo resultante utilizado para transformar E. coli.

VII.1. Subclonagem do cDNA no vetor pET-28a

O mapa fisico do pET-28a (Novagen) esta mostrado na Figura 9. Este vetor
possui a marca de selecdo KAN, a qual confere resisténcia ao antibidtico canamicina
em bactérias. Neste vetor, a producdo de proteinas recombinantes estd sob o
controle do promotor induzivel T7, o qual permite a produgdo da proteina
recombinante em alta concentragdo em meio contendo IPTG (isopropil-tio-p-D-
galactopiranosideo). O cDNA que codifica a proteina foi amplificado por PCR
utilizando os oligonucleotideos Pho-F e Pho-R (item 111.2.3) e o gene foi clonado nos
sitios de Ndel e BamHI in frame a sequéncia que codifica uma cauda de poli-
histidina (cauda poli-His), portanto a proteina produzida apresentou-se fusionada a
cauda poli-His na extremidade N-terminal, a qual sera importante durante a
purificacdo da proteina recombinante através de cromatografia de afinidade em
resina Ni** HiTrap Chelating de 5 mL (Amersham Biosciences). A construcdo
plasmidial foi confirmada por sequenciamento de DNA e utilizada para transformar

células competentes da linhagem de E. coli BL21(DE3).

VII.2. Producgdo e purificagdo da proteina recombinante

Primeiramente a analise da producdo da proteina recombinante foi realizada
em pequena escala para avaliar as melhores condi¢cdes de producédo. Para isto
células competentes E. coli BL21(DE3), transformadas com a construcao plasmidial

citada acima, foram cultivadas em 50 mL de meio 2YT liquido com glicose 0,2% e
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canamicina (30 ug/mL de concentracao final) nas temperaturas de 30°C e 37°C, e a
producado da proteina recombinante foi induzida com adicéo de 0,1 mM e 0,4 mM de
IPTG durante 5 e 4 horas, respectivamente. Ao final deste periodo, as células foram
coletadas, ressuspensas em tampéo Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 e a producdo da
proteina recombinante foi analisada em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE)
(LAEMMLI et al., 1970).

Posteriormente, a proteina recombinante foi produzida em maior quantidade.
Para isto células foram cultivadas em 1 L de meio 2YT liquido com glicose 0,2% e
canamicina (30 ug/mL de concentracdo final) na temperatura de 30°C até a
concentragdo celular atingir uma densidade otica a 600 nm de 0,8. Apds esse
periodo, a producdo da proteina recombinante foi induzida com adicao de 0,1 mM de
IPTG durante 5 horas. As células foram coletadas por centrifugacéo, o sobrenadante
descartado, os concentrados celulares obtidos foram ressuspensos em 35 mL de
tampéao de lise. A suspenséo celular foi lisada por sonicagdo usando o equipamento
Sonics Vibra Cell (Sonics & Materials, Modelo VCX-500). Em gelo, as células foram
lisadas através de 30 ciclos de 10 seg. de lise e 10 seg. de espera em gelo, com 0
aparelho ajustado em sua poténcia maxima. Apos a lise celular foi coletada uma
aliquota de 1 mL do extrato bruto (EB). Em seguida, o extrato celular foi centrifugado
a 30.000 x g a 4°C por 20 min, e aliquotas de 1 mL do precipitado (P) e do
sobrenadante (S) foram coletadas. Proteinas das amostras do precipitado e
sobrenadante foram quantificadas pelo Bio-Rad Protein Kit Assay e analisadas
através de SDS-PAGE gel 12%.

A purificagdo da proteina foi realizada por cromatografia de afinidade
utilizando uma coluna de 5 mL de Ni** HiTrap Chelating (Amersham Biosciences),
seguindo as instrucbes do fabricante, acoplada ao sistema de purificacdo de
proteinas Akta Prime (Amersham). A coluna foi equilibrada com o tampéo de lise,
lavada com 80 mL do mesmo tampao, e 40 mL do sobrenadante foram aplicados na
coluna. Apés lavagem da coluna com o mesmo tampdo, a proteina foi eluida com 40
mL deste mesmo tampao, exceto que a concentracdo de imidazol passou para 500
mM.

As fragcOes correspondentes aos picos de absorbancia foram coletadas e
analisadas por SDS-PAGE 12%. As fracdes apresentando a proteina pura foram
reunidas e a solucdo final foi dialisada duas vezes a 25°C contra 1 L de tamp&o

glicina-NaOH 100 mM, pH 10,5, e depois dialisada contra 1 L de tampéo glicina-
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NaOH 20 mM, pH 10,5 por 12 horas cada. A proteina foi quantificada pelo método
de Hartree (HARTREE, 1972) e utilizada para posterior producédo de anticorpos em
coelho (descrito a seguir).

Tampéo de lise: Tris-HCI 50 mM, pH 8,0; NaCl 500 mM; imidazol 20 mM;
benzamidina-HCI 1 mM; PMSF 1 mM.

VIl - Producdo de anticorpos contra a proteina de interesse em

coelhos

Como descrito anteriormente, a proteina foi purificada, dialisada, quantificada

e utilizada para inocular coelhos.

VIIL.1. Imunizagdo dos coelhos e titulagao do soro

Para produzir anticorpos em coelhos foram utilizados dois coelhos machos
jovens. Esta parte do trabalho foi realizada nas dependéncias do Departamento de
Andlises Clinicas, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, a qual possui uma
infraestrutura adequada para este fim. Para a primeira injecdo no coelho,
aproximadamente 250 pg da proteina foi emulsificada em adjuvante de Freund
completo e aplicado, via intradérmica, em diferentes locais no dorso do animal. Apés
o periodo de trés semanas, a segunda injecdo foi realizada utilizando
aproximadamente 200 ug da proteina emulsificada com adjuvante de Freund
incompleto. As injecbes posteriores foram feitas na mesma concentracdo da
segunda, sendo que a terceira com um intervalo de 15 dias. Uma semana apoés a
terceira injecdo um pequeno volume de sangue foi colhido da orelha para verificar a
producdo de anticorpos (sangria de prova). A sangria total foi realizada através de
puncédo cardiaca apds a quarta injecao.

A titulac&o do soro foi realizada por Western blot com o procedimento descrito
no item IV.3. Para isso, a proteina recombinante produzida em E. coli
(aproximadamente 20 ug/canaleta) e extrato total do fungo foram fracionados
através de eletroforese SDS-PAGE 12% e, posteriormente, transferidos para

membranas de nitrocelulose. ApdOs a transferéncia e bloqueio, as membranas foram
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incubadas com varias diluicdes do anticorpo (1:100, 1:500, 1:1000, 1:2000 e
1:5000), lavadas e incubadas com anticorpo anti-lgG conjugado com fosfatase
alcalina (Bio-Rad). Em seguida, a membrana foi novamente lavada com TBST 1 x e
procedeu-se a revelacdo com 10 mL de tampao fosfato, 100 uL NBT e 100 pyL BCIP
(Bio-Rad).

Tampao fosfato: NaHCO3; 100 mM, MgCl, 1 mM.

NBT: 40 mM em dimetilformamida 70%.

BCIP: 30 mM em dimetilformamida.

IX - Métodos Moleculares

IX.1. Mini extragcao de DNA plasmidial

O DNA plasmidial foi extraido pelo método descrito por Holmes e Quigley
(1981), com algumas modificagdes.

Amostras de col6nias bacterianas foram inoculadas em 5 mL de meio liquido
2YT contendo glicose 0,2% e ampicilina (100 ug/mL de concentracdo final) a 37°C,
250 rpm, durante uma noite. Um volume de 1,5 mL da suspensao celular obtida foi
colocada em tubos Eppendorf e centrifugada por 1 min em microcentrifuga
Eppendorf a 16.000 x g. Ao concentrado celular foram adicionados 350 uL de uma

solucdo de lise, juntamente com 25 puL de uma soluc¢do de lisozima (10 mg/mL),
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mistura de fenol saturado em tampao TE:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1),
homogeneizadas e centrifugadas a 16.000 x g durante 10 min a 4°C. Cerca de 80 uL
da fase aquosa foram transferidos para um tubo Eppendorf novo, o DNA plasmidial
foi precipitado com 40 uL de acetato de aménio 7,5 M e 300 uL de etanol 95%
gelado, coletado a 16.000 x g durante 10 min a 4°C, lavado duas vezes com uma
solucdo gelada de etanol 70% e dissolvidos em 20 a 40 uL de tampé&o TE ou agua
ultra-pura.

