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RESUMO

Blastocladiella emersonii é um fungo aquatico da classe dos quitridiomicetos, notavel pelas
mudangas morfogenéticas que ocorrem durante o seu ciclo de vida. Neste trabalho isolamos
8.495 seqiiéncias expressas (ESTs) deste fungo, que representam 3.226 seqiiéncias unicas
putativas. Destas seqiiéncias, 37% foram classificadas segundo o processo bioldgico onde
estariam envolvidas, de acordo com o sistema de anotagéo do Gene Ontology (GO). Analisamos
os perfis de expressdo in silico das ESTs usando estatistica Bayesiana e os resultados obtidos
foram validados por Northern blot para sete perfis de expressdo selecionados. Pudemos
encontrar boa correlagéio entre varios padrdes de expressdo e determinados processos biolégicos.
Foram selecionadas algumas seqiiéncias potencialmente envolvidas com a esporula¢do do fungo
para melhor caracterizagdo. Analisamos a expressdo de dois genes codificando centrinas (BeCenl
e BeCen2) pertencentes a subfamilias distintas. Centrinas sfo proteinas ligantes de célcio
envolvidas em diferentes processos como o direcionamento do aparelho flagelar e a duplicagéo
dos centros organizadores de microtubulos (MTOCs). Observamos que os niveis da proteina
BeCenl, que ndo havia sido descrita em fungos, apresentam um méximo aos 150 min da
esporulagdo, defasado do pico de expressdo do seu mRNA que ocorre aos 90 min deste estigio. A
proteina BeCen2 estid presente em niveis constantes durante todo a ciclo de vida do fungo,
embora o seu mRNA apreseﬁte um pico de expressdo aos 120 min da esporulagdo. Experimentos
de imunofluorescéncia localizaram a proteina BeCenl no citoplasma e no corpo basal do
zodsporo. Estes dados sugerem que BeCenl atue na re-orientagdo e movimento dos corpos basais
e BeCen2 na duplicacdo dos MTOCs. Investigamos também a expressdo de dois genes
codificando proteina-quinases dependentes de ciclina putativas (BeCdk1 e BeCdk2). Apenas uma

Cdk (Cdk1) foi descrita em fungos como diretamente envolvida no controle do ciclo celular.



Ambos os genes apresentam expressfo diferencial, com niveis maximos de mRNA para os dois
casos aos 90 min da esporulacfo. Por outro lado, a proteina BeCdk1 est4 presente durante todo o
ciclo de vida do fungo e foi localizada no nicleo e no capacete nuclear dos zodsporos. Um
transportador putativo de hexose (Bemst) foi também analisado, com base na regulagdo por
glicose de genes envolvidos com o ciclo celular observada em eucariotos. Verificou-se que os
niveis do mRNA de Bemst diminuem drasticamente durante a esporulagdo, mas glicose ou

outras hexoses nfo afetaram a expresséo de Bemst.
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ABSTRACT

Blastocladiella emersonii is an aquatic fungus that belongs to the class of chytridiomycetes,
notable for the morphogenetic processes which occur during its life cycle. In this work we have
isolated 8,495 expressed sequence tags (ESTs) from this fungus, representing 3,226 putative
unigenes. From these unigenes, 37% were classified into a biological process, as a result of Gene
Ontology (GO) annotation. Furthermore, we analyzed the expression profile in silico of each
transcript using Bayesian Statistics and seven of these profiles were validated by Northern blot
analysis. In addition, we found a good correlation between several of these expression patterns
and certain biological processes. Some ESTs potentially involved in the sporulation of the fungus
were selected to be further characterized. We analyzed the expression of two genes encoding two
centrins (BeCenl and BeCen2) of distinct subfamilies. Centrins are calcium-binding proteins
involved in different processes such as basal body orientation and duplication of the microtubule-
organizing centers (MTOCs). The amount of BeCenl, a centrin ortholog not previously described
in fungi, presents a maximum at 150 min of sporulation, whereas the peak of its mRNA occurs at
90 min of this stage. Protein BeCen2 presents constant levels during the entire life cycle of the
fungus, even though its mRNA shows a peak of expression at 120 min of sporulation. In addition,
immunofluorescent studies localized BeCenl in the cytoplasm and the basal body of zoospores.
These results suggest that BeCenl plays a role in re-orientation and movement of basal bodies
and BeCen2 in MTOCs duplication. We also investigated the expression of two genes encoding
putative cyclin-dependent protein kinases (BeCdk1 and BeCdk2). Only one type of Cdk (Cdkl1)
directly involved in cell cycle control has been described in other fungi. Both genes were found
to be differentially expressed, with maximum mRNA levels being detected in either case at 90

min of sporulation. In contrast, BeCdk]1 is present throughout the life cycle of the fungus and was
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immunolocalized in the nucleus and the nuclear cap of zoospores. A putative hexose transporter
(Bemst) was also investigated, taking into account the regulation by glucose of cell cycle
controlled genes in eukaryotes. We found that Bemst mRNA levels decrease drastically during

sporulation, but glucose and other hexoses had no effect on Bemst expression.
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1) INTRODUCAO

1.1) O modelo Blastocladiella emersonii

Blastocladiella emersonii ¢ um fungo aquatico saprofita pertencente a ordem
Blastocladiales, classe dos Quitridiomicetos (Alexopoulus ef al, 1996), cuja estrutura,
ultraestrutura e bioquimica tem sido estudada extensivamente, em relagdo com outros
quitridiomicetos, nos dltimos 50 anos. O fungo foi isolado pela primeira vez por Edward C.
Cantino em 1949 (Cantino, 1951), e finalmente descrito como uma nova espécie do género
Blastocladiella chamada Blastocladiella emersonii por Cantino e Hyatt em 1953 (Cantino &
Hyatt, 1953). Os quitridiomicetos ou quitridios sdo organismos morfologicamente simples, que
possuem como caracteristica comum a formagdo de zodsporos com um flagelo Unico e de
localizag8o posterior.

Os quitridiomicetos juntamente com os zigomicetos, os ascomicetos e os basidiomicetos
constituem o grupo dos chamados “fungos verdadeiros” (Alexopoulus et al., 1996). Este primeiro
grupo ¢ filogeneticamente antigo contando com registros fosseis que datam de 400 milhdes de
anos (Powell, 1993). Este dado junto com os de filogenia molecular baseados no RNA
ribossomal e algumas proteinas, coloca este grupo divergindo precocemente na linhagem dos
fungos (Van de Auwera & De Wachter, 1996; Heckman et al., 2001). Embora o grupo possua
esta posi¢cdo taxonOmica particular e seja formado por saprofitas e por alguns patdgenos de
diversos organismos, entre eles plantas, animais e fungos, apenas algumas espécies da ordem
Blastocladiales tem sido estudadas sob o ponto de visto bioquimico.

O fungo B. emersonii é particularmente apropriado aos estudos de desenvolvimento

(Lovett, 1975; Jaworsky & Thomson, 1980; Bonato et al., 1987), embora nfo seja ainda possivel
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fazer testes que envolvam manipulag@io genética. Seu ciclo de vida apresenta duas fases durante
as quais ocorrem transformagdes celulares notdveis: a germinagdo (seguida do crescimento) e a
esporula¢do (seguida pela produgdo de zodsporos) (Figura 1). Ambas as fases sfo rapidas e
podem ser induzidas com um alto grau de sincronia (Lovett, 1975).

No processo de germinacfo, o zo6sporo, uma célula uninucleada moével e sem parede
celular, retrai seu flagelo, forma um cisto produzindo uma parede celular rica em quitina, e
produz um rizoide primdrio ou tubo de germinagfo que se desenvolve em um sistema de rizoides.
Basicamente, a germinacdo pode ser desencadeada pela adi¢cdo de meio rico em nutrientes ou na
presenca de uma solugdio inorganica contendo K' e outras sais (Soll & Sonneborn, 1972), em
paralelo com um aumento transiente de AMP ciclico intracelular até a formag&o do cisto (Vale et
al., 1976; Gomes et al., 1978), e um efluxo de Ca'" (Soll & Sonneborn, 1972; Gomes ef al.,
1980), que atuariam como mediadores do processo. Inibidores da fosfodiesterase de AMP ciclico
também sdo indutores especificos da germinagfo (Silverman & Eptein, 1975 € Menucci ef al.,
1978 apud Gomes et al., 1980). A maioria das células encontra-se na forma de cistos entre os 10
a 15 minutos apés a inducdo da germinagfo, formando um tubo germinativo aos 45 minutos e
produzindo as primeiras divisdes nucleares entre os 140 e os 190 minutos. Inicia-se entdo o
crescimento vegetativo que se caracteriza por divisdes nucleares nfo acompanhadas de divisdo
celular produzindo um cendcito (Lovett, 1975).

A caréncia de nutrientes, a qualquer momento de seu crescimento vegetativo, induz o
processo de esporulagdio. Durante a esporulagio, cada célula vegetativa cenocitica multinucleada
diferencia-se em um de dois fen6tipos dependendo das condigdes de crescimento: um espordngio
de resisténcia (célula de parede espessa e pigmentada), ou um zoosporangio (célula de parede
delgada, nfio pigmentada) (Cantino, 1965 apud Ingebretsen & Sanner, 1976). Os esporingios de

resisténcia sdo formados em condi¢Ses adversas para o crescimento € demoram varios dias para
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amadurecer; os zoosporangios sdo produzidos em condi¢gSes normais de crescimento e

amadurecem em poucas horas. A esporulagio é induzida em uma solugfo tamponada contendo
++ p— x FR % 1§ & . SLLLA" 5

Ca'’, sendo necesséario o influxo de célcio e a participagdo de calmodulina para o inicio do

processo (Soll & Sonneborn, 1969; Coutinho & Corréa, 1999; Siméo & Gomes, 2001).

Z00OSpOros

Crescimento
vegetativo
14 hr

Esporulacao

Caréncia
nutricional

Figura 1. Esquema do ciclo de vida de Blastocladiella emersonii
(modificado de Lovett, 1975)
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Durante o processo de diferenciagio, o esporingio desenvolve uma parede basal
transversal € uma papila de descarga, através da qual no final da esporulagfo sdo liberados para o
meio o0s zodsporos produzidos. Em presenga de nutrientes apropriados, os zodsporos reiniciam o
ciclo produzindo os cistos (Lovett, 1975). Depois da germinagdo, as células podem retomar o
crescimento caso encontrem as condigdes nutricionais adequadas. No restante desta primeira
parte da introdugfio nos referiremos as caracteristicas do zoosporingio que foi o objeto deste
estudo.

Em cultivos de uma Unica geragfo, a fase de germinagfo e crescimento requer cerca de
16h, utilizando-se um meio rico em nutrientes € mantendo-se as células a 19°C de temperatura. A
esporulag@io pode ser induzida em tempos tdo curtos quanto 1,5h apos a indugdo da germinagéo e
desta forma pode-se obter cultivos de ciclos curtos de crescimento (cultivos microcicliclos). Este
processo de diferenciacfo ¢ sincrénico e culmina com a produg@o dos zoosporos apos 3,5-4h a
27°C. Ao final do ciclo de vida completo de B. emersonii formam-se em média 250-300
zodsporos por cada célula vegetativa inicial.

A citodiferenciacfio de Blastocladiella ao longo do seu ciclo de vida é conhecida em
detalhe, devido a estudos feitos com microscopia optica e eletronica (Lovett, 1975). Estas
observagdes revelam o zodsporo como uma célula altamente diferenciada, possuindo um tipico
flagelo eucariético localizado posteriormente; um corpisculo basal € um segundo centriolo
pequeno; microtibulos que se conectam com a membrana nuclear e o capacete nuclear (uma
organela de membrana dupla que contém todos os ribossomos e envolve a parte posterior do
nucleo); uma mitocondria tinica gigante, localizada abaixo do nucleo, préxima ao flagelo; um
complexo formado por corpusculos e granulos lipidicos; granulos de glicogénio; vesiculas apicais

e particulas gamma (corpos densos rodeados por membrana e geradores de corpos
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multtvesiculares que podem contribuir com a formagfo da parede celular durante o encistamento)
(Cantino et al., 1963; Lessie & Lovett, 1968).

Durante a germinacdo, o flagelo ¢ retraido, os microtiibulos despolimerizam-se, a célula
torna-se esférica produzindo uma parede celular rica em quitina, os ribossomos presentes no
capacete nuclear dispersam-se e surge um reticulo endoplasmatico e vesiculas de Golgi.
Desaparecem as particulas gamma produzindo-se vesiculas que se fundem com a membrana da
c€lula; a mitocondria unica divide-se em varias de menor tamanho e¢ também ocorre a formagéo
do tubo germinativo, que mais tarde transforma-se num sistema de rizoides (Lessie & Lovett,
1968). Os rizoides transportam seletivamente nutrientes ao interior da célula (Kropf & Harold,
1982).

Durante o crescimento vegetativo, a mitose ndo € acompanhada de citocinese € a célula
transforma-se em um cendcito. O citoplasma contém uma distribuigdo normal de organelas,
embora a grande maioria dos ribossomos ndo esteja associada ao sistema de endomembranas.

Durante a esporulagdo, a formagdo do zoospordngio caracteriza-se por uma sé€rie de
mudangas notaveis das quais as mais evidentes sdo a formagfo de um septo basal, que separa o
corpo multinucleado dos rizoides, e a formag¢do de uma papila de descarga por onde saem os
zoosporos. A diferenciacdo do zoodsporo implica na formag¢fio do axonema flagelar e o
aparecimento de grupos de vesiculas que progressivamente envolvem o flagelo em expansdo e
que se fundem para produzir uma rede tridimensional de planos por onde se produzem as divisdes
celulares ou citocinese. Os eventos seguintes completam os arranjos necessarios para a formagéo

dos zodsporos totalmente diferenciados (Lessie & Lovett, 1968).
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1.2) O objetivo global de estudo: As seqiiéncias expressas

Uma questdo fundamental em biologia do desenvolvimento ¢ o estudo da expressédo
diferencial de genes que sdo necessarios para a progressdo ordenada das etapas da diferenciagdo
celular. As taxas e os padrdes de sintese de RNA e proteinas tém sido estudados em B. emersonii
abrindo a possibilidade de integrar a informagfio sobre as mudangas morfolégicas com as
variagdes nos niveis da atividade celular.

Durante o transcurso de seu ciclo de vida, B. emersonii apresenta padrdes de biossintese
distintos. A informagdo disponivel proveniente da medida de varidveis como volume celular,
peso seco, acidos nucleicos, proteina soltivel e contetido de glicogénio, indica a existéncia de um
crescimento exponencial balanceado durante a etapa principal de crescimento. Cerca de quarenta
minutos apds a germinagéo, ocorre um aumento na quantidade de RNA por célula em fungéo do
tempo seguido por um aumento do peso seco, em seguida de proteina ¢ finalmente de DNA. Esta
defasagem leva a um aumento na relagdo RNA/proteina para o cendcito em crescimento. A
velocidade de acimulo de RNA e proteina, ndo diminui durante o periodo de sintese de DNA e
cariocinese. Apos a indugdo da esporulag@o, o peso seco € o conteutdo de RNA, proteina e DNA
continuam aumentando por algum tempo, porém com uma diminui¢do nas velocidades.
Finalmente, alcangam um méximo neste estagio em tempos especificos, ¢ na etapa final da
formagdo dos zodsporos, a sintese mostra um decréscimo com excec¢do do DNA cuja diminuigéo
¢ praticamente desprezivel (Lovett, 1975).