Solucéo de lise: sacarose 8%; Triton X-100 0,5%; EDTA 50 mM, pH 8,0; Tris 10 mM,
pH 8,0.

Tampao TE: Tris-HCI 10 mM, pH 8,0 contendo EDTA 1 mM.

IX.2. Preparo e transformagado de células competentes de E. coli

Para o preparo de células competentes da linhagem DH10B de E. coli, células
ndo competentes foram rejuvenescidas em 5 mL de meio 2YT contendo glicose
0,2% e incubadas a 37°C a 250 rpm, durante uma noite. Apds a obtencéo de células
jovens, 500 uL deste crescimento foram inoculados em 100 mL de meio 2YT
contendo glicose 0,2%, e a cultura incubada a 37°C a 250 rpm até uma densidade
Otica a 600 nm de aproximadamente 0,7. As células foram coletadas em tubos
Falcon de 50 mL estéreis a 700 x g em microcentrifuga de mesa durante 15 min a
4°C. Os concentrados celulares foram lavados com 40 mL de uma solucéo de CaCl,
100 mM gelada e estéril e dissolvidos em 8 mL de CaCl, 100 mM estéril. As células
competentes foram utilizadas em reacbes de transformacdes de acordo com o
seguinte protocolo: 100 pL de células competentes foram incubadas em banho de
gelo por 30 min juntamente com os produtos das reacdes de ligagdo ou com solucao
de DNA plasmidial. Em seguida, as amostras foram submetidas a choque térmico de
42°C durante 2 min, adicionadas de 400 pL de meio 2YT com glicose 0,2% estéril, e
incubadas a 37°C durante 1 hora. As amostras foram plaqueadas em meio 2YT com
glicose acrescido de agar 2% e ampicilina (100 ug/mL de concentracéo final), nos
volumes de 50, 100, 150, 200 pL. As placas foram incubadas a 37°C durante uma

noite.
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1X.3. Extragcdo de DNA genémico e andlise por Southern blot

O DNA genbmico foi extraido de acordo com a metodologia descrita por
Weiland (1997). O micélio foi macerado em gral de porcelana com nitrogénio liquido,
transferido para tubos Eppendorf contendo 500 uL de tampéo de extracdo de DNA
gendmico e 500 uL de uma solucdo de fenol saturado em tampéo
TE:cloroférmio:&lcool isoamilico (25:24:1) e mantido no gelo. A mistura foi
homogeneizada em Vortex e centrifugada a 16.000 x g, 4 C, 10 min. A fase aquosa
foi transferida para tubo Eppendorf limpo e o DNA precipitado com 50 uL de acetato
de sédio 3 M, pH 5,2 e 950 uL de isopropanol a -80°C por 15 min. O precipitado foi
recolhido a 16.000 x g, 4'C, 10 min e digerido com uma solucédo de RNAse A 200
ng/mL a 37°C, 30 min. Nova extracao foi realizada com 200 pL de fenol saturado em
tampéao TE:cloroformio:alcool isoamilico (25:24:1), a fase aquosa foi transferida para
tubo Eppendorf limpo de 1,5 mL e precipitada com 100 uL de acetato de aménio 7,5
M e 750 uL de etanol absoluto gelado a -80°C, 15 min. O precipitado foi recolhido a
16.000 x g, 4°C, 10 min e lavado duas vezes com 700 pL de etanol 70% gelado a
16.000 x g, 4°C, 5 min. O precipitado foi ressuspenso em 50 a 100 pL de agua ultra-
pura. As concentragdes das amostras de DNA foram determinadas por absorbancia
a 260 nm em espectrofotometro Beckman, modelo DU 640 e suas purezas foram
analisadas através da relacdo de absorbancias 260/280 nm.

O DNA genbmico foi analisado por Southern blot conforme o procedimento
descrito por Sambrook & Russell (2001). Cerca de 10 ug de DNA gendmico, tratado
com RNAse, foi digerido com endonucleases de restricdo especificas. Os
fragmentos de DNA resultantes das digestdes foram separados por eletroforese em
gel de agarose 1%, transferidos por capilaridade para uma membrana de nylon
carregada positivamente (Hybond-N+, Amersham) e fixados a membrana por
crosslinking (CL-1000 Ultraviolet Crosslinker, UVP). A membrana foi pré-hibridizada
a 55C por 2 horas em solucdo Alkaphos Direct (Amersham) seguindo as
recomendacdes do fabricante e hibridizada na mesma solucdo utilizando como
sonda o cDNA do gene marcado radiativamente conforme descrito no item [11.2.2. A
sonda foi desnaturada a 100°C durante 10 min e um volume correspondente a 10°

cpm/ug de DNA foi adicionado & solucdo e a hibridizacéo foi realizada a 55°C por
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uma noite. Apds o periodo de hibridizacdo a membrana foi lavada da seguinte
maneira:

1 - SSPE 1 x; SDS 0,1% - 60°C, 30 min

2 - SSPE 0,5 x; SDS 0,1% - 60°C, 30 min

3 - SSPE 0,1 x; SDS 0,1% - 60°C, 30 min.

Apoés lavagem a membrana foi exposta ao filme radiografico (Kodak T-Mat
G/RA) por um a trés dias a -80°C.
Tampéo de extracdo de DNA: Tris-HCI 200 mM, pH 8,0; NaCl 250 mM; EDTA 25
mM, pH 8,0; SDS 1%.

IX.4. Sequenciamento de DNA

As reacdes para sequenciamento automatico do DNA foram realizadas em
termociclador, utilizando-se o kit Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction, da Perkin Elmer Biosystems. A metodologia baseia-se na reacdo de
Sanger et al. (1977), através da utilizagdo de trifosfatos de didesoxinucleosideos
marcados com corantes fluorescentes derivados da rodamina. As reacdes de
sequenciamento, a precipitacdo do DNA e a lavagem para retirada dos terminadores
nao incorporados foram realizadas em tubos Eppendorf. A reacédo foi realizada com
aproximadamente 400 ng de DNA plasmidial (e agua ultra-pura estéril num total de 4
uL), 2 uL da pré-mistura de Big Dye (fornecida com o kit), 2 uL de oligonucleotideo
(1,6 pmoles/uL) e 2 uL de tampédo de sequenciamento. A reacdo em termociclador
consistiu de 40 ciclos de 96°C por 30 seg, 52°C por 30 seg, 60°C por 4 min, ap6s
desnaturacao inicial de 96'C por 2 min. O DNA foi precipitado pela adicdo de 80 L
de isopropanol 70% (centrifugacdo a 9.300 x g por 20 min em microcentrifuga),
lavado com 1 mL de etanol 70% por 2 vezes e, ap0s secagem a temperatura
ambiente, guardado a -20°C. No momento da aplicacdo no gel, o DNA foi
ressuspenso em 2 ulL de reagente preparado a partir do kit ABI PRISM Lane
Guide™ da PE Biosystems (“Quinto Corante”) e desnaturado a 96°C por 2 min. O
sequenciamento foi realizado em sequenciador automéatico ABI Prism 377 (PE
Applied Biosystems) conectado a um computador Macintosh com os programas para

coleta e analise dos dados ABI Prism Data Collection” e “ABI Prism DNA Sequencing
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Analysis. As sequéncias nucleotidicas foram analisadas pelo programa CAP3
(HUANG; MADAN, 1999).
Tampéao de sequenciamento: Tris-HCI 200 mM, pH 9,0; MgCl, 5 mM.
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Resultados e Discussao
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| - Isolamento do cDNA e do gene que codifica a proteina semelhante

a Pho85p em Neurospora crassa

Quando este trabalho se iniciou, a biblioteca plasmidial de cDNA (AAD5-NC,
FGSC) construida no bacteriofago A havia sido previamente rastreada em nosso
laboratorio e, um plasmideo contendo o cDNA que codifica a proteina havia sido
isolado. Resumidamente, a seqiiéncia da proteina Pho85 da levedura S. cerevisiae
foi utilizada em uma andlise por BLAST
(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/neurospora/Home.html) com o objetivo
de buscar uma proteina ortéloga em N. crassa. A partir da sequéncia nucleotidica
identificada, no genoma do fungo, oligonucleotideos especificos foram desenhados
e utilizados em reacdes de amplificacdo por PCR. Um fragmento de 1,1 kb foi
amplificado a partir do DNA gendmico, o qual, ap0s sequenciamento parcial,
mostrou codificar uma proteina semelhante a Pho85p de S. cerevisiae. O fragmento
foi utilizado para rastrear a biblioteca de cDNA do fungo, resultando em um
plasmideo que continha um inserto de aproximadamente 2,2 kb, o qual contém a
ORF que codifica a proteina semelhante a Pho85p de S. cerevisiae e as regides
upstream e downstream a ORF.