Se considerarmos as diferencas de biossintese, as maiores alteragdes nas taxas de acimulo
de RNA e proteinas ocorrem no inicio e no final do ciclo de crescimento. Em cada caso as

variagdes correlacionam-se com um periodo de rapida diferenciaco celular.
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Das duas fases do ciclo de vida, a germinagfo é a etapa estudada em maior detalhe
(Lovett, 1968; Soll & Sonneborn, 1971a; Soll & Sonneborn, 1971b; Jaworsky & Thomson, 1980;
Van Brunt & Harold, 1980; Jaworsky & Stumhofer, 1981, 1984; Jaworsky & Wilson, 1989; Silva
et al., 1987). A maior parte das mudangas estruturais conhecidas durante a germinagfo parece
ndo requerer a transcri¢do, ou a tradugdo concomitantes (Lovett, 1968; Soll & Sonneborn, 1971a;
Soll & Sonneborn, 1971b; Silva et al., 1987). Durante a fase precoce da germinagéo, a sintese de
proteinas parece dever-se em sua maior parte a mRNAs sintetizados durante a esporulagéo,
armazenados no zoosporo (Silva et al., 1987). Inclusive, as evidéncias sugerem a existéncia de
uma populacdio de mRNAs preferencialmente traduzidos (Jaworski & Stumhofer, 1981). A
ocorréncia de um controle pos-traducional também se verifica através da degradagdo de proteinas
especificas (Jaworski & Stumhofer, 1984; Silva et al., 1987). Em uma etapa tardia, a maioria das
proteinas sintetizadas, correspondem a novos mRNAs. Isto indica que ao longo da germinagdo do
zooOsporo, estdo atuando niveis multiplos de regulagdo envolvendo controles transcricionais,
traducionais e pés-traducionais (Silva et al., 1987).

A indugdo da fase de esporulagdo gera uma mudanga drastica no programa de expressdo |
génica com alteragdes nas espécies de mRNAs traduziveis e na sintese de proteinas. Néo ha
conservagdo ou degradagfo preferencial dos mensageiros transcritos durante o crescimento. Sem
duvida, o mRNA transcrito durante a esporulagdo precoce ¢ preferencialmente degradado, em
contraste com aquele sintetizado durante a esporulagdo tardia, que € conservado no zodsporo
(Jaworski & Thomson, 1980). Jaworski & Wilson (1989) propuseram a existéncia de pelo menos
duas classes regulatorias de mRNAs contidos nos zoodsporos denominadas GPRNA (growth
phase RNA) ¢ LSRNA (late sporulation RNA), representando mRNAs sintetizados durante a
fase de crescimento e a esporulagfo tardia, respectivamente. Durante a esporulagdo, uma parte

dos GPRNAs encontra-se associado aos polirribossomos porém faz uma transicdo a
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monorribossomos ao final desta etapa. Entéo, séo sintetizados os LSRNAs (aproximadamente nos
30 minutos finais), que se associam aos polirribossomos. Estes resultados sugeriram a existéncia
de um padrdo especifico na esporulagdo para o aparecimento dos transcritos. GSRNAs e
monorribossomos mostram —se inativos em um sistema de tradug¢fo in vitro, em contraste com os
LSRNASs, muito ativos neste sistema.

Embora a degradagdo protéica seja especialmente alta durante este periodo (Lodi &
Sonneborn, 1974), a regulagdo da expressdo génica durante a esporulagdo parece ocorrer
principalmente em nivel transcricional (Silva et al., 1986). A taxa de actimulo de RNA total cai
drasticamente apds a indug¢do da esporulagdo, mas ocorre a sintese de RNA novo, que
provavelmente sdo mRNAs necessarios a seqiiéncia de eventos subseqiientes, segundo infere-se
dos efeitos da actinomicina D adicionada a células em diferentes tempos pos-indugdo. A adigdo
deste inibidor de transcri¢do no inicio da diferencia¢do bloqueia a formagdo da papila por
completo, e a conversdo dos macrotibulos nas cisternas precursoras das particulas gamma.
Entretanto, adicionando-se nas horas mais tardias, as papilas e as cisternas sdo formadas embora
estas Ultimas ndo apresentem os granulos que se observam nas células ndo tratadas. Quando a
actinomicina D ¢ adicionada na metade da fase de esporulagdio, a fase final da diferenciagio
durante a formag&o do zodsporo € inibida (Murphy & Lovett, 1966 apud Lovett, 1975).

Apesar da sintese de RNA, o problema da taxa de degrada¢do impede que se conhega a
quantidade real gerada. Também se desconhece quanto destas mudangas s@o controladas por
mecanismos regulatorios especificos associados com a diferenciagio, enquanto as altera¢des
quantitativas poderiam ser um fendmeno regulado de forma independente. As transformagdes que
se produzem sdo numerosas e implicam na necessidade de uma variedade de materiais novos:
flagelo, fusio mitocondrial, formagfio do capacete nuclear onde ficam armazenados os

ribossomos, particulas gamma, microtiibulos ¢ vesiculas que determinam os planos de diviséo
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celular. E possivel que parte ou todos estes materiais sejam produto de mudangas geradas durante
a formacdo do zoosporangio ou na ultima parte da fase de crescimento, mais do que no decorrer
da diferenciagdio do zodsporo. Neste sentido, é especialmente interessante analisar os genes que
expressam-se mais durante a fase de esporulagdo e que poderiam estar envolvidos nos eventos
especificos de diferenciagfo, como os relacionados com a citocinese, que s6 ocorre no final desta
etapa.

Hé varios estudos com enfoque no ciclo de vida de B. emersonii que descrevem a
observagdo de mudangas nas taxas de acamulo de RNA e de proteinas, e nas espécies traduziveis
de RNA e na sintese de proteinas (Loddi & Sonneborn, 1974; Jaworsky & Thomson, 1980; Silva
et al.,, 1986, 1987), como também informam as variagdes na expressdo e a caracterizacdo de
proteinas especificas (Behrens & Maia, 1986; Bonato et al, 1987, Marques et al, 1992,
Etchebehere et al., 1993). Entretanto, nenhum estudo até o presente trabalho tinha investigado as
mudangas na expresséo global de genes relacionados com a esporulagéo e, até 0 momento deste
estudo, o conhecimento sobre os genes expressos em B. emersonii limitava-se aos RNA
ribossomais e oito seqii€ncias codificadoras de proteinas (Forster ef al., 1990; Marques & Gomes,
1992; de Oliveira et al., 1994; Stefani & Gomes, 1995; Van der Auwera & De Wachter, 1996; de
Souza & Gomes, 1998; Rocha & Gomes, 1998, 1999; Simio & Gomes, 2001; Fietto et al., 2002).

Uma forma relativamente rapida de obter-se informagdes sobre a expressdo de genes e
seqiiéncias codificantes de genomas ndo caracterizados é o sequenciamento de um grande
numero de clones de cDNA (Expressed sequence tags ou ESTs) selecionados ao acaso (Adams et
al., 1991). Abordagens deste tipo vém sendo desenvolvidas em humanos (Adams ef al., 1991;
Hillier et al., 1996; Camargo et al., 2001; Dias Neto ef al., 2000; Brandenberger et al., 2004),
outros animais (Waterston et al., 1992; Verjovski-Almeida et al., 2003; Sharov et al., 2003,

Carninci et al., 2003; Putta et al., 2004), protozoarios (Porcel et al., 2000; Kappe et al., 2001),
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plantas (Newman, 1994; Vettore ef al., 2003; Fei et al., 2004; Sterky et al., 2004) e fungos
(Nelson et al., 1997; Trail et al., 2003; Lee et al., 2002; Goldman et al., 2003; Felipe et al., 2003)
entre outros organismos. A comparagdo dos dados obtidos com as seqiiéncias de proteinas
existentes nas bases de dados publicas permite classificar os genes segundo uma categoria
funcional putativa. Quando os dados sdo obtidos de bibliotecas ndo normalizadas (ou seja, que
ndo sofrem um passo de substragdo dos mRNAs mais abundantes) espera-se que as propor¢des
dos mRNAs da célula estejam representadas nestes dados (Bonaldo et al., 1996; Soares et al.,
1994). Isto permite avaliar a abundéancia das ESTs, de modo a poder designar-se uma identidade
as variagdes tanto qualitativas como quantitativas (Ewing et al., 1999; Iranfar et al., 2001). As
ESTs refletem a complexidade da expressdo génica num dado momento, em diferentes tecidos,
tipos celulares ou estdgios de desenvolvimento. Isto tem permitido também descobrir seqii€ncias
caracteristicas de doencas especificas (Brentani et al., 2003), patégenos (Kim et al., 2001) ou de
determinados estresses (Frank ef al., 2004).

Neste projeto desenvolveu-se um programa de sequenciamento de clones de ESTs de B.
emersonii obtidos a partir de mRNAs de células de esporulagdo e células vegetativas. As
seqiiéncias foram processadas em seu conjunto e anotadas (identifica¢do putativa) seguindo a
classificagdo do Gene Ontology Consortium (2001) que visa padronizar os sistemas de anotagéo.
O conjunto de ESTs foi também avaliado pelo perfil de expressdo in silico, identificando-se
genes diferencialmente expressos durante a esporulagfio, alguns dos quais foram testados e
confirmados por Northern-blot. Finalmente, se escolheram seqiiéncias com um potencial papel na
diferenciagdo celular, particularmente na que ocorre durante a esporulagdo, para uma melhor

caracterizagio.
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1.3) Os objetivos particulares de estudo: Seqiiéncias com papel potencial na
diferenciac¢ao celular.

A nossa hipétese para a selecfio desses genes foi que mecanismos regulatérios comuns
aos eucariotos e genes especificos envolvidos nesses mecanismos seriam compartilhados por B.
emersonii. Entretanto, este fungo poderia apresentar genes € mecanismos mais proximos dos
encontrados em protozoarios, plantas e mamiferos do que em fungos superiores, devido & sua
posicdo taxondmica basal no clado dos fungos (Van de Auwera & De Wachter, 1996; Heckman
etal.,2001).

Nesse sentido decidimos investigar genes que tivessem papeis chave no controle do ciclo
celular nos eucariotos e genes com potencial papel no desenvolvimento celular através de sinais
nutricionais. Os genes foram escolhidos seguindo os seguintes critérios:

-O ciclo celular em eucariotos possui dois eventos principais: a replicagdo dos
cromossomos durante a fase S e a sua segregag¢do durante a mitose ou fase M. Antes da
segregacdo dos cromossomos, os centros organizadores de microtubulos (conhecidos por sua
sigla em inglés MTOCs) duplicam-se e separam-se; a duplicagdo € essencial para a montagem do
fuso mitdtico (defeitos nos MTOCs causam a inibi¢do da citocinese entre as fases Go/M do ciclo
celular) (Ivanovska & Rose, 2001; Arlot-Bonnemains & Prigent, 2002). Os MTOCs sdo
organelas praticamente universais entre os eucariotos, mas que possuem diversidade morfolégica
e diferente grau de complexidade. Assim, recebem nomes como centrossoma (em células que
possuem centriolos, ndo flagelares, ndo ciliadas, como a maioria das células dos mamiferos),
corpo basal (em células flagelares ou ciliadas), ¢ corpo polar do fuso ou spindle pole body (SPB)
(em células sem centriolos como as dos fungos superiores). Membros da familia das centrinas

possuem um papel fundamental na duplica¢do dos MTOC:s.



Introducdo 12

-Na maioria das células as fases S e M estdo acopladas, possuindo pontos de controle que
asseguram a progressdo ordenada ao longo do ciclo celular (Broek et al., 1991). O controle do
ciclo celular parece ter mecanismos comuns entre os eucariotos, dependendo da ativagdo e
inativagéo apropriada de membros da familia de quinases dependentes de ciclina (Cdks).

-A esporulagdo em B. emersonii é induzida por mudangas nutricionais drésticas. Em um
estudo feito nos anos oitenta (Correa & Lodi, 1986), os autores observaram que concentra¢des
relativamente baixas de glicose como 0,1% (5,5 mM) e de alguns aminoacidos como triptofano
(1 mM), bloqueavam a esporulagfo, apresentando-se as células em sua maioria nfo papiladas.
Em alguns trabalhos (Newcomb et al., 2003; Wu et al., 1999; Madi et al., 1997), vem se
indicando a existéncia de uma relagfio entre transportadores-sensores € metabolismo de glicose, e
regulacdo de genes envolvidos com o ciclo celular.

Selecionamos cinco genes de interesse para analise posterior, com base nas seqii€ncias
clonadas em nossas bibliotecas e nos critérios mencionados: dois genes que codificam centrinas
pertencentes as duas subfamilias descritas na literatura, dois genes que codificam quinases
dependentes de ciclinas, ¢ um gene que codifica um transportador putativo de hexose. As

caracteristicas de cada um desses genes que levaram a sua escolha serdo analisadas a seguir.

1.3.1) Os objetivos particulares de estudo.

1.3.1.1 Centrinas.

A centrina ¢ membro da superfamilia das proteinas do tipo calmodulina com uma massa

molecular relativa de 20kDa e com quatro dominios EF-hand de unifio a calcio. A superfamilia é

formada por numerosas familias que surgiram do ancestral eucarioto via duplicagdo g€nica
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(Nakayama et al, 1992). O dominio EF hand, descrito pela primeira vez por Moews e
Kretsinger (1975 apud Moncrief ef al., 1990) consiste de 29 aminoacidos em uma conformagéo
de uma hélice, uma alga de ligagéo a célcio, e outra hélice. A ligagdo a calcio é coordenada por
seis residuos que usualmente possuem cadeias laterais contendo oxigénio e cujas posi¢des sdo
aproximadas pelos vértices de um octaedro (Moncrief et al., 1990).

A familia das centrinas evoluiu de um precursor comum de quatro dominios EF-hand e
inicialmente foi considerada uma unidade (Nakayana et al., 1992). A centrina foi inicialmente
isolada dos rizoplastos (ou raizes flagelares) da alga verde unicelular Tetraselmis striata
(Salisbury et al., 1984), onde ¢é responséavel pela contragdo das fibras sensiveis a célcio que
conectam 0s corpos basais entre sim e estes ao nucleo. As fibras dos rizoplastos estdo envolvidas
na localizagfo, orientagdio e segregacdo dos corpos basais (Wright et al., 1985; McFadden et al.,
1987, Taillon et al., 1992). Neste sentido, estudos de imunofluorescéncia em Chlamydomonas
reinhardtii mostraram mudancgas na distribui¢do e na atividade do sistema de fibras baseado em
centrina durante a mitose, indicando seu importante papel importante nos eventos de re-
estruturagdo e de contragdo que ocorrem durante este processo (Salisbury et al., 1988). Outro
conjunto de fibras presentes na zona de transig¢o entre o corpo basal € o axonema também possue
centrina na sua constitui¢éo, sofrendo contra¢do na presenga de calcio, € com envolvimento na
excisdo do flagelo (Salisbury et al, 1987; Sanders & Salisbury, 1989; Sanders & Salisbury,
1994).

A centrina é encontrada geralmente nas estruturas centrossdmicas em eucariotos (Figura
2a). Homélogos da centrina foram encontrados em distintos organismos incluindo fungos como
Saccharomyces cerevisiae e Schyzosaccharomyces pombe (Baum et al., 1986; Paoletti ef al.,
2003), protistas (Meng et al., 1996; Madeddu et al., 1996; Levy et al., apud Middendorp ef al.,

1997), plantas (Klink & Wolniak, 2001; Tsai & Wolniak, 2001; Blackman et al., 1999) e
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vertebrados (Ohta et al., 1990; Ogawa & Shimizu, 1993; Lee & Huang, 1993; Errabolu et al.,
1994; Paoletti ef al., 1996). Em fungos que nfo possuem aparelho flagelar, as centrinas estdo-
localizadas em uma regifio especializada da membrana nuclear denominada meia-ponte (ou Aalf-
bridge), adjacente ao SPB, onde inicia-se a duplica¢8o deste MTOC (Baum et al., 1986; Spang et
al., 1993; Paoletti et al., 2003). Enquanto em fungos foi caracterizada apenas uma centrina, em
mamiferos foram descritas até dez isoformas diferentes. Entretanto, a maior parte da proteina nio
estd associada a centrossomos (Paoletti et al., 1996).

Quando Middendorp e colaboradores (1997) clonaram a terceira isoforma de humano
(HsCen3), mais proxima a centrina de S. cerevisiae (ScCdc31) que a centrina de C. reinhardtii
(CrCen), propuseram a existéncia de duas subfamilias divergentes: a subfamilia do tipo
Chlamydomonas reinhardtii e a subfamilia do tipo Saccharomyces cerevisiae. As subfamilias
podem distinguir-se basicamente pela porcentagem de identidade das seqiiéncias (os membros da
subfamilia tipo C. reinhardtii compartilham entre 65-71% de identidade entre si, enquanto apenas
possuem 50-51% de identidade com os membros da subfamilia tipo S. cerevisiae), assim como
por variagdes especificas nos dominios EF-hand e pela presenga ou auséncia do motivo LY no
carboxi-terminal (Middendorp et al., 1997). A primeira subfamilia foi originalmente formada por
CrCen, as isoformas de Homo sapiens HsCenl e HsCen2, ¢ a do camundongo MmCenl, e a
segunda subfamilia esteve formada por ScCdc31, HsCen3 e MmCen3. A primeira subfamilia
pode se adicionar a centrina 4 (HsCen4) clonada e caracterizada recentemente (Gavet et al.,

2003).
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Figura 2. Localizago e modelo proposto para o mecanismo de agfio das centrinas. a)
Localizag8o da centrina em diferentes MTOCs (1) centrossoma (H. sapiens), (2) corpo basal
(C. reinhardtii) e (3) SPB (S. cerevisiae), b) modelo de agdio proposto para a centrina
(modificado de Schiebel & Bornens, 1995 e Salisbury, 2004). As pontas das setas em (2)
indicam a localiza¢do da centrina.



gIBLIOTECA
INST\TUTO DE QE.HMICA.
Universidade de Sa&o Paulo

Introducio 16

A proposta de Middendorp e colaboradores (1997) é que as centrinas pertencentes as duas
subfamilias diferentes possuiriam papeis distintos na célula, funcionando na contragfo nas algas
verdes e na separacdo do SPB em S. cerevisiae. Assim, os eucariotos de um modo geral
apresentariam dois tipos de genes com fung&es diferentes. Porém, nenhuma centrina pertencente
a primeira subfamilia foi descrita em fungos € no genoma de S. cerevisiae ha apenas um gene
codificando uma centrina, o cdc31. Este fato nfo é surpreendente considerando que os fungos
superiores ndo possuem aparato flagelar ou estruturas contrateis associadas aos MTOCs, o que
poderia indicar a perda secundéria do gene devido a perda de fungéo associada a ele.

Em concordancia com a idéia da existéncia de fung¢des distintas nas centrinas, as quatro
isoformas da centrina caracterizadas em Homo sapiens mostraram diferengas na distribui¢do
celular e na localizacdo subcelular, como algumas evidéncias funcionais: enquanto HsCenl ¢é
majoritariamente expressa em retina e testiculos, HsCen2 e HsCen3 sdo ubiqiiitamente expressas,
¢ HsCend é predominantemente expressa em células ciliares do cérebro, em rins, pulméo e
ovario. Todas as centrina aparecem associadas aos centriolos/corpos basais: HsCen2 e HsCen3,
foram observadas no limen distal em células em proliferacdo, HsCenl e/ou HsCen2 foram
localizadas no limen distal durante as etapas precoces da diferenciag@o dos centriolos e na regido
de transi¢do dos axonemas quando os centriolos estdo maduros, e HsCen3 manteve-se restrita ao
limen distal (nfo ha estudos sobre a localizagfo subcelular da HsCen4). Enquanto as suas
fun¢des, HsCenl e/ou HsCen2 poderiam estar envolvidas no movimento do flagelo, considerando
que o movimento foi bloqueado por anticorpos que reconheciam ambas as proteinas (Laoukili er
al., 2000); HsCen2 e HsCen3 poderiam estar envolvidas em etapas precoces da biogénese do
centriolo (Laoukili er al., 2000) e na duplicagdo dos centrossomos, segundo foi sugerido por
experimentos de interferéncia sobre & HsCen2 (Salisbury et al., 2002) e a superexpressdo da

HsCen3 (Middendorp et al., 2000) que resultaram em defeitos na duplicagéo destas organelas; e
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HsCen4 estaria relacionada com o amadurecimento dos corpos basais ou a formagdo dos cilios, e
fungdes associadas (Gavet et al., 2003). Por outro lado, observou-se que a centrina (HsCen2) é
fosforilada durante o ciclo celular, atingindo um méximo durante a transi¢io G»/M quando os
centrossomos se separam. As conseqiiéncias funcionais desta fosforilagdo sdo desconhecidas,
mas poderiam ter a ver com seu papel na duplicagio ou separag¢fio dos centrossomos (Lutz ef al.,
2001). Em concordincia com estes resultados, observou-se que a fosforilagdo da centrina em
Tetraselmis striata correlaciona-se com a extensdo das fibras contendo centrinas associadas a
centriolos/corpos basais (Salisbury ef al., 1984; Martindale & Salisbury, 1990).

Embora a fun¢fio melhor caracterizada das centrinas seja a de sua participagdo na
duplicagdo dos MTOCs, também foram sugeridas fun¢des distintas para algumas das centrinas
humanas: HsCen2 poderia participar no mecanismo de reparo por excisdo de nucleotideos (Araki
et al.,, 2001), e HsCenl na transdugfo de sinais mediada por fotoreceptores (Pulvermuller et al.,
2002).

Neste sentido, estudos de mutagénese sobre a ScCdc31, a unica centrina de S. cerevisiae,
revelaram regides da proteina associadas a fungSes diversas (Ivanovska & Rose, 2001). Assim,
mutantes no carboxi-terminal exibiram bloqueio na fase G/M do ciclo celular e interagdo com a
proteina mutada Karl (que gera a localizagfo incorreta de Cde31 na meia-ponte) indicando o
envolvimento desta regido com a duplicagdo do SPB. Mutantes na regido intermédidria do gene
mostraram um aumento na lise celular, por bloqueio da intera¢do com a quinase Kicl. Uma
terceira regido no amino-terminal mostrou termosensibilidade sem afetar a lise celular ou a
transi¢dio G,/M, indicando a existéncia de uma terceira fungfo. Recentemente, foi descrito que
esta regifdo interage com a magquinaria de exportacido do RNA mensageiro do nicleo ao

citoplasma celular, e que mutantes nesta regifo possuem defeitos nesta exportagio (Fischer et al.,

2004).
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Considerando que, embora as isoformas das centrinas sejam candidatas a vérias fung¢des,
poderia haver um mecanismo molecular comum a todas elas, h4 alguns anos foi proposto um
modelo de funcionamento das centrinas (Schiebel & Bornens, 1995) que ainda hoje pode ser
sustentado (Figura 2b). O modelo tem como base o fato de que as centrinas mudam sua
conformagdo pela ligagcdo a cdlcio. Em um caso, esta mudanga serviria a contra¢fo, € em um
outro caso esta mudanga proveria o sinal que seria transduzido para, por exemplo, a duplicagéo
do SPB; a especificidade da reagdo neste segundo caso seria determinada pelas proteinas
interagindo com a centrina. O modelo da contrag@o foi otimizado com o descobrimento de uma
nova proteina centrossémica com sitios de ligagio a centrina, Sfil (Kilmartin, 2003). Na nova
proposta, Sfil agiria como uma coluna vertebral elastica em torno da qual as moléculas da
centrina se uniriam e produziriam o encurtamento de toda a estrutura pela ligagdo a célcio
(Salisbury, 2004).

B. emersonii, como os outros quitridiomicetos, possue centriolos e corpos basais em suas
estruturas flagelares ao contrario de fungos superiores. Isto nos levou a pensar que
Blastocladiella poderia ter dois genes que codificassem para centrina: um gene que codificasse
para uma centrina do tipo C. reinhardtii e um gene que codificasse para uma centrina do tipo S.
cerevisiae. Seqiiéncias expressas dos dois tipos foram isoladas nas bibliotecas de cDNA e foram

objeto deste estudo.



Introducfio 19

1.3.1.2 Quinases dependentes de ciclina.

A alternéncia entre divisdo nuclear e citocinese é uma caracteristica comum a procariotos
e eucariotos. A coordenacdo temporal e espacial entre a divisdo nuclear e a citocinese assegura a
distribui¢&io uniforme do material genético entre as duas novas células (Nanninga, 2001). Entre os
eucariotos, também se descreve a progressdo entre os eventos ou fases que ocorrem no nicleo (S,
G2, M, Gl) (Mironov et al, 1999); o acoplamento entre a fase S, de replicagdo dos
cromossomos, € a fase M, de segregacdo dos cromossomos, assegura a progressio ordenada ao
longo do ciclo celular (Broek et al., 1991). Os mecanismos de coordenagéo e controle parecem
conservados entre os eucariotos ao longo da evolugéo, sendo controlados por uma classe comum
de serina/treonina quinases heterodiméricas. Estas quinases possuem uma subunidade catalitica,
chamada quinase dependente de ciclina (Cdk) e uma subunidade ativadora, a ciclina (Morgan,
1997).

A existéncia de conexdes regulatérias entre divisdo nuclear e citocinese foi revelada por
observagtes em fungos, nas leveduras Saccharomyces cerevisiae e Schyzosaccharomyces pombe
que indicaram que esses dois processos estdo acoplados (Balasubramanian, 2000). Também foi
em S. pombe onde a primeira Cdk (Cdc2) foi caracterizada (Nurse & Bisset, 1981). A seguir foi
descrita a homdloga em S. cerevisiae (Beach et al., 1982) e mais tarde foram descritas Cdks em
metazoarios (Nurse, 1990) incluindo as plantas (John ef al., 1989).

As Cdks possuem uma regido conservada de unifio as ciclinas contendo a seqiiéncia
EGVPSTAIRESLLKE ou variantes. Esta regifio é conhecida como hélice PSTAIRE e ¢ adjacente
a alga catalitica (John et al., 1989). Os niveis das Cdks parecem permanecer constantes ao longo
do ciclo celular ¢ suas atividades sfo controladas principalmente pés-traducionalmente por uma

variedade de mecanismos, incluindo a ligagdo a diferentes ciclinas ao longo do ciclo celular,
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fosforilagdo/desfosforilagdo, degradagdo protéica mediante ubiqiiitinagdo e interagdo com
inibidores (Zhang et al., 2002; Santori ef al., 2002). A hipétese € de que as ciclinas direcionam a
atividade das Cdks a diferentes substratos, pela afinidade de cada ciclina por proteinas
particulares. As ciclinas sfio sucessivamente substituidas por outras ciclinas caracteristicas de
cada fase ao longo do ciclo celular; os principais fatores afetando essa substituiciio sdo a
regulacdo da transcrigdo e a proteolise.

Entre os fungos estudados, as Cdks das leveduras S. pombe e S. cerevisiae sdo as melhor
caracterizadas. Nestas leveduras, apenas uma Cdk estd diretamente envolvida no ciclo celular,
sendo codificada pelo gene cdc2” em S. pombe € por cdc28 em S. cerevisiae; os produtos desses
genes homologos sdo chamados de Cdkl. Uma variedade de ciclinas complexadas com Cdkl
dirige o ciclo através de S e M: as ciclinas Gy, S e mitoticas que recebem os nomes de Pucl, Cigl
e Cig2, e Cdcl3, respectivamente em S. pombe, e as ciclinas CLN, CLB 5/6 ¢ CLB 3/4,
respectivamente em S. cerevisiae (Moreau et al., 1998). Em células com apenas uma Cdk, a
inibigdo por fosforilagfo regula apenas a transi¢do da fase G, para M (Moreau et al., 1998, Nurse,
1990). A regulagdo do ciclo celular em outros fungos € menos conhecida, mas também
identificou-se pela seqiiéncia apenas um homoélogo putativo de cdc2” em outros fungos como
Aspergillus nidulans (Osmani et al., 1991), Candida albicans (Damagnez e Cottarel, 1996),
Neurospora crassa (Borkovich et al., 2004) e Criptococcus neoformans (Takeo et al., 2004),
junto com algumas Cdk-like ou Cdk-related Nenhuma Cdk foi descrita até o momento em
quitridiomicetos ou outro grupo de fungos primitivos.

Em contraste com as leveduras, vérias Cdks foram identificadas em eucariotos superiores:
o complexo ciclina (cyc) D/Cdk4-6 regula a passagem através da fase G;. os complexos cyc
E/Cdk2, cyc A/Cdk2 regulam a replicagdo do DNA na fase S; ¢ os complexos cycA/Cdk1, cyc

B/Cdk1 regulam a diviso celular na mitose (Moreau et al., 1998). A presenca de multiplas Cdks
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permite a regulag@o por inibigdo ou ativagdo, que ¢ especifica de uma Cdk ou um grupo de Cdks;
em metazoarios, a fosforilagédo controla a transig¢do da fase G; para S e a de G, para M (Moreau et
al., 1998). O achado inicial de mais de dez proteinas relacionadas com Cdc2 em vertebrados,
levou a pensar que o ciclo celular em eucariotos superiores era controlado por combinagdes
complexas de Cdks e ciclinas, mas a maioria parece cumprir papeis auxiliares ou ndo estar
envolvida no controle do ciclo celular. Entre estas Cdks encontram-se Cdk5, Cdk7, Cdk8, Cdk9 e
vérias Cdks que, como as anteriores, possuem variagdes no motivo PSTAIRE. O grupo inclui as
quinases PCTAIRE, PISSLRE, PITALRE e PITSLRE que foram pouco caracterizadas (Morgan,
1997, Sauer et al., 1996; Price, 2000). Cdk3, que como Cdkl e Cdk2 possui a hélice PSTAIRE
conservada e estd fortemente relacionada com a prototipica Cdc2, parece estar envolvida no
controle do ciclo celular, mas ndo é facilmente detectada em células de mamifero e nido foi
identificada uma ciclina que faga parte de um complexo com Cdk3 (Morgan, 1997).