Dando continuidade ao trabalho, o inserto foi submetido ao sequenciamento
completo utilizando oligonucleotideos especificos. Apdés o sequenciamento, uma
sequéncia nucleotidica de 1014 bp foi identificada como a ORF, incluindo o cédon
de término, a qual codifica um polipeptideo de 337 aminoacidos. A sequéncia
nucleotidica completa do inserto e a sequéncia polipeptidica deduzida a partir da
sequéncia nucleotidica estdo mostradas na Figura 10. A regido upstream possui 304
nucleotideos, enquanto que a regidao downstream possui 561 nucleotideos.

A comparacao da sequUéncia nucleotidica obtida por sequenciamento de DNA
comparada com a sequéncia correspondente, depositada no banco genémico de N.
crassa (http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/neurospora/Home.html)
permitiu determinar a presenca de um infron de 89 bp proximo a extremidade 5 do
cDNA, no nucleotideo 69. Na regido downstream a ORF foi identificada uma
sequéncia de nucleotideos de adenina localizada no nucleotideo 610, a partir do
codon de terminacdo, a qual é composta de 26 nucleotideos de adenina. Um

provavel sitio de poliadenilacdo (AAATAAT) foi identificado 28 nucleotideos



68

EcoRI1
CTGCAGGAATTCGGCACGAGCTCCCATCTTCACACTGTTCTAGACTTGTTAGATTTATCGGCGCAGAGACTGCTTCAGT
GCATCTTTGCTCTCCATCACGGCTTCTCACGGGCGACAGCTGCCTGACCAACAAGACCCAACAGGCGGCGAATCCCCCCA
ATCCCCTGCGCAAGACGGTCACTATTGGCTCTGTACTTTTCAACCGCGCCCATACGACCCAGCGACAACCTTCGCCACA
TCCTCATTATCTAGTCCAACAGTCCTCCGTTTCTTCAACCACAGCCCAGTCGGATCTATCTTCGGCACTCAGAGAAGCC

M D G R K H P S S F Q 0 L E K L G E G T Y A T V F 25
ATGGACGGCAGGAAACACCCAAGTTCTTTCCAGCAGCTTGAAAAGCTGGGAGAGGGTACTTATGCTACTGTCTTC

K 6 R NR Q T G E L V AL K E I H L D S E E G T P 50
AAAGGCCGCAACCGACAGACGGGCGAGCTTGTAGCTCTCAAGGAGATTCACCTTGACTCGGAAGAGGGGACACCG

s T™A I R E I s L M K E L K H E N I V A L H D VvV I 75
AGCACGGCAATCCGCGAGATCTCGCTCATGAAAGAACTGAAGCACGAGAACATTGTTGCTCTACACGATGTTATT

H T E N K L M L VF E Y M D G D L K K F M D T N G 100
CACACCGAGAACAAGCTTATGTTGGTGTTTGAGTACATGGATGGCGATCTTAAAAAGTTTATGGACACCAACGGC

EER G AL K P H VI K S FMHOQIL L K G I D F C H 125
GAGAGGGGAGCCCTCAAGCCACATGTCATCAAGTCCTTCATGCATCAGTTGCTCAAGGGTATTGACTTCTGCCAC

K N R VL HRDUIL K P QN L L I N S K G A L K L G 150
AAGAACAGGGTCCTACATCGAGACCTGAAGCCGCAGAACCTCCTTATCAACAGCAAGGGCGCTCTGAAGCTGGGT

b ¥ G L. AR AUF G I P VN T PF S N EV V T L W Y R 175
GATTTCGGTTTGGCGAGAGCATTCGGTATTCCAGTCAACACCTTTTCGAATGAGGTCGTCACTCTTTGGTATCGA

AP DV F L G S R T Y NT S I DI W S A G C I M A 200
GCTCCCGACGTGTTTCTTGGAAGTAGAACCTACAACACCAGCATCGACATTTGGTCCGCGGGATGTATCATGGCT

E M F¥F T GGR P L F P G T TNE D (O I V R I F R I M 225
GAGATGTTCACCGGCAGGCCTTTGTTTCCCGGCACCACTAACGAGGATCAGATTGTTCGCATTTTTAGGATAATG

G T p T E R T W P G L T S F P E Y K P N W QO M Y A 250
GGCACGCCGACGGAACGTACATGGCCTGGCCTCACCTCGTTCCCCGAGTACAAGCCTAACTGGCAAATGTATGCG

T ¢ $s L s s I L p ¢ I DR DG I DL L Q R M L O L 275
ACACAGAGCCTGTCATCCATCTTACCTCAGATTGACCGCGACGGCATCGACTTGCTTCAGCGGATGCTACAGTTG

R P E L R I S A H DAL Q H H W F N D L V H Q Q H 300
CGGCCCGAATTGCGAATCTCGGCTCACGATGCGCTTCAACACCACTGGTTCAACGACCTGGTCCACCAACAGCAT

H H O A Q Q S MM Q Q P P MM OQ OQ Q P M M Q O H R 325
CATCACCAAGCGCAGCAGTCAATGATGCAACAACCGCCGATGATGCAGCAACAGCCAATGATGCAGCAACATAGA

G Y G Q P Q P N Y E G Y * 337

GGCTACGGACAGCCGCAACCCAACTACGAGGGCTACTAGACAGAGTACCTTCCAAAAACCGGAAGGCAGACACCGCCGG
TTTTGGGGTTTCTCCACCAGTTTTGTGGCATCGACCGATGCCAGTAGTGTCAGGATCTCCTCCACCAGGATTCAAGAAG
ATTTGGGAGCAACTGATGCCAGGGTATCCTCCACCAGGGAGATATCCTCAACCGATACCCGGACATCCTCCAGCATGGA
GAAATTATCCATCAATACCCGGACATCCTCCAGCATGGAAATATTCTCAACCAATGCCCGGGCATCCTCTACGTGGGGA
ACATCCGCAACCGATGTCATGGTATCCTTCAAACCAACAGGTTCAAATGGGGCATTTATCGAGAGAAAATGGGTTGGTT
AACCGTGGCATGGGTTCGACTACAGATCTGTCAATGGCGTGGAAAGGAAATTTCAAGAGTGGCAATTCTAAATTGGACA
TGTCACGGCGGTCACTGCCCGTGGACCCCAGTCTCAACCCGTTTCAACATGATAATGGACAGCGAAATATAATGGTGCC

ACACAGGCCCCCAATACAAACAAAAAAAAAAAAAAAAAAARAAAAAACTCGAGGGGGGGCCCGGTACCAAAATGG
Xho

Figura 10 - Sequéncia nucleotidica completa do fragmento de DNA isolado apés
excisdo plasmidial pAD5-Ncpho85. A sequéncia mostra a ORF que codifica a proteina
semelhante a Pho85p de S. cerevisiae em N. crassa, a seqiiéncia de aminoacidos deduzida
a partir da sequéncia nucleotidica e as sequéncias das regides upstream e downstream a
ORF. O provavel sitio de poliadenilacdo esta mostrado em negrito, os sitios de restricdo
EcoRIl e Xhol utilizados na construcdo da biblioteca estdo mostrados e os codons de

iniciacdo (ATG) e término (TAG) estdo mostrados em negrito.
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upstream a cauda poli-A. O gene foi denominado Ncpho85 e a proteina deduzida
NcPHO85.

A Figura 11 mostra o alinhamento de sequéncias entre as proteinas
semelhantes a Pho85 de diferentes fungos e a seqiiéncia polipeptidica deduzida de
N. crassa. A proteina do fungo Aspergillus nidulans utilizada foi a PHOAM! e
podemos verificar os 46 residuos a mais que esta proteina contém na extremidade
N-terminal. Pode-se observar que a proteina de N. crassa mostra uma identidade
alta as proteinas do fungo dimorfico Sporothrix schenckii (85%) e do fungo
filamentoso Aspergillus nidulans (82%), mostrando também uma boa identidade a
proteina da levedura Schizosaccharomyces pombe (70%) e uma menor identidade a
proteina da levedura Saccharomyces cerevisiae (65%). Entretanto, como a proteina
Pho85p de S. cerevisiae foi a melhor estudada com relacdo as suas propriedades
bioquimicas, utilizaremos esta como base comparativa.