Em diversas espécies de plantas, como em animais, foram identificadas varias Cdks, as
quais podem ser distinguidas com base em sua seqiiéncia de aminodcidos (Mironov ef al., 1999).
Algumas evidéncias indicando a formag¢do de complexos com ciclinas e a dependéncia de ciclinas
para a atividade quinase foram descritas por Magyar e colaboradores (1997), que detectaram
atividade quinase em imunoprecipitados com anticorpos contra ciclina mitética em alfafa.
Porceddu e colaboradores (2001) observaram maxima atividade quinase em complexos de massa
molecular que indicariam a presen¢a de uma subunidade ativadora, provavelmente uma ciclina,
em culturas celulares de tabaco.

Diferentemente do descrito em outros metazodrios, as Cdks em plantas parecem dividir-se
em dois grupos, que podem distinguir-se pela seqti€ncia de aminoacidos e o padrdo de expressdo.
O grupo melhor caracterizado ¢ o das Cdks tipo A, o grupo mais proximo das Cdc2/Cdc28 de

leveduras e das Cdk1/Cdk2 de animais. Estas Cdks possuem o motivo PSTAIRE conservado,
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complementam parcialmente mutagdes cdc2/cdc28 em leveduras e em conseqiiéncia, sdo
consideradas como homdlogos funcionais das mesmas Cdks (Mironov ef al., 1999). Os niveis do
RNA mensageiro e o das proteinas sdo detectados em todas as fases do ciclo celular, enquanto
que a atividade, medida in vifro, correlaciona-se bem com a maior porcentagem das células na
fase S e nas fases G, e M do ciclo celular (Fobert et al., 1996; Sorrell ef al., 2001; Magyar et al.,
1997) (Figura 3).

Vérias Cdks “n8o-PSTAIRE” foram caracterizadas em plantas. Entre estas, o grupo que
tem sido mais estudado € o das Cdks do tipo B, que apresentam as seqiiéncias variantes
PPTALRE ou P(S/P)TTLRE (Segers et al., 1996; Fobert et al., 1996; Magyar et al., 1997, Sorrell
et al., 2001, Umeda et al., 1999). Diferentemente das Cdks tipicas, a expresséo das Cdks do tipo
B é altamente regulada durante o ciclo celular (Figura 3). Em cultura de células sincronizadas de
alfafa e tabaco, a atividade quinase acompanha a abundancia dos RNA mensageiros € os niveis
das proteinas associadas, coincidentemente com a transigdo G,-M das fases do ciclo celular

(Magyar et al., 1997; Sorrell et al., 2001).

atividade
proteina Cdk
“Nao PSTAIRE”
RNAm
atividade
proteina Cdk “PSTAIRE”
RNAm ; : . .
=
G1 S G2 M G

Figura 3. Expressdo das quinases dependentes de ciclina com e sem motivo PSTAIRE
conservado. O tamanho das areas reflete qualitativamente o nivel de RNAm, proteina ou
atividade segundo est4 indicado (modificado de Mironov et al., 1999).
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A falta de complementagdo de mutantes de levedura deficientes em Cdk com seqiiéncias
codificadoras de Cdks do tipo B abriu o questionamento sobre o possivel papel dessas Cdks no
ciclo celular. Entretanto, Porceddu e colaboradores (2001) mostraram que um tipo de Cdk “ndo-
PSTAIRE” especifico de planta estd envolvido no controle da transi¢do Go/M, quando
descreveram um retardo na transicdo entre essas duas fases, associado & diminui¢do da atividade
dessa quinase, em um mutante dominante negativo. A protedlise das ciclinas do tipo B durante a
anafase reduz a atividade mitotica da Cdk, necessaria para completar a anafase (John ef al.,
2001). Curiosamente, a participag¢do de ciclinas e a da sua correspondente Cdk na citocinese foi
apenas descrita em plantas até o momento. Mews e colaboradores (1997) sugeriram que este fato
poderia ter evoluido de situa¢des durante as quais o aparelho microtubular citocinético estd
presente simultaneamente com o fuso mitético, quando o complexo Cdk/ciclina estd associado
com estruturas microtubulares. Este mecanismo em plantas também poderia ser vantajoso em
programas de desenvolvimento onde a citocinese € postergada e, entretanto, ocorre a formagéo de
tecidos cenociticos, como o endosperma (Heese er al., 1998). Assim, diferentes complexos
Cdk/ciclina poderiam facilitar a regulagdo independente da divisdo nuclear e da citocinese.
Recentemente, Boudolf e colaboradores (2004) mostraram que a superexpressdo de uma mutante
dominante negativa para uma Cdk do tipo B (CdkB1;1) induziu a endoreduplicagdo,
corroborando essa hipotese.

Estes resultados indicam que Cdks diferentes de Cdkl estariam ativas na mitose em
plantas, o que no ¢ comum em mamiferos onde Cdks adicionais & Cdk1 sdo expressas em Gj e
S, e a Cdk1 é a Cdk de importéncia durante a mitose (Sherr, 1996; John et al., 2001).

Um aspecto notavel do ciclo de vida de B. emersonii sdo os sucessivos ciclos de divisdo
nuclear ou cariocinese, com auséncia de divisdo celular ou citocinese. Este € um aspecto

caracteristico do grupo que também esta presente em outros fungos, mas cujos mecanismos €
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pontos de controle, que levam & subdivisdo da célula multinucleada em compartimentos
celulares, permanecem obscuros. Em diferentes bibliotecas de cDNA de B. emersonii foram
clonadas seqiiéncias expressas correspondentes a duas Cdks “ndo-PSTAIRE” putativas. Nenhum
dos motivos encontrados foi descrito antes em plantas, mamiferos ou fungos e por isso foram

objeto deste estudo.

1.3.1.3 Transportador putativo de hexose.

A regulagdo da expressdo de genes por glicose ¢ um fendmeno geral em eucariotos.
Exemplos disso foram observados em microorganismos como S.cerevisiae (Rolland et al., 2001),
plantas (Graham et al., 1994; Moore et al., 2003) e animais (Vaulont ef al., 2000; Zinke et al.,
2002), particularmente em relagéo a genes envolvidos na fermentagfo, respiracdo e metabolismo
de fontes alternativas de carbono. O papel da glicose como regulador da expressdo génica
também abrange genes relacionados direta ou indiretamente com o ciclo celular tanto em
levedura (Newcomb et al., 2003), plantas (Barker ef al., 2000) como em animais (Vaulont ef al.,
2000; Zinke et al., 2002).

Ao mesmo tempo, tem-se descrito genes que funcionariam especificamente como
sensores de glicose (Figura 4a). Em levedura, Snf3 e Rgt2 foram caracterizados como sensores,
homologos de carregadores de glicose ndo transportadores. Uma caracteristica destes sensores € a
presen¢a de um dominio citoplasmatico estendido que estd ausente nos transportadores ativos.
Rco3 foi também descrito em N. crassa como sensor putativo de glicose (Madi ef al., 1997) e
Stu2 como sensor de sacarose em tomate (Barker et al., 2000), ambos lembrando estruturalmente
os sensores de levedura. Mais dois grandes mecanismos de detecgdo de glicose foram propostos,

com evidéncias experimentais em alguns casos (Figura 4 b,c). Em um dos mecanismos, o sinal
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estaria relacionado com o metabolismo de glicose, sendo transduzido por um transportador ativo
ou algum componente apds a agdo do transportador, podendo ser uma hexoquinase ou um
intermediario metabdlico; no outro, um receptor ndo homologo de transportador associado a
proteina G ativaria a via da adenilato ciclase-cAMP que regula a expressdo de genes envolvidos
no metabolismo de glicose.

Virios estudos focalizaram a andlise nos genes e mecanismos envolvidos na indug¢do ou
na repressdo da esporulagdo em fungos pela presenga desta hexose, principalmente em S.
cerevisiae. Em S. cerevisiae e na presenga de glicose, a via da proteina quinase A/AMP ciclico é
uma d'as responsaveis pela inibicdo da meiose ao inibir a transcri¢do e inativar um fator de
transcrigdo chave, via Sok2 que age como repressor (Shenhar & Kassir, 2001), e via um
homologo da glicogénio sintase quinase 3 beta, que age como inativador (Rubin-Bejerano et al.,
2004). Nutrientes em alta concentragdo bloqueiam a conidiagfo em Neurospora crassa; o gene
rco-3, um homologo dos transportadores de hexose de S.cerevisiae, foi indicado como sensor do
estado nutricional e envolvido na esporulagio, devido ao desenvolvimento do conidiéforo
mostrado em um mutante para esse gene na presenga de glicose 2% (100mM) (Madi et al., 1997).

Em um estudo feito nos anos oitenta (Correa & Lodi, 1986), foi caracterizada a influencia
de alguns nutrientes no desenvolvimento da fase de esporulagdo de Blastocladiella. Os autores
observaram que concentragdes relativamente baixas de glicose como 0,1% (5,5 mM) e de alguns
aminoacidos como triptofano (1 mM), bloqueavam a esporulagéo, apresentando-se as células em
Sua maioria ndo papiladas.

Com base nesses resultados, nos propusemos avaliar a expressdo de um gene que codifica
para um transportador putativo de hexose durante a esporulagéo, cujo fragmento carboxi-terminal

foi isolado em duas bibliotecas de cDNA de B. emersonii
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Figura 4. Modelos propostos para a detec¢do e transmissfo do sinal gerado pela glicose

(modificado de Rolland e al., 2001).
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2) OBJETIVO GERAL
Estudar a expressdo génica global durante a esporulacdo de B. emersonii ¢ analisar as

possiveis relagfes entre as variagGes na expressio ¢ as mudancas morfoldgicas.

2.1) OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar um programa de sequenciamento de clones de ¢cDNA obtidos a partir das
seqiéncias expressas (ESTs) durante a fase de esporulacfio ¢ a fase vegetativa de

B. emersonii.

2. Comparar as seqiiéncias obtidas com as existentes em bancos de dados para sua

identificacio putativa.

3. Analisar os perfis de expressdo das seqiéncias expressas para identificar genes cuja

expressio seja regulada durante a fase de esporulagio.

4, Caracterizar transcritos relacionados com a divisio celular e potencialmente envolvidos

com o controle do ciclo celular, identificando a seqiiéncia temporal de aciimulo.

5. Caracterizar as proteinas codificadas por esses transcritos por massa molecular aparente,

seqiiéncia temporal de acimulo e localizagdo.
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3) MATERIAIS E METODOS

3.1)

3.2)

3.3)

Vetores de clonagem e expressio
pSPORT I, vetor de clonagem, Ap’ (Life Technologies).

pGem-T e pGEM-T Easy, vetor de clonagem para fragmentos de PCR obtidos com Taq
polimerase, Ap’ (Promega).

pMAL-¢2, vetor de expressdo que gera uma proteina de fusfo a proteina ligante maltose
(MBP) com destino citoplasmatico, possui indugéo por IPTG e selecdo de colonias
brancas/azuis, Ap' (New England BioLabs).

Meios de cultura
LB liquido: bacto-triptona 1%; extrato de levedura 0,5%; NaCl 1%, pH 7,5.
LBA liquido: LB contendo ampicilina 0,1 mg/ml.
LBA é4gar: LBA contendo agar 1,5%.
SOB: triptona 20 g/l; extrato de levedura 5 g/l; NaCl 0,6 g/l; KCl1 0,2 g/, pH 6,8.
SOC: SOB contendo glicose 0,36%.
PYG é4gar: peptona 0,125%; extrato de levedura 0,125%; glicose 0,3%; agar 1,5%.

PYG-P liquido: peptona 0,125%; extrato de levedura 0,125%; glicose 0,15%; KH,PO,4 2,5
mM; K,HPO4 2,5 mM; pH 6,8.

DM4 (Maia & Camargo, 1974): CaCl, 1mM, MgS0O,4 10 mM, FeS04.7 H,0 0,6 pg/ml,
CuS04.5 H,0 0,1 pg/ml, ZnSO,4.7 H20 0,2 ng/ml, MnSO4.H20 0,2 pg/ml, glicose 0,33%,
tiamina 0,04 pg/ml, glicina 0,2 mM, L-histidina 0,13 mM, L-isoleucina 0,4 mM, L-lisina
HCI 0,4 mM, L-metionina 0,1 mM, L-fenilalanina 0,2 mM, L-serina 0,2 mM, L-treonina
0,4 mM, L-triptofano 0,04 mM, L-tirosina 0,2 mM, valina 0,4 mM, L-arginina 0,24 mM,
acido glutdmico 2,7 mM, extrato de levedura 120 pg/ml, NaH,PO4/Na;HPO4 1 mM pH
6,8, Tris-maleato 3,5 pH 6,8. O pH do meio foi ajustado com KOH 1 M e a concentragdo
final de K+ foi ajustada para SOmM com KCI 1 M.

Oligonucletideos

T7: 5>-TAATACGACTCACTATAGGG-3'



3.4)

3.5)

Materials ¢ Métodos 29

SP6: 5°-ATTTAGGTGACACTATAG-3'
5'-CDS: 5’-(T),sVN -3’

BD SMART II A: 5’-~AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG-3’
BeCen2-left: 5°-GATCTTGCCCTTCTTGTCCGTGT-3

BeCen2-left2: 5’-GGTTGAGTTGATGCGTTGCTTCCCC-3’

NUP: 5-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3’

4-4-BeCen2-MBP: 5°-GGAATTCCACGAGGTCA-3’

Forward: 5’-CCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3’

Linhagem de Escherichia coli

DHSa: supE44 lacU169 (80 lac ZAM15) hsdR17 recAl endAll gyrA96 thi-1 relAl.

Condigoes de cultivo de Blastocladiella emersonii para manuten¢io da cepa.

Foi utilizada cepa de Blastocladiella emersonii mantida em nosso laboratério por repiques

didrios em meio PYG e incubando-se por 16 ha 19°C e 8 ha 27 °C.

3.6)

Condig¢des de cultivo sincronizado de B. emersonii para preparacio de RNA total ou

extracio de proteinas totais.

Para a obten¢do de amostras sincronizadas durante a fase de esporulagfo, 2 x 10°

zoosporos/ml, oriundos de crescimento em PYG 4gar, foram inoculados em meio DM4 e a

cultura foi incubada durante 14 h a 16°C sob agitagfo de 150 rpm. A contagem dos zodsporos foi

feita em Cémara de Neubauer apds a fixagdo em solu¢fo de formaldeido 3,5% saturada com

CaCOs. As células vegetativas obtidas foram coletadas por filtragdo através de uma tela Nytex,

lavadas em solugdo de esporulagio (SE) (SE: tamp&o Tris/maleato 1mM, pH 6,8 contendo CaCl,



Materials ¢ Métodos 30

1mM), e ressuspensas na mesma sélugﬁo a uma densidade de 3,2 x 10° células/ml. As células
foram entfio incubadas a 27°C sob agitagdo de 150 rpm até a liberagdo total dos zodsporos (~3,5
h). Em diferentes tempos ap6s a indugéio da esporulagfo, aliquotas de células foram coletadas
para extragdo do RNA total (0, 30, 60, 90, 120, 150 e 210 minutos) ou de proteinas totais (30, 60,
90, 120, 150, 180 e 210 minutos). Para a obtencdo de amostras durante a fase de germinagdo,
seguiu-se 0 mesmo procedimento que para a obteng@o das amostras durante a fase de esporulagio
até a obtengfio de zodsporos. Os novos zodsporos foram inoculados em meio DM4 a uma
densidade de 2 x 10° células/ml, e a cultura foi incubada sob agitagéo de 150 rpm. As aliquotas de
células para extragdo do RNA total ou de proteinas foram coletadas a 30, 60, 90 ¢ 120 minutos
apos a indugdo da germinagéo.

O progresso e a sincronia dos cultivos foram acompanhados tomando-se amostras de
células e examinando-as ao microscépio Optico para a observagfo das transi¢des fenotipicas
descritas para estas etapas: de célula vegetativa a célula papilada e esporingio vazio para a

esporulacdo, e de zodsporo a célula germinativa para a germinagdo.

3.7) Construcio de bibliotecas de cDNA a partir de mRNA obtido de células na fase de
esporulagio e de células vegetativas.
3.7.1. Extrac¢io de RNA total e isolamento de mRNA de culturas de B. emersonii
A extragdo de RNA total foi realizada utilizando o reagente Trizol LS (Life
Technologies). As células foram coletadas por filtragdo em papel Whatman N° 1 e em seguida
foram retiradas do papel (células em esporulag@o ou células vegetativas) ou juntamente com o
papel (células em germinagdo) foram colocadas em graal de porcelana, previamente esterilizado
por calor a 180°C e resfriado em banho de gelo seco. As células foram entdo maceradas na

presenca de nitrogénio liquido e de Trizol (2 x 107 células/1,5 ml Trizol). A mistura congelada foi
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entdo aquecida em banho-maria 65°C até dissolver. A seguir foram adicionados 500 pl de HO
milliQ previamente tratada com DEPC (0,1%) para inativar ribonucleases. A mistura foi agitada
vigorosamente e incubada a temperatura ambiente durante 5 minutos. A seguir foram adicionados
300 pl de cloroférmio e, ap6s agitagdo vigorosa, as amostras foram incubadas novamente a
temperatura ambiente por mais 3 minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 12.000
xg durante 15 minutos a 4°C e a fase aquosa foi precipitada com isopropanol (0,5 ml/ml Trizol)
durante 10 minutos a temperatura ambiente, seguindo-se centrifugacdo a 12.000 xg durante 10
minutos a 4°C. Os precipitados obtidos foram lavados com etanol 75 % tratado com DEPC (0,1
%) e foram secos no fluxo laminar. O RNA total obtido foi ressuspenso em agua milliQ e
aquecimento a 65°C para total ressuspens@o. A quantificacio e a avaliagdo do grau de pureza
foram feitos pela medida da absorbéncia da amostra a 260 nm e a 280 nm.

Para verificagdo da integridade do RNA, uma aliquota de cada amostra foi diluida em
tampdo de amostra (formamida 0,66%; MOPS 10x, 0,13 %; formaldeido 37%, 0,08%; azul de
bromofenol 0,2%) contendo brometo de etidio e submetida a eletroforese em gel de agarose 1,5%
- formaldeido 2,2 M. Ap6s a eletroforese o gel foi observado sob luz UV. (Ausubel et al., 1995).
O RNA poli A+, foi isolado por cromatografia em coluna de oligo (dT)-celulose, seguindo as

instrucdes do Oligotex mRNA mini kit (Qiagen).

3.7.2. Construcio de bibliotecas de cDNA normais.

Quatro bibliotecas de cDNA foram construidas usando o kit SuperScript plasmid sysiem
for ¢DNA synthesis and plasmid cloning (Life Technologies), partindo de aproximadamente 1,25
ng dos mRNAs poli A+ isolados, e seguindo as instrugdes do fabricante. Na construgdo da
primeira fita do cDNA foi usado como iniciador oligo-dT contendo o sitio de restrigdo Notl. As

bibliotecas foram denominadas E30, E60, E90 (construida e seqiiénciada por L. D. Navarro) e
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E120. Apods a sintese da dupla fita de ¢cDNA foram ligados dois adaptadores previamente
digeridos com a enzima Sal/l. Apés a digestdio com a enzima Nofl, os fragmentos de cDNA Sal
I/Not 1 obtidos foram fracionados por tamanho mediante filtragio em gel de poliacrilamida
(Sephacryl S-500 HR (Amersham Pharmacia Biotech BA)). Apds a passagem de um volume de
no maximo 550 pl, todas as fra¢des coletadas foram consideradas como contendo cDNAs de
tamanho estimado em 500 pb ou mais (com base nos dados fornecidos pelo fabricante) e foram
misturadas e precipitadas com dois volumes de etanol 100%. Apos lavagem com etanol 70%, as
amostras foram secas e ressuspensas em 10 pul de tampdo TEN (Tris-HCl 10mM, pH 7,5; EDTA
0,1 mM; NaCl 25 mM). Finalmente, foi feita a clonagem do cDNA no plasmideo do kit
(pSPORT1) que ¢ direcionada, ficando as extremidades 5’ e 3’ entre os sitios Sall e Notl,
respectivamente. A seguir, bactérias da cepa de Escherichia coli DH5a foram transformadas por
eletroporagdo com as reagdes de ligagéo feitas entre os cDNAs e o plasmideo pSPORT1, apds
didlise da ligagdo em filtro de 0,025 um de poro, seguindo-se plaqueamento em meio LBA
contendo X-gal (0,002% em DMF) e IPTG (1 mM).

Colbnias bacterianas brancas foram isoladas e preparagdes de plasmideos dos clones
selecionados foram feitas manualmente, usando filtros MultiScreen (Milllipore) no ultimo passo
(vide detalhes em 3.11), para obter uma amostra de DNA com maior grau de pureza. Algumas
preparagdes de plasmideos foram selecionadas aleatoriamente e foram analisadas quanto a
presenga de insertos, mediante digestdo com as enzimas Notl e Sa/l, seguindo-se eletroforese em
géis de agarose 1,2 %. Apds eletroforese, o gel foi corado com brometo de etidio para
visualizagdo do DNA sob luz UV. As preparagdes de plasmideo ressuspensas em Tris-HCI 10
mM pH 8,0 foram armazenadas a —20°C até o momento do sequenciamento do DNA. Os clones
bacterianos correspondentes foram armazenados a —80°C, apos adi¢do de glicerol (20 %,

concentragéo final).
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3.7.3. Construcao de bibliotecas de cDNA subtrativas.

Duas bibliotecas subtrativas de cDNA foram construidas usando o kit CLONTECH PCR-
select cDNA subtraction (CLONTECH) (Diatchenko et al., 1999), a partir de 2 pg de mRNA
poliA+. Uma das bibliotecas, proveio do cDNA de células de 120 minutos da esporulagdo,
subtraido com cDNA de células vegetativas isoladas imediatamente antes da indugdo da
esporulagdo (denominada S120); a outra, proveio de cDNA subtraido no sentido contrario (cDNA
de células vegetativas subtraido com cDNA de esporulaggo, denominada SV).

Mais duas bibliotecas subtrativas, SE120B e SVB foram construidas, eliminando o
primeiro passo de digestdo dos cDNAs com a enzima Rsal, na tentativa de evitar a diminui¢éo
excessiva dos tamanhos dos fragmentos. Como controles da ligacdo dos adaptadores e como
controles negativos da subtragdo, duas aliquotas iguais de cDNA (duas de células de 120 minutos
da esporulacdo ou duas de células vegetativas) ligadas com distintos adaptadores, foram
misturadas e amplificadas por PCR. Além disso, estes controles foram usados por nos, para
construir duas novas bibliotecas de cDNA (denominadas NS120 e NSV) . A clonagem foi feita
no plasmideo T-Easy (Promega), sendo ndo direcionada. A transformagio, selegdo e preparagdo

de plasmideos foi feita da mesma forma que para as bibliotecas normais.

3.8) Analise das seqiiéncias isoladas

3.8.1. Sequenciamento dos cDNAs.
Os plasmideos purificados e conservados a —20°C foram descongelados, e aliquotas na
concentragdo de 200-500 ng/ml, determinada por absorbancia a 260 nm, foram submetidas a

reagdo de sequenciamento pelo método de terminadores de cadeia (Sanger ef al., 1977), usando o
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kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems) e a seqiiéncia determinada nos
Sequenciadores ABI 377 ou ABI 3100 (Applied Biosystems).

O sequenciamento dos cDNAs foi realizado a partir da extremidade 5°, utilizando o
iniciador universal T7. A maioria das extremidades 3’ das seqiiéncias da biblioteca E120 no
contidas nas seqiiéncias feitas a partir de T7, foram obtidas e usando o iniciador universal SP6, a

partir da extremidade 3°.

3.8.2. Processamento das seqiiéncias.

As seqiiéncias expressas obtidas nas diferentes bibliotecas normais de ¢cDNA foram
processadas pelo pacote de programas ESTWeb (Paquola er al., 2003). O ESTWeb utiliza a
combina¢do dos programas PHRED (Ewing & Green, 1998; Ewing et al., 1998), crossmatch e
PHRAP (Green, 1996) ou CAP3 (Huang & Madan, 1999) para atribuir os nomes as bases,
mascarar o vetor usado e comparar as ESTs entre si para a formagdo de grupos provéveis de
RNAs mensageiros provenientes dos mesmos genes (contigs), respectivamente. Neste caso foi
utilizado o CAP3 para fazer o agrupamento, com os pardmetros padrdo, que mostrou ter melhor
consisténcia que o PHRAP para a formagdo dos grupos (Telles & Silva, 2001). O pacote também
mascara os adaptadores usados na construgéo da biblioteca, a cauda de poliA e as bases de
qualidade ruim, selecionando as seqiiéncias de 150 ou mais bases contendo pelo menos 75 bases
de boa qualidade em uma janela de 100. O minimo valor de qualidade Q escolhido para a selegédo
foi O = 15. O valor é atribuido pelo programa PHRED, onde Q = -10 log p, sendo p a
probabilidade de erro (portanto, p < 0,032). Também informa possiveis contaminagdes de
seqiiéncias de outros organismos usando o algoritmo BLASTN (Altschul er al., 1997). As
seqiiéncias do DNA ribossomal ¢ do DNA mitocondrial de B. emersonii, e de bactérias

contaminantes (que tiveram pelo BLASTN um E-value < 10%° e pelo menos 95 % de identidade
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ao longo de 75 nucleotideos) foram eliminadas da analise (Figura 5). As seqiiéncias expressas
referidas em este trabalho, junto com outras seqiiéncias que fazem parte do trabalho de tese de
doutorado da S. M. Salem-Izacc foram depositadas na se¢do EST do GenBank, e receberam os

numero de acesso C0O961503 — CO978552.

3.8.3. Anotacgio das seqiiéncias.

Como resultado do processamento das seqiiéncias foram gerados grupos de seqiiéncias
superpostas, com probabilidade de serem RNAs mensageiros provenientes dos mesmos genes
(contigs) e seqli€ncias isoladas ndo incluidas em nenhum contig (singletes), a partir dos quais nos
contabilizamos o niimero de seqliéncias Unicas que estariam sendo expressas, soma dos singletes
e um representante de cada contig (unisegs). As uniseqs com tamanho maior que 150 pb foram
anotadas usando o algoritmo BLAS" (Itschul et al., 1997), por comparagéo com a base de
dados ndo redundante (nr) do GenBank do National Center of Biotechnology Information (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). As seqiiéncias também foram anotadas contra a base de dados
curada Swiss-Prot and TrEMBL disponivel no Swiss Institute of Bioinformatics
(http://www.expasy.org) atribuindo automaticamente os termos do Gene Ontology Consortium
(http://www.geneontology.org). Na pesquisa foi usada a matriz BLOSUM 62 e penalidades de 11
e 1 para a abertura e a extensdo de lacunas, respectivamente. No caso da primeira anotagio, os
alinhamentos obtidos com um Score > 55 (Score normalizado ou bit score) foram consideradas
como identidades putativas (esse valor equivale aproximadamente a um valor esperado ou E-
value < 10 para o tamanho atual da base nr do GenBank) e, para a segunda anotagdo, foram

considerados os alinhamentos obtidos com um valor esperado < 10°®.
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Seqiiéncias geradas—¢
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|

Anotacao funcional
Figura 5. Diagrama que representa o processamento ao qual foram

submetidas as seqiiéncias isoladas.

Como seqli€ncias codificadoras completas existentes no transcriptoma de B. emersonii
(Ribichich et al., submetido) foram considerados os uniseqs que alinharam com qualquer dos 10
primeiros amino acidos de uma proteina da base de dados Swiss-Prot and TrEMBL (com valor
esperado < 10° ), e que tivessem a 5’ do primeiro amino 4cido alinhado, o niimero minimo de
nucleotideos necessario para cobrir os amino dcidos ndo alinhados na extremidade N-terminal da
proteina. Para estabelecer o niimero existente neste trabalho, as seqiiéncias foram analisadas
usando o algoritmo BLASTN e os alinhamentos foram revisados manualmente para verificar a
area de cobertura (isto €, a porcentagem do alinhamento que os uniseqs deste trabalho cobriram

das seqiiéncias na base de dados (Ribichich ef al., submetido)).
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3.8.3.1. Avaliacdo da taxa de evolu¢io molecular das seqiiéncias expressas de B.
emersonii.

As seqiiéncias expressas de B. emersonii foram comparadas com as seqiiéncias néo
fungicas de duas bases de dados construidas ad hoc (uma de animais e outra de plantas) e o
mesmo foi feito com as sequi€ncias de proteinas de N. crassa e de U. maydis depositadas no
GenBank. A seguir, os scores obtidos para pares de ortélogos foram comparados para avaliar se a
baixa propor¢do de genes identificados em B.emersonii podia ser atribuida a uma evolugio
molecular acelerada. O procedimento adotado foi feito com base no trabalho de Braun e
colaboradores (2000). A base de dados de animais foi formada pelas bases de dados de proteinas
do GenBank correspondentes a Homo sapiens, Mus musculus, Rattus norvegicus, Xenopus laevis,
Dario rerio, Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster e Anopheles gambiae. A base de
dados de plantas foi formada pelas bases de dados de unigenes do GenBank correspondentes a
Arabidopsis thaliana, Lycopersicon esculentum, Zea mays, Glicine max e Triticum aestivum. Em
ambos os casos, os organismos foram escolhidos pelo nimero de seqiiéncias completas
depositadas e pela representacéo de cada um deles dentro do grupo. Na procura na base de dados
de animais foi usada a ferramenta BLASTX, e na base de dados de plantas foi a ferramenta
tBLASTX; em ambos os casos foi usado um valor esperado < 10> como ponto de corte para a
aceitagdo do alinhamento. Os alinhamentos foram revisados manualmente e as seqiiéncias
expressas de B. emersonii aceitas como ortdlogos (20-24) foram escolhidas de acordo com a 4rea
de cobertura da proteina ou do umigene (igual ou superior ao 60%), e de acordo com sua

identificagdo putativa.
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3.8.4. Northern digital.