O motif PSTAIRE, composto pela sequéncia de aminoacidos
EGTPSTAIREISLMKE estad presente em todas as proteinas analisadas. Isso era
esperado visto que foi descrito que este dominio é importante para a funcédo destas
Cdks (ESPINOZA et al., 1994; MORGAN, 1997; BUSSINK; OSMANI, 1998; JESUS-
BERRIOS; RODRIGUEZ-DEL VALLE, 2002). O dominio T-loop, descrito por
Nishizawa et al. (1999) na Pho85p de S. cerevisiae, e que compreende 0s
aminoacidos 163-NTFSSE-168 (NISHIZAWA et al., 1999) possui o residuo Serl67
alterado para Asn nos outros fungos utilizados para o alinhamento, inclusive na
sequéncia de N. crassa. Por outro lado, diversos pesquisadores concluiram que este
loop ndo necessitava ser fosforilado para que houvesse ativacdo da Pho85p
(NISHIZAWA et al., 1999; WILSON; MAHRENHOLZ; ROACH, 1999). Nishizawa et
al. (1999) descreveram que o residuo importante para a ativacdo parece ser a Thr
(em negrito), portanto a funcdo destas Cdks estaria preservada. O dominio rico em
glicinas que compreende os aminoacidos 14-GNGTYATVY-22 (NISHIZAWA et al.,
1999) possui mais de uma alteracdo na enzima de N. crassa, bem como nas
enzimas dos outros fungos comparados.

Analisando a sequéncia protéica de N. crassa e a dos outros fungos
observamos que o dominio rico em glicinas de N. crassa esta levemente deslocado
em relacdo ao de S. cerevisiae e h4 duas alterac6es em seus residuos, de Asnl5 na

levedura para Glul8 no fungo, e de Tyr22 para Phe25. Porém, foi o residuo Tyr18
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Figura 11 - Alinhamento de sequéncias de proteinas semelhantes a Pho85p de S.

cerevisiae de diferentes organismos. O alinhamento foi realizado com o programa

ClustalW, e a identidade e similaridade foram determinadas por Boxshade. Os aminoéacidos

idénticos estdo em negro e as trocas conservativas estdo representadas em cinza. As

sequéncias de amino&cidos correspondentes aos dominios rico em glicina (*), PSTAIRE (**)

e T-loop (***) estdo indicados.
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da levedura que mostrou ser importante na ligacao a ciclina Pho80p (NISHIZAWA et
al., 1999) e este aminoacido esta conservado na proteina de N. crassa.

Santos et al. (1995) descreveram uma regido de aproximadamente 100
aminoacidos na extremidade C-terminal que seriam essenciais para a funcao e
especificidade da Pho85p na levedura, porém a partir do residuo 194 da proteina da
levedura hd uma regido pouco conservada entre as proteinas semelhantes a
Pho85p analisadas neste alinhamento. Uma seqiiéncia descrita por interagir com as
ciclinas e por ligar-se a fosfato compreende a seqiéncia de aminoécidos 36-
KEVKLD-41 (SANTOS et al.1995) e na proteina de N. crassa 0s residuos nesta
regido sdo 39-KEIHLD-44. Podemos observar que os residuos de aminoacidos
Val38 e Lys39 na levedura séo lle41 e His42 na sequéncia do fungo.

O isolamento da sequéncia gendmica do gene foi realizado utilizando uma
biblioteca genémica de N. crassa construida em vetor A e como sonda o fragmento
de aproximadamente 1,1 kb do cDNA marcado radiativamente (descrito
anteriormente). O rastreamento foi realizado através de trés ciclos de hibridizacéo e
apos os ciclos foram obtidas cinco amostras de virus, as quais foram utilizadas para
infectar células da linhagem bacteriana de E. coli BNN132. Esta linhagem de
bactéria foi utilizada para a obtencédo dos plasmideos contendo os insertos através
de excisdo plasmidial. Apés a excisdo plasmidial, os plasmideos foram utilizados
para transformar a linhagem de E. coli DH10B e os DNAs plasmidiais obtidos foram
analisados por digestdo com as endonucleases de restricdo BamHI e Xhol. A Figura
12 mostra que foram liberados dois fragmentos, um de aproximadamente 5 kb
(plasmideo) e outro de 5,5 kb, o qual corresponde ao fragmento gendémico isolado
da biblioteca ABARGEM7-2 a partir das cinco amostras de DNA viral.

Para verificarmos se o inserto selecionado continha o gene que codifica a
proteina semelhante a Pho85p de S. cerevisiae, o sequenciamento parcial da regiao
codificadora do gene e das regibes upstream e downstream a ORF foi realizado. O
sequenciamento de DNA confirmou a presenca do gene em todas as amostras de
DNA plasmidiais. Um dos plasmideos foi selecionado para o sequenciamento
completo da regido codificadora do gene e da regido upstream a ORF. Apos
sequenciamento foi observado que a sequéncia nucleotidica da regido codificadora
contém 1103 bp, a qual corresponde a ORF de 1014 bp e um intron de 89 bp. O

sequenciamento  também  confirmou a presenca dos  nucleotideos
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Figura 12 - Eletroforese dos plasmideos isolados da biblioteca genémica ABARGEM7-
2. A digestdo foi realizada com as enzimas BamHI e Xhol. Linha 1: marcador de peso
molecular de DNA, 1kb /adder. Linhas 2 a 6: amostras dos diferentes DNAs plasmidiais.

Eletroforese em gel de agarose 0,8% contendo brometo de etidio 0,5% em tamp&o TAE 1x.
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gt e ag nas extremidades 5 e 3" do intron, respectivamente, como 0s sitios
doadores e aceptores de splicing (Figura 13).

A regido upstream apresentou um tamanho de 1131 bp, como podemos
observar na figura. Os sitios Smal, Kpnl e EcoRI presentes da regido de clonagem
multipla do vetor foram identificadas na regido upstream. Nesta regido foram
identificadas cinco sequéncias ricas nos nucleotideos A e T, sendo uma delas a
provavel seqiéncia TATA box (AAATTTAAA) (destacadas em lilas). Estas
seqliéncias estdo localizadas muito distantes do codon de iniciacdo (ATG). Um
provavel sitio CAP (TTCAG) foi localizado 238 bp antes do codon de iniciacdo (ATG)
(destacado em azul), o qual também esta presente na sequéncia do cDNA isolado
anteriormente e que pode levar a conclusdo de que o cDNA isolado possa estar
completo. Uma sequéncia Kozak (AAGCCATGGA) foi identificada, a qual é
importante para o inicio da traducdo (KOZAK, 1986), e esta destacada em verde.

A regido downstream a ORF foi parcialmente sequienciada e apenas 999 bp
de um total aproximado de 3,3 kb foram sequenciados. Nesta regido foi identificado
um provavel sitio de poliadenilagdo (AAATAAT), o qual havia sido previamente
identificado na sequéncia do cDNA. Nesta regidao € importante salientar a existéncia
de uma ORF, na qual o provavel sitio de poliadenilacdo esta contido. Esta ORF de
570 nucleotideos codifica uma proteina de 189 residuos de aminoécidos, a qual foi
anotada como uma putative protein e o gene de xnc086 110
(http://mips.gsf.de/genre/proj/ncrassal/singleGeneReport.html?entry=xnc086_110).