As bibliotecas de cDNA construidas nfo tiveram um passo de normaliza¢do, ou seja, de
homogeneizagdo dos niveis dos RNA mensageiros que estavam sendo expressos nas células. Por
tanto, os niveis de ESTs obtidos poderiam representar os niveis de diferentes tipos de RNA
mensageiro que estavam sendo expressos nas células em uma determinada condigdo. Para avaliar
as mudangas na abundéincia de cada EST entre todos os ESTs seqiienciados das diferentes
bibliotecas, um Northern digital foi feito contando o nimero de ESTs seqiienciados para um dado
gene relativo ao total da populagdo seqlienciada (contagem normalizada). Para isso foi
desconsiderada a biblioteca NSV que possui um passo de PCR. Como processo de amostragem
que envolve contagem, o Northern digital ¢ modelado usando estatistica Bayesiana basica. Nos
utilizamos este modelo na constru¢do de intervalos de credibilidade (barras de erro) para os
resultados de abundéncia de acordo com Véncio e colaboradores (2003). Nos escolhemos uma
fungdo de densidade de probabilidade ndo-informativa a priori e intervalos de credibilidade de
68% (que podem se assimilar a um desvio estandar em uma distribui¢do Gaussiana) . O algoritmo
K-means (Tavazoie et al., 1999) e a métrica de correlagdo cosseno foram usados para agrupar os

perfis de expressdo, usando o programa Spotfire for Functional Genomics (Spotfire).

3.9) Preparo de células competentes de E. coli para transformacéo por eletroporacio.
Uma colbnia isolada de E. coli DH5a foi inoculada em 5 ml de meio SOB e incubada sob
agitacdo de 180 rpm, a 37 °C, durante a noite. Na manha seguinte a cultura foi diluida 100 vezes
no mesmo meio fresco e incubou-se sob nas mesma condigdes até atingir uma absorbancia a 600
nm entre 0,5 e 0,6. A seguir, as células foram centrifugadas em rotor GSA-Sorvall, a 7.000 rpm
durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas com 100 ml

de glicerol 10% gelado e novamente centrifugadas a 3.000 xg durante 10 minutos a 4°C.
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Finalmente, as células foram ressuspensas em 1 ml de glicerol 10% e guardadas até o uso em

aliquotas de 20 ul a -80°C.

3.10) Transformacéo de células competentes de E. coli por eletroporagio.

As células preparadas para eletroporagéo foram descongeladas em gelo e foram utilizadas
duas aliquotas para a transformacgfo com cada biblioteca de ¢cDNA, ou uma aliquota para a
obtengdo de clones isolados. Em cada caso, foram acrescentados até 5 pl de produto de ligagdo
dialisado por cada aliquota de bactérias. A mistura foi colocada em uma cubeta de 0,1 cm de
largura e em seguida submetida a eletroporagdo no aparelho Gene pulser (Bio-Rad), usando
como condigdes 1,85 kV, 25 uF e 200 Q. A seguir, as células foram recuperadas em 1 ml de SOC

por 1 h a 37°C e espalhadas em placa de LBA.

3.11) Minipreparac¢iio de DNA plasmidial.

A preparacdo do DNA plasmidial isolado de colonias selecionadas apds a transformagéo
feita com as bibliotecas de ¢cDNA foi realizada segundo o método descrito por Sambrook e
colaboradores (1989) com modificagdes. Todas as centrifugacdes foram feitas em rotor S20-
Jouan. As culturas foram crescidas em placas de 96 pogos sob agitagdo de 250 rpm, por um
méximo de 22 h a 37 °C. Aliquotas de 100 pul foram estocadas em glicerol 20%, a =70 °C e, a
seguir, as culturas foram centrifugadas a 2.700 rpm, durante 8 minutos, a 20°C. O sobrenadante
foi descartado ¢ foi feita uma lavagem com GET (glicose 9%, EDTA 10 mM, Tris-HCI 250 mM
pH 8,0) 240 pl/pogo. A seguir, foram acrescentados seqiiencialmente 90 pl de GET/Rnase (GET
mais Rnase 0,15 mg/ml) e, apds ressuspensio das células, 60 pl de solugdo de lise e 60 ul de
solu¢dio de neutralizagdo. Apds de 10 minutos de incubagdo a temperatura ambiente, as placas

foram incubadas durante 30 minutos a 90 °C, e entdo colocadas em gelo por 10 minutos. Apds
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centrifugacfo a 4.000 rpm durante 15 minutos a 4°C, 100 ul de cada sobrenadante foram filtrados
em placa G.V. (Millipore) e recolhidos em 110 pl de isopropanol 100%, mediante centrifugacdo a
4.000 rpm durante 40 minutos a 4 °C. Os precipitados foram lavados com etanol 70% e apds
centrifugacdo a 4.000 rpm por 10 minutos a 4°C, foram secos no fluxo laminar, ressuspensos em
Tris-HC1 10 mM pH 8,0 e estocados a —20°C.

A preparagdo do DNA plasmidial de coldnias particulares foi realizada segundo o método

descrito por Sambrook e colaboradores (1989).

3.12) Marcacio de sonda radioativa.

A marcagiio das sondas radioativas foi feita pela técnica de sintese de DNA utilizando
como iniciadores oligonucleotédeos de seqiiéncias aleatérias (ou random primed synthesis)
(Feinberg & Volgestein, 1984). Para isso foi utilizado o kit Random Primer Labeling (Life
Technologies) ou o kit High Prime (Roche) e [0-*P]-dCTP como radioisétopo. A reagdo foi
incubada durante a noite a 37°C, e para a remogio dos nucleotideos néio incorporados a sonda foi
purificada por precipitagio em etanol 100% durante 30 minutos em gelo seco, seguindo-se
centrifugagdio a 12.000xg durante 15 minutos a 4°C, e lavagem com etanol 70% seguida de

centrifugagdo nas mesmas condigdes, ou foi utilizado o kit QIlAquick nucleotide removal

. (Qiagen).

3.13) Extrac¢do de DNA total de culturas de B. emersonii

A extragdo do DNA foi feita a partir de zodsporos obtidos de cultivo em meio PYG-P,
para a obten¢8o de grandes quantidades.

Os zoosporos oriundos de crescimento em PYG éagar a 27°C foram recolhidos em agua

estéril, contados como foi descrito em 3.6, ¢ inoculados a uma densidade de 7 x 10* zooOsporos/ml
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de PYG-P. A cultura foi incubada sob agitagdo de 150 rpm durante 14 h a 22°C. Apds esse
tempo, as células vegetativas foram separadas do meio por filtragdo em rede de nailon (30um de
poro), e lavadas com 1,4 | de SE por cada litro de cultura. A seguir, as células foram ressuspensas
em 600 ml de SE por cada litro de cultura e incubadas sob agitagéio de 150 rpm a 27° C, até o
desenvolvimento e liberagdo dos zodsporos ao meio (3,5 h). Os zodsporos foram separados dos
espordngios vazios por filtragdo em rede de ndilon, foram recolhidos e concentrados por
centrifugacdo em rotor GSA-Sorvall, a 4.000 rpm durante 5 minutos a 4°C.

Os zodsporos obtidos (2,3 x 10°) foram ressuspensos em 5 ml de SE e a seguir
adicionaram-se 5 ml de tamp&o A (Tris-HCI 50 mM pH 8,0 contendo EDTA 10 mM, NaCl 1M e
SDS 2%) e 10 ml de fenol equilibrado no mesmo tampdo. A mistura foi agitada em agitador
orbital durante 30 minutos a temperatura ambiente, e centrifugada em rotor basculante S4180-
Beckman, a 4.800 rpm durante 20 minutos a 4°C. A fase aquosa foi recolhida e acrescentaram-se
5 ml de cloroférmio e 5 ml de fenol saturado em solugéo A. Apds a centrifugagdo nas mesmas
condi¢des, a fase aquosa foi misturada com 10 ml de cloroférmio, e a mistura foi centrifugada
novamente. Finalmente, a fase aquosa foi coletada, foram adicionados & mesma 40 ml .de etanol
gelado, seguindo-se incubag@o por 30 minutos em gelo seco. A suspensdo foi centrifugada em
rotor SS-34 (Sorvall), a 8.000 rpm durante 15 minutos a 4°C, e o precipitado foi lavado com
etanol 70% gelado. O precipitado final foi seco a vacuo e ressuspenso em 4 ml de solugdo SSC
(NaCl 0,15 M, citrato de sodio 15 mM, pH 7,0). Apds didlise com agitagdio suave contra SSC

0,1x durante a noite a 4°C, adicionou-se ao conteido do saquinho de didlise 0,2 ml de SSC 20x
(concentragdo final igual a SSC 1x) e as enzimas o-amilase ITA (200pg/ml), RNase A
(400pug/ml) e RNase T1 (280U) para a degradacdo de polissacarideos e de RNA. A mistura foi

incubada a 37°C com agitagdo, dialisando-se contra SSC 1x. A solucdo de didlise foi trocada apos

3 h e entdo a dialise foi incubada durante a noite. A hidrélise de RNA foi acompanhada pela
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diminuigfo da leitura da absorbancia a 260 nm do tampao de didlise, até atingir aproximadamente
uma ordem de grandeza menor que o valor inicial. No dia seguinte a dialise foi trocada
novamente e adicionou-se pronase (350ug/ml). A seguir, o sistema foi incubado com agitagio
por mais trés horas a 37 °C, até a absorbancia a 260 nm cair a niveis préximos ao do branco de
leitura (tampédo de didlise). Ap6s este periodo, a amostra foi retirada e foram adicionados 5 ml de
fenol saturado em tamp&o B (Tris-HCI 500 mM, pH 8 contendo EDTA 10 mM, NaCl 10 mM e
SDS 0,5%). A mistura foi mantida sob agitagdo em agitador orbital durante 15 minutos a
temperatura ambiente, seguindo-se centrifugag@o em rotor S4180-Beckman a 4.200 rpm durante
15 minutos a 4°C.

Finalmente, a fase aquosa foi recuperada e adicionou-se 2 volumes de etanol 100%
gelado, seguindo-se incubagfo em gelo seco. A suspenso foi centrifugada em rotor SS-34-
Sorvall a 8.000 rpm durante 15 minutos a 4°C, e o precipitado foi lavado com etanol 70% gelado.
O precipitado foi seco a vacuo, ressuspenso em 1 ml de SSC 0,1x, e dialisado contra SSC 0,1x
durante a noite a 4°C. A concentragfo do DNA e o grau de pureza foram estimados por medidas

de absorbéincia a 260 nm e a 280 nm.

3.14) Southern-blot genomico.

Aproximadamente 10 pg de DNA total extraido de zodsporos de B. emersonii foram
digeridos com vérias enzimas de restrigdo € com combinag¢des duplas dessas enzimas durante 4 h
a 37°C. Apos esse tempo, as digestdes foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8%
em tampdo TBE (Tris-HCI 0,89 M, pH8; acido bérico 0,89 M; EDTA 20 mM), a 80 volts. O
resultado da digestdo foi visualizado com luz ultravioleta na presenga de tampdo contendo

brometo de etidio e foi fotografado.
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A seguir, o gel foi tratado sob agitagdo com solugdo de depurinagdo (HCl 250 mM)
durante 15 minutos, depois com solugdo de desnaturagdio (NaOH 0,5 N; NaCl 1,5 M) durante 20
minutos e a seguir com solug@o de neutraliza¢do (Tris-HC1 0,5 M, pH 7,5; NaCl 1,5 M) durante
20 minutos. Apés o tratamento do gel, o produto das digestdes foi transferido para uma
membrana de néilon (Hybond N, Amersham) embebida em tampdo SSC 10x mediante pressio
positiva, utilizando o sistema de transferéncia Posiblot (Stratagene), durante 1 hora sob 75 mmHg
de pressdo. A seguir, a membrana foi seca por 10 minutos a 80 °C e o DNA transferido foi fixado
a membrana sob luz UV. Apés a fixa¢do, a membrana foi incubada em solugdo de pré-
hibridizagdo (tampédo fosfato de potdssio 60 mM, pH 6,2 contendo leite em pd desnatado 5%,
SSC 2x, EDTA 10 mM, SDS 0,1% e formamida 50%) durante 30 minutos, a 37°C. Apés esse
tempo, a sonda radioativa, marcada segundo o item 3.12) e previamente desnaturada durante 5
minutos a 94 °C, foi adicionada a essa solugéo e a incubagfo prosseguiu durante 16 h a 37°C.
Apos esse periodo, a solugdo contendo a sonda foi retirada e foram feitas trés lavagens durante 30
minutos cada uma, a 42°C, primeiro com solugéo SSC 2x contendo SDS 0,1%, depois com SSC
0,5x contendo SDS 0,1% e, finalmente, com SSC 0,1x contendo SDS 0,1%.

ApoOs as lavagens, a membrana foi exposta a filme de raios-X (X-Omat, Kodak) em

cassette com tela intensificadora a —80°C.

3.15) Northern-blot.

Amostras de RNA total isolado de células coletadas em diferentes tempos da esporulagéo
e da germinagdo foram fracionados por eletroforese em gel de agarose-formaldeido, conforme
item 3.7.1). Apds eletroforese, o gel foi incubado em solugéio de desnaturagdo (NaOH 0,05 N)
durante 30 minutos, e a seguir em solu¢do de neutralizagdo (Tris-HCI 0,1 M pH 7,5; NaCl 0,15
M) também por 30 minutos. Apos o tratamento, o0 RNA foi transferido para membrana de nylon

(Hybond N*, Amersham) em solugdio SSC 10x, também por pressdo positiva, conforme item
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3.13.2). As membranas foram incubadas primeiramente em solugfo de prehibridizacdo (Na,PO4
120 mM, pH 7,2 contendo SDS 0,07%, NaCl 250 mM e EDTA 1 mM) durante 1 h. A
hibridizagdo foi feita no mesmo tampZo, porém contendo a sonda radioativa previamente
desnaturada por fervura, e a incubagfo prosseguiu a 42°C por 16h. Os filtros foram lavados
seguindo 0 mesmo protocolo que em 2.13.2), mas a 42°C as duas primeiras lavagens e a 50°C a
ultima. Finalmente, os filtros foram secos a temperatura ambiente, e expostos a filme de raios-X
usando intensificador Cronex, ou a placa intensificadora de fésforo (phosphorimaging sheets,
Storm) para sua analise com Storm Phosphorlmager (Molecular Dynamics), e calculo de

densitometria com o programa Image Quant.

3.16) Amplifica¢do rapida dos extremos do cDNA (“RACE?”).

Com o objetivo de obter a seqiiéncia completa de um cDNA de interesse foram feitas
amplificagdes da extremidade 5°, ou da extremidade 3°, dos cDNAs utilizando o kit BD SMART
RACE ¢DNA (CLONTECH), seguindo as instrugdes do fabricante. A seqiiéncia incompleta de
interesse foi o fragmento 3' da seqiiéncia do cDNA de um gene codificador para uma isoforma da
centrina (BeCen2). Para amplificagdo da extremidade 5’ foi feita a sintese da primeira fita do
cDNA usando transcriptase reversa e o oligonucleotideo 5'-CDS do kit como iniciador, durante
90 minutos, a 42 °C. A transcriptase reversa adiciona varios residuos dC na extremidade 5' que
servem para a hibridizag8o de um segundo iniciador (BD SMART II A) utilizado para a sintese
da segunda fita. A amplificagdo por PCR foi feita a seguircom um iniciador especifico para o
c¢DNA de interesse (os iniciadores 3’ BeCen2-left ou BeCen2-left2), complementar da seqiiéncia
do fragmento 3’ clonado, ¢ um iniciador universal 5°, o NUP (item 3.3). O protocolo de
amplificagdo usado compreendeu 5 ciclos de 2 passos (94°C por 30 segundos e 72°C por 3

minutos), 5 ciclos de 3 passos (94°C por 30 segundos, 70°C por 30 segundos e 72°C por 3
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minutos), € 25 ciclos de 3 passos (94°C por 30 segundos, 68°C por 30 segundos e 72°C por 3
minutos), totalizando 35 ciclos. Um fragmento de aproximadamente 400 pb foi obtido na
amplificagdo do extremo 5’ do cDNA Becen2, que foi clonado no vetor pGEM-T (Promega) e

sequenciado.

3.17) Clonagem em vetores de expressio.

Diferentes seqiiéncias de interesse foram subclonadas unidirecionalmente no vetor de
expressdo pMAL c-2 (NEBiolabs). A seqiiéncia completa do cDNA codificador da centrina
BeCenl, isolada no plasmideo pSPORT1, foi digerida nos sitios EcoRI e Hindlll e subclonada
nos mesmos sitios em p-MAL c-2. Um fragmento do cDNA amplificado por RACE, codificador
da centrina BeCen2 (conforme descrito em 3.16) foi obtido por PCR usando os iniciadores 4-4-
BeCen2-MBP (iniciador 5°) e SP6 (iniciador 3’ do préprio plasmideo), e entdo foi subclonado
nos sitios EcoRl e Notfl de pMAL c-2. Finalmente, o fragmento Pstl/Hindlll do cDNA
codificador da Cdkl putativa foi subclonado nos mesmos sitios de pMAL c-2. As ligagdes
obtidas foram usadas para transformar bactérias E. coli DH5a., que foram inoculadas em placas
de LBA 4gar contendo X-gal 0,002% (em DMF) ¢ IPTG ImM. Das transformantes obtidas foram
selecionadas entre 20 e 30 col6nias brancas de cada transformaggo, para extragdo dos plasmideos
e para digestdo enzimatica com o objetivo de comprovar os tamanhos dos insertos esperados. Dos
clones positivos, com o tamanho esperado do inserto, um ou dois foram selecionados para testar a
indugdo da expressdo da proteina de fusdo a proteina ligante de maltose (MBP).

Ensaios preliminares foram feitos para determinar o melhor tempo de indugfio e a
localizagdo da proteina (corpos de inclusfo ou sobrenadante), seguindo-se as instrugdes do
fabricante, exceto pela concentragdo de IPTG (0,6 mM) usado como indutor. Como tempos,

foram avaliados 1, 2 e 3 h, ¢ em todos os casos, estabeleceu-se 3 h como tempo maximo de
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indu¢do. Em um segundo teste, apés as 3 h de indugo, a amostra foi centrifugada a 4.000 xg
durante 10 minutos a 4°C, e o precipitado foi ressuspenso em tampao de coluna (Tris-HCI 50mM
pH 7,5 contendo NaCl 0,2 M e EDTA 1 mM) e congelado a —80°C durante 30 minutos. Apos
esse tempo, a suspensdo foi sonicada 4 vezes durante 20 segundos, com intervalos de 30
segundos, € o lisado foi centrifugado a 9.000 xg durante 20 minutos, a 4°C. Precipitado e
sobrenadante foram coletados € uma amostra de cada um foi ressuspensa em tamp&o de amostra
para andlise por eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (Laemmli, 1970) determinando-
se a expressdo majoritaria da proteina no sobrenadante. Finalmente, foram feitos os ensaios finais
para a purificacfio da proteina de fuséo, partindo de 80 ml de cultura que foram ressupensos em

10 ml de tamp&o de coluna.

3.18) Purificacio das proteinas de fusio

As proteinas de fusfo sintetizadas foram purificadas do sobrenadante do lisado bacteriano
obtido como descrito em 3.17, por incubagdo com resina amilose-agarose. As amostras foram
incubadas com a resina por 2 horas em agitador orbital a 4°C (5 m] de amostra em 4 ml de coluna
que foi regenerada apods uso). Apds esse periodo, foram feitas 5 lavagens com tampéo de coluna
(descritO’em 3.17) de 4 volumes cada uma, durante 5 minutos, seguidas de centrifugacdo a 1.500
xg em rotor basculante e sem freio. A elui¢do das proteinas de fus@o foi feita no mesmo tampéo
de coluna contendo 20 mM de maltose (1:1). No caso da proteina de fusdo BeCenl-MBP, a
eluigdo foi feita também incorporando factor Xa (1 mg/ml) para obter o produto de fuséo clivado
ou sem clivar. O eluato contendo centrina livre foi usado para testar a unido da centrina a clcio.
Os eluatos contendo a fusdo BeCen1-MBP ¢ a fusdo BeCdk1-MBP foram usados para inoculagdo
de coelhos visando a obtengdo de anticorpos. O eluato contendo a fus@io BeCen2-MBP foi usado

como controle em experimentos de Western-blot com soros heterdlogos. Os eluatos foram
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concentrados 10 vezes. O eluato clivado foi concentrado por centrifugagdo usando o sistema
centricon-10 (Amicon) e os demais foram concentrados usando o sistema centricon-30.
Alternativamente, os eluatos foram concentrados por liofilizagdo e a seguir dialisados contra 500
volumes de tampdo de coluna. As amostras foram analisadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo SDS, para verificar a grau de pureza considerando massa molecular

relativa calculada e para usar como controle da especificidade dos anticorpos obtidos.

3.19) Obten¢éo de anticorpos especificos

Duas coelhas para cada proteina foram imunizadas 3 vezes em intervalos de 15 a 30 dias,
até a coleta final um més apds a Ultima imunizagdo. As inoculagdes foram feitas em doses
subcutineas de 1 ml contendo 300-500 pg de proteina de fusdo e 0,5 ml de adjuvante completo
(1° imunizagdo) ou incompleto (2° e 3° imunizac¢do) de Freund. Quinze dias apos cada injegéo as

coelhas foram sangradas para anélise do soro por Western-blot.

3.20) Extracio de proteinas totais de culturas de B. emersonii

Para a extragdo de proteinas totais, as células coletadas de cultivos sincronizados
(conforme descrito em 3.6) e em diferentes tempos apds a indugdo da esporulagdo e da
germinagfo foram tratadas com 4cido tricloroacético (TCA) a uma concentragéo final de 10% (36
ml de cultura). Apds a incubagfo em gelo durante 30 minutos, as células foram centrifugadas a
1.500 xg por 10 minutos a 4°C, e os precipitados foram ressuspensos em 5 ml de NaOH 90 mM.
A seguir as amostras foram sonicadas de 4 a 6 vezes com pulsos 20 segundos cada vez, com
intervalos de 30 segundos, a uma poténcia de saida entre 40-60 Watts. A quebra das células foi
monitorada pela observagdo ao microscopio optico. Foram acrescentados 5 ml de TCA 20% e,

apds incubagdo em gelo durante 30 minutos, a suspensdo foi centrifugada a 1.500 xg durante 10



Materiais ¢ Métodos 48

minutos a 4°C. Os precipitados foram lavados 2 vezes com 5 ml de etanol 100% e a seguir foram
lavados uma vez com 5 ml de cloroférmio/etanol (1:1). As centrifugagdes entre os passos foram
feitas a 1.500 xg durante 5 minutos a 4°C. Os precipitados finais foram secos sob vacuo durante
10 minutos e depois foram ressuspensos em 2 ml de tampéo de amostra 2x (Tris-HCI 62,6 mM
pH 6,8 contendo glicerol 17,4% (v/v), SDS 4% e azul de bromofenol 0, 01%) para eletroforese

em gel de poliacrilamida com SDS, e aliquotas de 500l foram estocadas a —20°C.

3.21) Western-blot.

Extratos de proteinas totais, obtidos conforme descrito em 3.20, foram resolvidos por
electroforese em gel de poliacrilamida 12% contendo SDS (SDS-PAGE) segundo o método
descrito por Laemmli (1970). Previamente, as amostras foram fervidas por 5 minutos em tamp#o
de amostra contendo [B-mercaptoetanol 1,25% e, apds a eletroforese, as proteinas foram
transferidas para membrana de nitrocelulose segundo Towbin e colaboradores (1979). A
quantificagdo das proteinas foi feita pelo método de Bradford (1976), porém a quantidade de
proteina aplicada foi corrigida pela observagio feita ap6s a electroforese. A eletrotransferéncia
foi feita em tamp&o para transferéncia semi-seca (Tris-base 25 mM; glicina 126 mM; etanol 20%)
utilizando o sistema Multiphor II (Amersham-Pharmacia) segundo instru¢des do fabricante e foi
verificada por coloragdo das membranas com Ponceau S 0,1 % em &cido acético 10%.

Ap6s a eletrotransferéncia as membranas foram bloqueadas com leite desnatado 5 % em
TBS (Tris-HCl 10 mM pH 7,5; NaCl 150 mM) durante 30 minutos, a temperatura ambiente,
seguindo-se incubagfio com o primeiro anticorpo durante a noite, a 4°C. Apds o primeiro € 0
segundo anticorpos, a membrana foi lavada 4 vezes durante 5 minutos com TBS-T (TBS
contendo Tween 20 0,05%), e uma ultima vez durante 10 minutos com TBS, a temperatuta

ambiente. Como segundo anticorpo foi utilizado um conjugado a peroxidase ou a fosfatase
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alcalina. Considerando o conjugado usado, o Western-blot foi revelado com os reagentes ECL
para quimioluminiscéncia (Amersham Bioscience) apds a exposicdo a filme de raio-X para
quimioluminiscéncia (Amersham Bioscience), ou com tampéo para fosfatase alcalina (Tris-HCI

10 mM, pH 9,0; NaCl 100 mM; MgCl, 5 mM) contendo BCIP (0,3 mg/ml) e NBT (0,15 mg/ml).

3.22) Avaliacio da capacidade de ligacio a calcio

Aliquotas da proteina de fusdo BeCen1-MBP eluida da resina amilose-agarose em tampéo
de coluna contendo maltose e fator Xa foram incubadas com CaCl, 5mM ou com EGTA 2mM,
logo foram ressupensas em tampdo de Laemmli e fervidas, seguindo-se eletroforese em gel de

poliacrilamida contendo SDS (Laemmli, 1970).

3.23) Ensaio de imunolocalizagio.

Zoosporos obtidos de placas de PYG agar foram coletados em 4gua milli-Q estéril e
foram fixados com um volume de para-formaldeido 4% em PBS (Sambrook et al., 1989) durante
30 minutos a temperatura ambiente. Ap6ds a fixacéo, as células foram centrifugadas 3 minutos a
5.000 xg, e lavadas duas vezes com PBS. Apoés as lavagens, as células foram ressuspensas em
PBS e colocadas sobre pogos de ldmina de fluorescéncia. A seguir, as suspensdes foram secas a
37°C, lavadas com 4gua destilada e o excesso de agua foi retirado com papel de filtro. Os pogos
foram bloqueados com leite desnatado 5% em PBS-T (PBS contendo 0,05% de Tween 20),
durante 30 minutos a 37°C e, apds de retirado o excesso, as células foram incubadas com
diferentes diluigbes de anti-soros especificos (1/50, 1/100,1/200 e 1/400) em leite desnatado 1%
em PBS contendo 0,01 % de Tween 20 (PBS-T).

Um conjunto de células foi incubado com soro pré-imune ou com anti-soro policlonal

anti-BeCen1, com anti-soro policlonal purificado por afinidade anti-ScCdc31 ou com anti-soro
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policlonal anti-HsCen3. Um segundo conjunto de células foi incubado com soro pré-imune ou
com anti-soro policlonal anti-BeCdkl1, nas mesmas dilui¢des. As ldminas foram deixadas em
cdmara umida durante a noite, a 4°C. Apds a incubag@o com o anti-soro primdrio, as ldminas
foram lavadas 3 vezes durante 5 minutos com PBS-T, e incubadas com anti-soro secundario
conjugado com alexagreen (Molecular Probes) no mesmo diluente que o anti-soro primario. As
novas incubagdes foram feitas em cdmara imida durante 1 hora, a 37°C. Junto com o anti-soro
secundério foi acrescentado DAPI 0,001% (Molecular Probes) para visualiza¢do dos nicleos.
Apo6s a segunda incubagdo, as ldminas foram submetidas as mesmas lavagens que as
usadas para retirar o excesso de anticorpo primario e foram secas a temperatura ambiente,
retirando-se o excesso de liquido com papel de filtro. Finalmente, as 1aminas foram montadas em
solug@io de montagem (glicerol/PBS 1:1, pH 8,0) e estocadas no escuro a 4°C até sua observagéo
sob microscopio de fluorescéncia. A captura de imagens foi feita em um microscopio éptico

Nikon Microphot-FX e o programa de computador Image-Pro Plus (Media Cybernetics).

3.24) Ensaios para a avaliar a influéncia de diferentes aciicares ou de andlogos nio

metabolizaveis nos fendtipos de células de B. emersonii na fase de esporulacio.

A avaliagdo da influéncia de diferentes agiicares ou de analogos nfo metabolizaveis sobre
o processo de esporulagio foi feita como descrito por Correa e Lodi (1986), com algumas
modifica¢bes. Zoosporos de B. emersonii obtidos de placas de PYG éagar foram transferidas para
placas de cultura de células de 3,5 cm de didmetro a uma concentragio de 10° zodsporos/ml de
meio DM4 em um volume final de 2,4 ml. As placas foram incubadas durante 6 h a 27°C, foram
lavadas 3 vezes com 1,1 ml de SE, e foram induzidas a esporular em SE em um volume de 1,4
ml, na presenga ou na auséncia de monosacarideos ou de andlogos ndo metabolizaveis, em

diferentes concentragdes. Os ensaios foram feitos com glicose ou com manose em concentragdes
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entre 0,1% e 2% (5,5 mM a 100 mM), com frutose ou com galactose em concentra¢des de 2%, e
com 2-deoxiglicose e com 3-O-metilglicose em concentragdes de 0,1%. Também foi usado
glicerol 1% (100 mM). Durante os ensaios, a progressdo da esporulagéo foi acompanhada pela
mudanga no fendtipo do zoosporadngio (de zoosporangio septado, para zoosporangio papilado, e
para zoosporangio vazio) (Correa & Lodi, 1986; Peralta & Lodi, 1988). Para analisar o efeito da
glicose na esporulagdo foi calculada a porcentagem de zoosporangios vazios aos 240 minutos
apds a indugdo da esporulagfio, na presenga e na auséncia de glicose (2% em SE), sobre a média

de trés experimentos.

3.25) Analise filogenética

As seqiiéncias dos cDNA de interesse foram traduzidas e as seqii€éncias de amino 4cidos
deduzidas foram alinhadas com outras seqiiéncias obtidas do GenBank usando o programa
ClustalW versdo 1.82 (Thompson et al., 1994). Os alinhamentos foram revisados manualmente e
foram feitas arvores basecadas no algoritmo de agrupamento de vizinhos (ou Neighbor-joining)
com corregdo gama (Saitou & Nei, 1987), usando o pacote de programas MEGA versdo 2.1
(Kumar et al., 2001) ¢ o teste de amostragem (ou bootstrap) (Felsenstein, 1985) sobre 1.000

repeticGes para estimar o suporte da arvore obtida.
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4)  RESULTADOS

4.1) Construcio das bibliotecas de ¢cDNA, processamento e anotacio das seqiiéncias
expressas.