Il - Andlise da expressdo génica

II.1. Andlise da expressdo génica por Northern blot

Com o objetivo de determinarmos a expressdo do gene Ncpho85 durante o
crescimento vegetativo do fungo, células da linhagem selvagem (FGSC 424, A)
foram crescidas em dois meios de cultura liquidos (meio VM e meio Fries, pobre em
fosfato), e o micélio foi coletado em diferentes tempos de crescimento. O RNA total
foi extraido a partir de conidios coletados para representar o tempo zero, e a partir

de amostras coletadas nos tempos de 6, 12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas de
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TTCGAACCCGG GAATTAGTAACGCTTAAATTACTTTAATCCTATAGTAGTAGGCTATATTTAATTAGGT
TCAGGAAGGTTGGAGGGCCGCGGTAARAGGGTCGGAATTAAAACCCCGGGGTTTAAATACATACAAATCGAATATA
TTATTATAATTAGAATATTCGGGAGAATACTAAATTTAAACAAGAGGAAGGGTAAATTAAATACAAATATAARAA
GGTTATTAAATAAAATTAGAACGGCCGTTTCCTAGAACGAATAGTAAATTATATCGAATAAATTAAGCGTCGTAG
GTCTATATACGTITACTCTAATCGGAATTATAGTAAATAAAAACAAATAAATTACGTATTACGACTTTAGGGGTTT
CGCTCTAATTAGAATTACGGAGAATAAAAACAAATATATTACCGTATTACGACTTTAGGGGTTTCGTTCTAGTAA
AAGTAAATAATTAGAATTAAGGNGTATCTTAACTCTNACTAGAGCAGAGTTCAATTGCAATAGTTGGGCCCCACA
GCGGCTGACGGCCGAAATACTCAAAATTGGCTCAGACCTGCTACCGCAGAAACGGGTGGGGTGGGGTGGTTTTGG
AGGTTAGTGGGTNTGACTGAGANTACTGCTGTACCTGAGGTCCCCANTGCCCTTCNTGGCGCGCGCCTGACCCAA
CTGAACCCAAACAACCAACCCAGGGCAACCTTATTTCCCCTTCCATGTCCACGTTTGACCCTTCCACCATCCGTC
CTCATTCCGACATCCACGCCCGACCCTTCCACCGCCTGCGAACATCTACCGTACACCATCTCCCATARAGTNTGA
ACCGCCTCTCCCATACCGGCCTACGATCGCCACTCCCATCTTCACACTGTTCTAGACGTGTTAGATTTATCGGCG
CAGAGACTGCTTCAGTGCATCTCTGCTCTCCATCACGGCTTCTCACGGGCGACAGCTGCCTGACCAACAAGACCC
AACAGGCGGCGAATCCCCCAATCCCCTGCGCAAGACGGTCACTATTGGCTCTGTACTTTTCAACCGCGCCCATAC
GACCCAGCGACAACCTTCGCCACATCCTCATTATCTAGTCCAACAGTCCTCCGTTTCTTCAACCACAGCCCAGTC
GGATCTATCTTCGGCACTCAGAGAAGCCATGGACGGCAGGAAACACCCAAGTTCTTTCCAGCAGCTTGAAAAGCT
GGGAGAGGGTACTTATGCTACTgtaagagatctctccttggcccagaactgtccctcggtgaacagggagaagta
TttgtagggtgcaaatggctgacactacgtcctcagGTCTTCAAAGGCCGCAACCGACAGACGGGCGAGCTTGTA
GCTCTCAAGGAGATTCACCTTGACTCGGAAGAGGGGACACCGAGCACGGCAATCCGCGAGATCTCGCTCATGAAA
GAACTGAAGCACGAGAACATTGTTGCTCTACACGATGTTATTCACACCGAGAACAAGCTTATGTTGGTGTTTGAG
TACATGGATGGCGATCTTAAAAAGTTTATGGACACCAACGGCGAGAGGGGAGCCCTCAAGCCACATGTCATCAAG
TCCTTCATGCATCAGTTGCTCAAGGGTATTGACTTCTGCCACAAGAACAGGGTCCTACATCGAGACCTGAAGCCG
CAGAACCTCCTTATCAACAGCAAGGGCGCTCTGAAAGCTGGGTGATTTCGGTTTGGCGAGAGCATTCGGTATTCC
AGTCAACACCTTTTCGAATGAGGTCGTCACTCTTTGGTATCGAGCTCCCGACGTGCTTCTTGGAAGTAGAACCTA
CAACACCAGCATCGACATTTGGTCCGCGGGATGTATCATGGCTGAGATGTTCACCGGCAGGCCTTTGTTTCCCGG
CACCACTAACGAGGATCAGATTGTTCGCATTTTTAGGATAATGGGCACGCCGACGGAACGTACATGGCCTGGCCT
CACCTCGTTCCCCGAGTACAAGCCTAACTGGCAARATGTATGCGACACAGAGCCTGTCATCCATCTTACCTCAGAT
TGACCGCGACGGCATCGACTTGCTTCAGCGGATGCTACAGTTGCGGCCCGAATTGCGAATCTCGGCTCACGATGC
GCTTCAACACCACTGGTTCAACGACCTGGTCCACCAACAGCATCATCACCAAGCGCAGCAGTCAATGATGCAACA
ACCGCCGATGATGCAGCAACAGCCAATGATGCAGCAACATAGAGGCTACGGACAGCCGCAACCCAACTACGAGGG
CTACTAGACAGAGTACCTTCCAAAAACCGGAAGGCAGACACCGCCGGTTTTGGGGTTTCCTCCACCAGTTTTGTG
GCATCGACCGATGCCAGTAGTGTCAGGATCTCCTCCACCAGGATTCAAGAAGAATTTGGGAGCAACTGATGCCAG
TAAGAGAGGGCTACTACACCGAAGAGCAGTTTCTAGGAGAGCGAACAATGCCAGGGTATCCTCCACCAGGGAGAT
ATCCTCAACCGATACCCGGACATCCTCCAGCATGGAGAAATTATCCATCAATACCCGGACATCCTCCAGCATGGA
AATATTCTCAACCAATGCCCGGGCATCCTCTACGTGGGGAACATCCGCAACCGATGTCATGGTATCCTTCARAACC
AACAGGTTCAAATGGGGCATTTATCGAGAGAAAATGGGTTGGTTAACCGTGGCATGGGTTCGACTACAGATCTGT
CAATGGCGTGGAAAGGAAATTTCAAGAGTGGCAATTCTAAATTGGACATGTCACGGCGGTCACTGCCCGTGGACC
CCAGTCTCAACCCGTTTCAACATGATAATGGACAGCGAAATATAATGGTGCCACACAGGCCCCCAATACAAACAG
GTGTAATGGGTGATGGACACCCAAATGCGATGCCGCCGCGATTTCAGTTGCTTCAGTCATCTTTCATGCCTCCGG
TCCCCCCTCCTCCACCGGCCTTATCGAGGTTACCGGCGTCACATGAGCCTCGACATARACAGATTGAATTTCCAC
GAAGTTTCCAATATTAATTCATGATGTGAATGGTCCCGGACCTAACGCTGGAAAGAGAAGTTCATCTGTTTTCAG
TTTGAGAAGCTGCCGCCTGGTTCTCGATCATTCCGGACAAGAACATACGCCGATGTTGCACGTTCCTCAAGCTTT
ACTCGCGACTGATCACACACGGCGGAAGAGCACAATAAATAAGTAGATGGTAATCTTTGTTATCATGTTTACTTG
GGATGGTCATTATCTACAAAACGGGGGCATA
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Figura 13 - Sequéncia nucleotidica completa do fragmento de DNA isolado apés

excisdo plasmidial pPBARGEM-Ncpho85. A seqiiéncia mostra a ORF que codifica a

proteina semelhante a Pho85p de S. cerevisiae em N. crassa, o infron e as sequéncias das

regides upstream e downstream. A regidao 5'-UTR contida na seqiiéncia do cDNA inicia-se

no C. Em destaque observamos os provaveis: TATA box (lilas), sitios CAP (azul), sequéncia

Kozak (verde), sitio de poliadenilagédo (grifado em amarelo), gene xnc086_110 (vermelho). O

nucleotideo A do cédon de iniciagdo ATG foi considerado como o nucleotideo +1.
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crescimento. A expressdo do gene foi analisada através de Northern blot e os
resultados estdo mostrados nas Figuras 14 e 15, em meio VM e em meio Fries,
respectivamente. Os resultados mostraram a presenca de duas bandas de
hibridizacdo sendo a inferior de 2,2 kb, a qual, muito provavelmente, corresponde ao
transcrito do gene Ncpho85.

Uma outra banda de hibridizacdo, de aproximadamente 2,7 kb foi também
identificada, a qual foi verificada em diferentes experimentos utilizando diferentes
preparacdes de RNA. Portanto, a presenca desta banda de hibridizacdo ndo pode
ser atribuida a qualidade das preparacdes de RNA utilizadas. Como relatado
anteriormente, a presenca das sequéncias TATA box na regido upstream a ORF
foram identificadas muito anteriormente ao codon de iniciacdo da ORF (de -900 a -
700), o que ndo é caracteristico da maioria dos genes em fungos. Entretanto, um
outro cédon de iniciacdo (em negrito na Figura 13) foi identificado mais préximo a
sequéncia TATA box, o qual poderia estar presente em outro transcrito do gene de
tamanho maior. A presenga do transcrito de maior massa molecular observado nas
figuras 14 e 15 poderia, portanto, ser explicada considerando a existéncia de dois
sitios de inicio da transcricdo distantes entre si em aproximadamente 450
nucleotideos. Para comprovar esta suposicdo os sitios de inicio da transcricdo do
gene Ncpho85 devem ser identificados.

O gene phoA de A. nidulans foi identificado por codificar duas proteinas
quinases (PHOA™ e PHOAM), as quais conttm o motif PSTAIRE e,
provavelmente, sao resultado de um splicing alternativo do RNAmM. Neste gene um
intron localizado na regido 5-UTR contém um ATG adicional, o que deve iniciar a
sintese da proteina maior. A proteina PHOA™! seria codificada pelo mesmo gene
que a proteina PHOAM*, mas com outro sitio de inicio de transcricdo (BUSSINK;
OSMANI, 1998). Baseado no que foi descrito para A. nidulans seria possivel supor
gue o transcrito de maior peso molecular para o gene Ncpho85 seria produto do
mesmo gene, mas com outro sitio de inicio da transcricao.

Para aumentar a especificidade da analise da expressdo, uma sonda menor
de 383 bp, correspondente a sequéncia dos nucleotideos finais da extremidade 3°
do cDNA, a qual codifica uma seqiiéncia de aminoacidos pouco conservada entre as
quinases analisadas, foi também utilizada. Neste caso, as duas bandas de
hibridizacdo também foram observadas. Em todas as analises foi possivel observar

uma maior intensidade dos dois transcritos em 12 horas de cultivo. Nos tempos de
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Figura 14 — Andlise da expressdo do gene Ncpho85 durante o crescimento em meio
VM através de Northern blot. Os nimeros indicam os tempos de crescimento de: 0, 6, 12,
24, 36, 48, 60, 72 h. (A) Preparacdes de RNA 18S (painel inferior) e autoradiografia do gel
(painel superior) utilizando como sonda o fragmento de 1,0 kb do cDNA,; (B) Preparacdes de
RNA 18S (painel inferior) e autoradiografia do gel (painel superior) utilizando como sonda o
fragmento de 350 bp correspondente a extremidade 3~ da ORF. As amostras de RNA foram
fracionadas em gel de agarose 1,5% contendo formaldeido 2%, transferidas para membrana

de nylon neutra e hibridizadas nas condi¢des descritas em Materiais e Métodos.
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Figura 15 — Analise da expressao do gene Ncpho85 durante o crescimento em meio
Fries através de Northern blot. Os numeros indicam os tempos de crescimento de: 0, 6,
12, 24, 36, 48, 60, 72 h. (A) Preparacdes de RNA 18S (painel inferior) e autoradiografia do
gel (painel superior) utlizando como sonda o fragmento de 1,0 kb do cDNA; (B)
Preparagcbes de RNA 18S (painel inferior) e autoradiografia do gel (painel superior)
utilizando como sonda o fragmento de 350 bp correspondente a extremidade 3" da ORF. As
amostras de RNA foram fracionadas em gel de agarose 1,5% contendo formaldeido 2%,
transferidas para membrana de nylon neutra e hibridizadas nas condi¢gdes descritas em
Materiais e Métodos.
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crescimento anteriores e posteriores a 12 horas 0s niveis dos transcritos foram
menores. Este pico em 12 horas foi mais evidente quando o fungo foi cultivado em
meio pobre em fosfato (meio Fries). O transcrito de menor massa molecular (2,2 kb)
apresentou bandas mais intensas, o que leva a conclusdo de que ha maior
quantidade deste transcrito, o qual provavelmente seria 0 transcrito correspondente
ao cDNA isolado no rastreamento da biblioteca de cDNA.

Frente a estes resultados tornou-se importante determinar se duas proteinas
sdo produzidas a partir dos dois transcritos. Para isto, a proteina codificada pela
ORF de 1,1 kb foi produzida na forma recombinante em E. coli e utilizada para
produzir anticorpos em coelhos (resultados descritos nos itens V e VI). A expressao

da proteina foi analisada por Western blot.

I1.2. Andlise da expressdo da proteina NcPHO85 por Western blot

Outra maneira de analisarmos a expressao do gene foi avaliar a expressao da
proteina por Western blot. A extracdo das proteinas totais do fungo foi realizada a
partir das amostras coletadas nos diferentes tempos de crescimento em meio VM.
Os extratos protéicos foram fracionados por SDS-PAGE 12%, as proteinas foram
transferidas para membrana de nitrocelulose e hibridizadas com o anticorpo anti-
NcPHO85, produzido em coelho. A sequéncia nucleotidica da ORF do gene
Ncpho85 contém 1014 bp e a proteina codificada por esta possui 337 aminoacidos,
portanto, 0 peso molecular predito da proteina NcPHOS85 é de aproximadamente 38
kDa.

Uma analise da expresséo da proteina ao longo do crescimento vegetativo do
fungo esta mostrada na Figura 16. Podemos observar que quando utilizamos
apenas conidios, tempo zero de crescimento, a expressdo da proteina foi baixa,
ocorreu um aumento bastante significativo em 6 horas de crescimento, atingindo um
pico em 12 horas, diminuindo em 24 horas e estabilizando em 36 horas. Esta
expressdo obedece a um perfil semelhante ao observado no nivel do transcrito do
gene Ncpho85 (banda inferior de 2,2 kb) nos dois meios de cultura utilizados
(Figuras 14 e 15). Uma banda de hibridizacdo de aproximadamente 40 kDa foi
observada, o que leva a conclusdo de que apenas uma proteina € traduzida como
produto da expressédo do gene Ncpho85. Outra banda de hibridizagdo de tamanho

muito inferior, aproximadamente 25 kDa, foi observada em todas as amostras
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<€— ~40 kDa

Figura 16 - Andlise da expressdo da proteina NcPHO85 durante o crescimento em
meio VM por Western blot. Quantidades de 40 pg dos extratos protéicos correspondentes
aos tempos de 0, 6, 12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas, foram aplicadas no gel SDS-PAGE 12%.
Apos eletroforese, as proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose e
hibridizada com anticorpo anti-NcPHO85 (1:1000) e anticorpo secundéario conjugado com
peroxidase. Os valores de peso molecular (PM) estédo indicados em kDa. As condi¢cbes de
hibridizagc&o e revelacao da proteina estdo descritas em Materiais e Métodos.
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analisadas, muito provavelmente resultado de hibridizacdo inespecifica, uma vez
que a proteina utilizada na producdo dos anticorpos nao estava totalmente pura.
Esta andlise é preliminar e novas analises deverdo ser realizadas para confirmar a
presenca de apenas uma proteina. Se a presenca de apenas uma proteina for
confirmada podemos dizer que a regulacdo da expressdo do gene em N. crassa €
diferente da que ocorre no fungo A. nidulans, no qual duas proteinas sao
sintetizadas como produto da expressao do gene phoA (BUSSINK; OSMANI, 1998).

lll - Inativagao do gene Ncpho85:

lll.1. Inativagao génica mediada por RIP

A primeira técnica de inativacdo génica utilizada foi RIP, a qual baseia-se na
introduc@o de uma cépia extra do gene a ser inativado, através da transformacéo de
uma linhagem do fungo (SELKER, 1990). Transformantes contendo uma cépia
adicional introduzem mutacdes pontuais na sequéncia gendémica quando submetidos
a cruzamento seguido de meiose (WATTERS et al.,, 1999). As mutacfes séao
principalmente do tipo C—T, as quais podem levar a trocas de amino&cidos e
eventualmente a introducédo de cédons de terminacdo da traducdo em ambas copias
da sequéncia duplicada (CAMBARERI; SINGER; SELKER, 1991). Para isto
realizamos a subclonagem da cépia gendmica do gene Ncpho85 no vetor pMSN-1 e
utilizamos o plasmideo para transformar conidios da linhagem selvagem FGSC 3957
(A) por eletroporagdo. Os DNAs gendmicos dos clones transformantes foram
extraidos, quantificados e digeridos com a endonuclease de restricdo EcoRl, devido
a auséncia de sitios desta enzima no gene Ncpho85. Estes DNAs foram analisados
para a presenca de copia extra do gene Ncpho85 pela técnica de Southern blot
(Figura 17). Como controles positivos foram utilizados o DNA gendmico da linhagem
ndo transformada e o DNA plasmidial pMSN1-Ncpho85. Podemos observar na
autoradiografia a presenca de duplas coOpias do gene em cinco dos clones
transformantes analisados, os clones numerados como 3, 9, 10, 11 e 15.

Um transformante contendo a dupla cépia do gene de interesse, o clone 9, foi
utilizado para o prosseguimento da inativagao, sendo este submetido ao cruzamento

com uma linhagem do fungo de mating type
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Figura 17 - Southern blot dos clones apoés transformacdo. DNA gendmico de 13 clones
foram digeridos e analisados para a apresenga de duplas copias do gene Ncpho85. Linha 1:
pPMSN1-Ncpho85, linha 2: linhagem selvagem, linhas 3 a 15: DNA dos clones
transformantes. O DNA foi digerido com a enzima EcoRI, fracionado em gel de agarose 1%
e transferido para membrana de nylon Hybond-N* e hibridizado nas condi¢Ges descritas em

Materiais e Métodos.
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segregantes foram selecionados para a extracdo de DNA gendmico. As sequéncias
gendmicas de seis clones foram amplificadas por PCR e subclonadas no vetor
pMOSBIlue. Os plasmideos resultantes foram utilizados nas reacdes de
sequenciamento para analisar a introducdo de mutagcdes pontuais ao longo da
sequéncia gendmica. Apds o sequenciamento foi verificado que o processo de RIP
levou a introducdo de algumas mutacdes pontuais no gene, entretanto, nenhuma
mutacéo levou a introducéo de stop codon prematuro. Para intensificar as mutagoes,
foi realizado um novo cruzamento entre o clone que contém a dupla cépia do gene e
um dos segregantes apresentando mutacdes pontuais. Este segundo cruzamento
resultou em um segregante com uma mutag¢do que levou a introducdo de um stop
codon no residuo de aminoacido 166 da sequéncia polipeptidica. As sequéncias
nucleotidica e polipeptidica do clone pho™ estdo representadas na Figura 18.
Podemos observar quatro trocas nucleotidicas, sendo que na posi¢cao 497 houve a
troca entre C—A, a qual gerou um cédon de terminacao (TCG—TAG). Sendo assim,
células deste clone (pho™) devem produzir uma proteina truncada com
aproximadamente metade da seqiéncia polipeptidica da proteina nativa. Duas das
trocas nucleotidicas ocorreram antes do stop codon inserido, porém nao alteraram o
aminodcido codificado pela trinca. Por outro lado, a Ultima troca nucleotidica levou a
uma alteragdo do aminoacido codificado, mas este se encontra ap0s o stop codon.
Uma das observacdes importantes dos nossos resultados é de que o motif PSTAIRE

nao foi alterado e esta presente na proteina truncada, assim como o dominio rico em
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Figura 18 - Sequiéncia nucleotidica e polipeptidica do gene Ncpho85 do clone pho™.

Os nucleotideos trocados (posi¢cBes 12, 465, 497, 538) estdo em negrito e sublinhados e o

stop codon introduzido pela mutacdo esta sublinhado e representado por asterisco.
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a troca entre dois fragmentos de DNA, desde que estes possuam regifes
flanqueadoras iguais ou muito semelhantes (Figura 8). Para isto, o fragmento de 1
kb das regibes upstream e downstream a ORF, contendo aproximadamente 20 bp
do gene hph (resisténcia a higromicina) em uma das suas extremidades foram
amplificadas por PCR, gerando fragmentos de 950 bp e 1050 bp, respectivamente.
O mesmo procedimento foi realizado com o gene hph, gerando um fragmento de
aproximadamente 2,8 kb, também contendo aproximadamente 20 bp do gene
Ncpho85 em ambas extremidades. Os trés fragmentos resultantes foram submetidos
a uma PCR de fusdo gerando um unico produto de PCR de aproximadamente 5 kb.
Na Figura 19 podemos visualizar os fragmentos resultantes da PCR por eletroforese
em gel de agarose. Na Figura 19A podemos observar os fragmentos de 950 bp e
1050 bp das regides upstream e downstream a ORF, linhas 1 e 2, respectivamente,
e na Figura 19B, visualizamos o fragmento de 2,8 kb referente ao gene hph.

Os trés fragmentos citados foram submetidos a uma PCR de fusdo e
obtivemos um Uanico fragmento de aproximadamente 5 kb (Figura 19C). Este
fragmento resultante foi subclonado no vetor pMOSBIue e sequenciado, confirmando
a presenca dos trés fragmentos de origem unidos em um Unico fragmento maior.
Este fragmento de aproximadamente 5 kb foi utilizado para transformar conidios da
linhagem (FGSC 9781) de N. crassa. Nesta linhagem o processo de insercao
ectopica é reduzido o que favorece eventos de recombinacdo homadloga por crossing
over. Foram isolados 12 clones transformantes diferentes, os quais foram
selecionados em meio contendo higromicina. Dentre os clones isolados sete
possuem alterac6es morfolégicas notaveis. Entretanto, a sequéncia nucleotidica do
gene apés recombinacdo homéloga ainda ndo foi determinada em nenhum dos

clones selecionados.

IV - Andlise do mutante obtido por RIP

O clone resultante do processo de RIP foi avaliado pela taxa de crescimento
em meio sélido utilizando race tubes (Figura 20). Células das linhagens selvagem e
mutante foram rejuvenescidas e hifas (7 a 10 dias de crescimento) foram inoculadas
em uma das extremidades dos tubos, o crescimento foi monitorado a cada 24 horas

até a linhagem selvagem atingir o final do tubo. A taxa de crescimento foi expressa
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Figura 19 - Eletroforese dos fragmentos de DNA utilizados para a recombinacéo
homodloga. (A) Fragmentos amplificados das regifes 5'- (950 bp) e 3-UTR (1050 bp) do
gene Ncpho85 linhas 1 e 2, respectivamente. (B) Fragmento amplificado do gene hph de 2,8
kb. (C) Produto da PCR de fusdo, contendo o fragmento de aproximadamente 5 kb.
Eletroforese em gel de agarose 0,8% contendo brometo de etidio 0,5% em tampao TAE 1x.
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Figura 20 - Avaliacdo do crescimento das linhagens mutante e selvagem em race
tubes. Os dois tubos superiores mostram o crescimento da linhagem mutante pho™ e os
dois tubos inferiores mostram o crescimento da linhagem selvagem, ambos em meio VM a
25°C.



87

em mm/dia. A Figura 21 mostra os graficos do crescimento das linhagens selvagem
e mutante. O crescimento apresentado pela linhagem pho™ comparado ao
apresentado pela linhagem selvagem, no sétimo dia, foi de aproximadamente 30%
nos experimentos realizados em meio VM a 25°C (Figura 20A). Com isso foi
possivel verificar o reduzido crescimento da linhagem mutante em relacdo a
selvagem. Nos experimentos realizados em meio VM a 37°C (Figura 20B), a
linhagem selvagem apresentou um crescimento mais rapido (maior taxa de
crescimento nesta temperatura) quando comparado a 25°C, enquanto que a mutante
foi incapaz de crescer nestas condicdes. No meio de cultura suplementado com
extrato de levedo 2% a 25°C (Figura 20C), a linhagem selvagem apresentou padrao
semelhante ao meio VM a 37°C, enquanto que a mutante apresentou um ligeiro
crescimento no primeiro dia e, em seguida, ndo mostrou um avango no crescimento.

Linhagens da levedura S. cerevisiae contendo o gene PHOS85 inativado
também apresentam alteracdo da morfologia celular e defeitos no brotamento
(MEASDAY et al., 1997). Portanto, era esperado que a linhagem mutante de N.
crassa obtida no procedimento de RIP também apresentasse defeitos no

crescimento celular. Além disso, este mutante pho™ é termosensivel.

V - Producdo da proteina NcPHO85 na forma recombinante em E. coli

Ao analisarmos a expressdo do gene Ncpho85 ao longo do crescimento do
fungo N. crassa, nos experimentos de Northern blot, detectamos a presenca de duas
bandas de hibridizacdo, tornando-se necesséria a andlise da expresséo da proteina
NcPHO85. Para isto, a proteina na forma recombinante foi produzida em E. coli e
anticorpos foram produzidos em coelhos utilizando a proteina purificada. Para a
obtencdo da proteina recombinante a ORF do gene Ncpho85 foi subclonada no
vetor pET-28a e o plasmideo resultante utilizado para transformar células de E. coli,
linhagem BL21(DE3). Clones bacterianos produzindo a proteina foram analisados
em relacdo a presenca da proteina: se soluvel (no sobrenadante) ou insoluvel
(corpos de inclusdo). Para a andlise da solubilidade da proteina recombinante, a
inducdo da expressao foi realizada com adicdo de 0,1 mM e 0,4 mM de IPTG
durante 5 e 4 horas, respectivamente, e nas temperaturas de 30 e 37 C. Para
verificarmos em qual condicdo a proteina recombinante seria mais solluvel, a

presenca da proteina foi avaliada em gel de poliacrilamida 12% (Figura 22). Foi
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Figura 21 - Crescimento das linhagens selvagem e mutante. (A) Crescimento da
linhagem selvagem (WT) e da mutante (RIP) em meio VM contendo sacarose 2% na
temperatura de 25°C, (B) Crescimento em meio VM contendo sacarose 2% na temperatura
de 37°C, (C) Crescimento em meio VM contendo sacarose 2% com adicédo de extrato de
levedo 2% na temperatura de 25°C. O crescimento foi avaliado pela extenséo das hifas

aéreas em race tubes.
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Figura 22 - Analise da solubilidade da proteina His6-NcPHO85 recombinante
produzida em E. coli. Eletroforese SDS-PAGE das fragBes coletadas dos sobrenadantes
(S) e dos precipitados (P) nas quatro condi¢des: 1- (0,1 mM de IPTG, 30°C); 2- (0,4 mM de
IPTG, 30°C); 3- (0,1 mM de IPTG, 37°C) e 4- (0,4 mM de IPTG, 37°C). PM, peso molecular
em kDa (Invitrogen). As condicdes de producdo da proteina estdo descritas em Materiais e
Métodos.
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observado que a condicdo de 0,1 mM de IPTG e temperatura de 30'C durante 5
horas foi a condicdo de expressdo escolhida, pois mostrou uma boa quantidade da
proteina na forma solavel (Figura 22, linha 1).

Utilizando estas condicdes, a proteina recombinante foi produzida em maior
quantidade (1 L). As células foram lisadas e uma aliquota do extrato bruto (EB) foi
removida. Em seguida, o extrato foi centrifugado e aliquotas do precipitado (P) e do
sobrenadante (S) foram também removidas. O sobrenadante, contendo a proteina
fusionada a cauda de poli-His foi utilizado para a purificagdo da proteina por
cromatografia de afinidade. O perfil cromatogréafico da purificacdo estd mostrado na
Figura 23. As fracdes EB, sobrenadante, precipitado antes da purificacdo e as
fracbes coletadas durante a purificacéo (FT, flow through e fragbes apos eluicdo com
imidazol) foram analisadas por SDS-PAGE (Figura 24). Podemos observar que as
fracOes coletadas apés eluicdo com imidazol apresentaram grande quantidade da
proteina recombinante, entretanto Vvarios contaminantes protéicos estavam
presentes. A proteina encontrou-se razoavelmente pura nas fracfes de 6 a 10. Os
conteudos destes tubos foram misturados e o volume final foi dialisado duas vezes
para a remocéao de imidazol. Apds dialise, a proteina foi quantificada e armazenada

a 4 C, para posterior utilizacao.

VI - Producgdo e andlise de anticorpos anti-NcPHO85

A producado dos anticorpos foi realizada utilizando coelhos jovens, os quais
foram imunizados com a proteina recombinante. Uma aliquota de sangue antes da
imunizagcdo (soro pré-imune) foi removida do animal. Uma semana apds a quarta
injecdo, a sangria total do animal foi realizada através de puncéo cardiaca. O soro
contendo o anticorpo foi analisado por Western blot, utilizando a proteina
recombinante produzida em E. coli e o soro nas diluigdes de 1:100, 1:500, 1:1000,
1:2000 e 1:5000. O soro pre-imune foi utilizado como controle, nas mesmas diluicées
citadas. Na Figura 25 esta mostrado o resultado do Western blot para a titulacdo do

soro, no qual podemos observar que 0 SO
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Figura 23 - Perfil cromatografico da purificacao da proteina recombinante NcPHO85
produzida em E. coli. A proteina foi purificada por cromatografia de afinidade em uma
coluna cromatogréafica de Ni** HiTrap Chelating (Amersham). A eluicdo foi realizada em

gradiente de imidazol (0 a 500 mM). Fracfes de 4 mL foram coletadas durante a eluicéo.
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Figura 24 - Andlise das fracGes obtidas durante a purificacdo da proteina His6-
NcPHOB85 recombinante. Eletroforese SDS-PAGE 12% das fracdes EB (extrato bruto), S
(sobrenadante), P (precipitado), e FT (flow-throught), e das fragbes 1 a 10, apds elui¢do. (A)
Gel contendo EB, S, P, FT, e fragfes 1 a 5. (B) Gel com as fracdes 6 a 10. A seta indica a
proteina recombinante com aproximadamente 38 kDa. PM, peso molecular em kDa

(Invitrogen).
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Figura 25 — Titulacéo do anticorpo anti-NcPHOS85 produzido em coelho. Quantidades de
20 ug, por canaleta, da proteina recombinante foram fracionadas em gel SDS-PAGE 12%.
ApOs eletroforese, as proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose e
hibridizada com o anticorpo anti-NcPHO85, sendo que, as canelatas de 1 a 5 foram
aplicadas amostras do soro pré-imune nas diluicées 1:100, 1:500, 1:1000, 1:2000 e 1:5000,
respectivamente, e nas canaletas de 6 a 10 foi utilizado o soro apés imunizagdo, nas
mesmas diluigcdes. Posteriormente, a membrana foi hibridizada com o anticorpo secundario
conjugado com fosfatase. A seta indica a proteina recombinante com aproximadamente 38
kDa. As condi¢des de hibridizacdo e revelacdo da proteina estdo descritas em Materiais e
Métodos.
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As principais conclusdes deste trabalho foram:

- Um cDNA de aproximadamente 2 kb foi isolado (Ncpho85), o qual possui
uma ORF com 1014 bp e codifica uma proteina de 337 aminoacidos (NcPHO85), a
qual apresenta homologia a outras proteinas semelhantes a Pho85p existentes em
bancos de dados. Na sequéncia da proteina NcPHO85 foram identificados: o
dominio PSTAIRE, o dominio rico em glicina e o dominio T-/loop, 0s quais estdo
presentes na seqiiéncia da proteina da levedura S. cerevisiae, a proteina melhor
estudada até o momento.

- Utilizando a sequéncia da ORF como sonda, um fragmento de
aproximadamente de 5,5 kb do DNA genémico foi isolado. O gene Ncpho85 foi
sequenciado e a sequéncia obtida foi comparada com a sequéncia depositada em
bancos de dados de N. crassa confirmando a presenca de um intron (89 bp) no
nucleotideo 69. A regido upstream a ORF também foi seqlenciada e contém 1131
bp, provaveis sequéncias TATA box e sitios CAP foram também identificados. Além
disso, a presenca de outro provavel codon de iniciagdo foi observada. A regido
downstream a ORF foi parcialmente seqienciada (999 nucleotideos desta regido) e
o provavel sitio de poliadenilacdo foi identificado, além da presenca de uma outra
ORF, a qual contém o provavel sitio de poliadenilacéo.

- A analise da expressdao do gene ao longo do crescimento do fungo em
diversas condi¢cdes de crescimento foi realizada por Northern blot. A presenca de
duas bandas de hibridizac&o foi observada, sendo um transcrito correspondente ao
cDNA isolado e outro de maior massa molecular, o qual provavelmente seria o
transcrito obtido a partir do cédon de iniciagdo adicional. Este resultado tornou
necessaria uma analise da expresséo da proteina.

- A proteina NcPHO85 recombinante foi expressa em E. coli, purificada e
utilizada para a producédo de anticorpos em coelhos. Os anticorpos anti-NcPHO85
foram utilizados em experimento de Western blot, no qual foi observada a presenca
de apenas uma banda de proteina do peso molecular esperado. Os resultados sao
preliminares, mas podemos concluir que, baseado nos dados obtidos, no fungo N.
crassa apenas uma proteina é sintetizada como produto da expressdo do gene
Ncpho85.

- Uma linhagem mutante contendo o gene Ncpho85 inativado pelo processo
de RIP foi construida. Nesta linhagem, o gene Ncpho85 produz uma proteina

truncada de 165 residuos de amino&cidos. Células do clone pho™ apresentam
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alteracbes morfolégicas e reduzido crescimento. Uma outra metodologia (gene
replacement) para a inativacdo do gene foi iniciada, na qual um gene de resisténcia
foi inserido no genoma do fungo interrompendo o gene Ncpho85. Varios clones
contendo alteragcbes morfoldgicas bastante notaveis foram isolados e devem ser
confirmados para a inativacdo do gene Ncpho85. Estes resultados sao preliminares

e necessitam de estudos futuros.
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