Dez bibliotecas de cDNA foram construidas a partir dos RNA mensageiros isolados de
células sincronizadas ao longo da fase de esporulagdo e de células vegetativas do fungo:
quatro normais, quatro subtrativas, ¢ duas normais feitas de cDNA gerado como controle da
subtragfio, aqui denominadas ndo subtrativas, para distingui-las das outras quatro normais. As

bibliotecas foram avaliadas pela qualidade da informagfo que apresentavam (Tabela 1).

Tabela 1. Bibliotecas de ¢cDNA construidas a partir de mRNAs de B. emersonii obtidos de
células ao longo da fase de esporulagfo e da fase vegetativa do fungo.

Biblioteca Fonte
E30 Zoosporingios, 30 minutos apos a indugdo da esporulagio.
E60 Zoosporangios, 60 minutos ap6s a indug¢do da esporulagdo.
E90 Zoosporangios, 90 minutos apos a indugdo da esporulagéo.
E120 Zoosporangios, 120 minutos apds a indugdo da esporulagéo.
Sv Células vegetativas imediatamente antes da indugdo da esporulagéo e apés a
subtragdo de mRNAs de células de 120 minutos de esporulagéo.
SE120 Zoosporangios, 120 minutos apds a indugfio da esporulagdo e apds a
subtragiio de mRNAs de células vegetativas.
SVB Idem SV, mas eliminando o passo de digestdo com Rsal na construgéo.
SE120B Idem SE120, mas eliminando o passo de digestdo com Rsal na construgéo.
NSV Células vegetativas imediatamente antes da indugdo da esporulagéo.
NSE120 Zoosporangios, 120 minutos apds a indugéo da esporulagdo®.

*. A biblioteca NSE120 diferentemente da E120 envolveu um passo de PCR na sua construgéo.
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As bibliotecas subtrativas fizeram parte de uma estratégia de clonagem de RNAs
mensageiros pouco abundantes e com pouca probabilidade de serem obtidos nas bibliotecas
normais. Entretanto, as quatro bibliotecas correspondentes (chamadas SV, SE120, SVB e
SE120B) produziram como resultado um nivel alto de redundincia de poucos RNAs
mensageiros e seqiiéncias muito curtas sem similaridade com as seqiiéncias existentes nos
bancos de dados, que poderiam ser novos genes ou fragmentos pouco conservados de genes ja
conhecidos. Como conseqii€ncia, os dados resultaram insatisfatérios e foram excluidos desta
analise.

As seqiiéncias das restantes seis bibliotecas normais foram avaliadas
comparativamente, na medida em que iam sendo geradas, em relagdo ao o tipo e qualidade de
informagéo que produziam. Em uma primeira fase do seqiienciamento, observou-se que uma
das duas bibliotecas nfo subtrativas (chamada NSE120) gerava poucas seqiiéncias novas em
relagfio a biblioteca andloga E120 (uma das outras cinco bibliotecas normais, incluindo NSV)
e, portanto, optou-se por continuar seqiienciando a E120 e abandonar a NSE120.

Finalmente, realizou-se um programa de seqiienciamento baseado em cinco bibliotecas
normais de seqiiéncias expressas, provenientes de diferentes momentos ao longo da fase de
esporulacdo e da fase vegetativa do fungo B. emersonii. (Tabela 2). O nimero de seqiiéncias
gerado e aceito de cada biblioteca esteve dentro da faixa de 1.020 a 2.265, dependendo da
redundancia de cada biblioteca em particular e da redundéncia do conjunto. Neste sentido, o
seqiienciamento foi continuado enquanto a porcentagem de novas seqii€éncias em cada grupo

de 96 atingisse aproximadamente 10%.



Tabela 2: Caracteristicas das bibliotecas de cDNA de B. emersonii.
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Nome da |Seqiiéncias Seqiiéncias| N° de N° de N°de | RNA cont. | Médiadas | Rd

biblioteca totais aceitas | contigs | singletes | uniseqs (%)* seqiiéncias °| (%)
E120 2976 1550 260 629 889 0,0007 485 42,6
E90 2496 2265 338 1083 1421 NR 592 373
£60 1920 1836 321 726 1047 0,004 Lt 43,0
E30 2016 1824 231 668 889 0,002 605 31,2
NSV 1152 1020 166 209 375 0,02 391 63,0

Contigs = conjuntos de seqiiéncias que apresentaram superposi¢éio, determinados com o Cap3; singletes =
seqiiéncias isoladas que ndo foram incluidas em nenhum contig; uniseqs = seqii€ncias unicas soma dos
singletes e um representante de cada contig. Rd (Redundéncia) = (N° ESTs totais - N° unisegs) / N° ESTs
totais x 100. * RNA ribosomal e RNA mitocondrial. > Média dos tamanhos das seqiiéncias utilizaveis apos
0 processamento.

As bibliotecas também foram processadas em conjunto para a avaliagdo do programa
de seqiienciamento global, gerando como resultado 10.560 seqiiéncias (Tabela 3). O conjunto
reune as ESTs obtidas na fase de esporulagdo e vegetativa. Apds o processamento das ESTs
foram obtidas 8.495 seqiiéncias expressas, o que representa 80% de aproveitamento das
seqiiéncias geradas. A faixa de tamanhos de inserto sugeriu que pelo menos uma parte deles
poderia conter seqiiéncias codificadoras completas (Tabela 3). Alguns alinhamentos, com
proteinas que apresentam a extremidade amino terminal altamente conservada, indicaram que
tinham sido isoladas varias seqiiéncias completas entre os cDNAs. Com base em uma
estimativa prévia das seqiiéncias codificadoras completas cobertas no transcriptoma de B.
emersonii (Ribichich et al., submetido) foi feita uma procura das mesmas entre as unisegs. O
resultado indicou a existéncia de 14% (452) de seqiiéncias provaveis. O tamanho médio do
total das seqiiéncias (534 nt) também sugeriu que a maioria das leituras tinha se estendido

pelo menos até parte da regido codificadora.
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Tabela 3. Caracteristicas do conjunto das seqiiéncias expressas de B. emersonii.

Total de seqiiéncias 10.560
Seqiiéncias aceitas’ 8.495
Média do tamanho dos insertos® (pb) 650
Média do tamanho das seqiiéncias® (nt) 534
RNA contaminante’ (%) < 0,003
Nimero de contigs 1.113
Numero de singletes 2.093
' Numero de uniseqs 3.206
Redundéincia (%) 62
Niuimero estimado de seqii€éncias completas 452
' Seqiiéncias expressas com identifica¢io no GenBank 1.825 (57 %)
Seqiiéncias expressas sem identificacio no GenBank 1.401 (43 %)
Seqiiéncias expressas com identificacio no Swiss-Prot and TrEMBL 1.591 (49 %)
Seqii€ncias expressas sem identifica¢io no Swiss-Prot and TrEMBL 1.635 (51%) |

*Seqiiéncias com um minimo de 150 pb e de valor de qualidade O dada pelo Phred > 15. "A media dos
tamanhos dos insertos foi calculada tomando por base reagdes de PCR de 1500 clones de diferentes
bibliotecas de cDNA. *Média do tamanho da seqiiéncia apos o processamento. RNA ribosomal e RNA
mitocondrial.

A identifica¢@io putativa das 3.226 seqii€ncias Unicas feita por comparagdo com as
seqiiéncias da base ndo redundante do GenBank mostrou resultados um pouco diferentes
daquela feita a0 comparar as nossas sequiéncias com a base de proteinas do Swiss-Prot and
TrEMBL, e ao anota-las de acordo com as ontologias do consoércio GO (Tabela3). Variagdes
no numero de seqiiéncias identificadas e na identificagdo propriamente dita ja era esperado
considerando as diferengas existentes entre um e outro sistema de identificagdo. Diferengas
claras podem ser atribuidas ao tamanho dos bancos de dados, as restrigdes impostas as
seqiiéncias para serem aceitas em uma ou outra destas bases, e & varidvel usada para
estabelecer o ponto de corte em um e outro caso, bit score no GenBank e E-value no Swiss-
Prot and TrEMBL. O bit score representa o score ou a pontua¢do que o alinhamento recebe,
normalizada pelo sistema de pontua¢do usado, o que permite comparar pontuagdes de
alinhamentos provenientes de diferentes buscas; o E-value ou valor esperado representa o
numero de alinhamentos que € esperado que ocorram ao acaso quando séo gerados em uma
base de dados de um determinado tamanho; devido a isso o E-value vai se modificando na

medida em que o tamanho da base aumenta e, embora haja uma relag@o entre o bit score € 0
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E-value, essa relagdo ndo é fixa. Entretanto, apesar das consideragdes feitas acima serem
significativas ao comparar os dois sistemas de identificagfo, parte da diferen¢a no niimero de
seqiiéncias identificadas putativamente pode ser explicada pelo nimero de proteinas
hipotéticas considerado em um e outro caso. As proteinas hipotéticas ndo possuem uma
designagdo na hierarquia do GO devido a que elas ndo representam uma entidade bioldgica.
De acordo com isso, as proteinas hipotéticas que poderiamos chamar de “puras” nio sdo
anotadas, ou seja, ndo s@io anotados os quadros de leitura abertos sem evidéncia de serem
transcritos e sem similaridade significativa com alguma proteina ou dominios de proteinas
caracterizados. Como conseqiiéncia, o niimero de proteinas hipotéticas identificadas no
GenBank (744) caiu drasticamente apds a sua classificagdo em uma ou mais ontologias (266)
e essa queda cobre amplamente a diferenga no numero de seqiiéncias anotadas (234).
Entretanto, parte dessas 234 seqiiéncias deve corresponder a seqii€ncias ndo incorporadas a
base Swiss-Prot and TrEMBL.

O numero de seqiiéncias ndo identificadas por ambas as vias (43% e 51%) constitui
uma porcentagem grande semelhante a porcentagem de genes sem identificagdo putativa
indicados em outros fungos como N. crassa (41%) ou Paracoccidioides brasiliensis (52%).
As razBes para essa porcentagem elevada podem ser diversas (ver DISCUSSAO). Uma das
razdes poderia ser uma elevada taxa de evolugdo das seqiiéncias de B. emersonii em relagio a
de outros organismos, resultando em uma propor¢do das mesmas que ndo pudesse ser
identificada por alinhamentos. Para testar esta hipdtese, decidimos comparar a divergéncia de
seqiiéncia entre pares de ortdlogos de B. emersonii e de Neurospora crassa (ascomiceto)
(Figura 6 a,b) com respeito a organismos distintos dos fungos, representados por animais e
por plantas. A mesma comparacio foi feita para pares de ortdlogos de B. emersonii e de
Ustilago maydis (basidiomiceto) (Figura 6 c,d). Para os dados analisados ndo hd uma

divergéncia maior nas seqiiéncias de B. emersonii que nas seqii€ncias de outros fungos. Isso
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estaria indicando que uma taxa de evolugdo molecular maior que a dos outros fungos nio
seria uma das causas predominantes para o numero de seqiiéncias 6rfés obtido.

Das 3226 unisegs putativas obtidas apos o agrupamento, 1591 (49%) foram anotadas
pela classificagdo do GO, entre as trés ontologias do sistema: processo bioldgico, componente
celular e fun¢do molecular. O objetivo do Consorcio Gene Ontology é propor um vocabulério

estruturado para descrever estes trés conceitos que representam conjuntos de
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Figura 6. Divergéncia entre pares de ortdlogos de B. emersonii € N. crassa (a, b) ¢ B.
emersonii ¢ U. maydis (¢, d) e animais (a, ¢) ou plantas (b, d). Os gréficos representam os
valores dos escores normalizados obtidos usando a ferramenta BLASTX (a, ¢) ou tBLASTX
(b, d). Os niimeros colocados no canto superior direito de cada grafico correspondem aos
coeficientes de correlacfo.
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informag¢des comuns a todas as formas de vida. Cada termo pode ter uma ou mais relagdes
com outros termos, estando ligados uns aos outros pelas relagdes “€ um” e “¢€ parte de”, sendo
que termos muitos gerais € termos muito precisos estdo ambos representados. Como
conseqiiéncia deste mecanismo de anotagio um mesmo singlete ou contig pode ser
classificado em mais de uma categoria.

Das 1591 seqiiéncias anotadas, 1185 (74%) singletes ou contigs foram incluidos na
categoria processo bioldgico. Uma primeira andlise envolveu o calculo das porcentagens das
seqiiéncias classificadas em processos biologicos maiores. No céalculo, foram eliminadas
manualmente as seqiiéncias anotadas em mais de um processo bioldgico particular
pertencente a0 mesmo processo principal, para minimizar o efeito de superestimar a contagem
de seqiiéncias envolvidas nos processos principais. As maiores porcentagens corresponderam
a metabolismo de proteinas (protein metabolism no GO) com 22%, crescimento celular e
manutengdo (cell growth and maintenance no GO) com 19% e metabolismo de bases
nitrogenadas, nucleosideos, nucleotideos e acidos nucleicos (nucleobase, nucleoside,

nucleotide and nucleic acid metabolism no GO) com 13% (Figura 7).
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Figura 7. Classificagdo das seqiiéncias expressas (1185) feita seguindo a categorizagdo do
consorcio Gene Ontology. O nome das categorias foi mantido na lingua original para facilitar
a analise.
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Dentro destes processos principais, os processos mais representados foram os de

sintese de proteinas (37%) (Figura 8a), transporte (54%) (Figura 8b), e transcrigdo (29%)

(Figura 8c), respectivamente.
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Figura 8. Classificagdo das seqiiéncias expressas dentro dos processos biologicos mais
representados seguindo a categorizagdo do consorcio Gene Ontology. a) Metabolismo de
proteinas, b) crescimento celular e manutengfo, ¢) metabolismo de bases nitrogenadass,
nucleosideos, nucleotideos e acidos nucleicos O nome das categorias foi mantido na lingua

original para facilitar a analise.
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Os contigs também foram organizados por seu tamanho, isto é, o niimero de ESTs
presente em cada um deles (Figura 9), para avaliar quais seqiiéncias expressas estavam mais
representadas. A maioria dos dez contigs mais representados estd envolvida no processo de
biossintese de proteinas, codificando especificamente proteinas ribossomais (Tabela 4). Outro
dos contigs majoritarios codifica poliubiqiiitina que parece estar envolvida em processos
diversos, e consequentemente ndo ¢ categorizada em um processo especifico pelo GO.
Entretanto, um dos processos mais conhecidos do qual ela participa é o da poliubiqiiitinagdo ou
marcagdo de proteinas para a sua degradagdo, processo oposto ao de biossintese. Dentro deste
processo (incluido em protein modification) foram registrados 18 contigs ou singletes
diretamente envolvidos com poliubiqiiitinagdo, sendo provavel que a poliubiqiiitina esteja

participando também deste processo.
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Figura 9. Distribui¢&io dos contigs pelo nimero de seqiiéncias expressas.

O perfil de expressdo dos transcritos foi analisado pelo perfil de transcrigdo in silico (ou

Northern digital) ao longo da fase de esporulagdo do fungo. A biblioteca NSV foi excluida da
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andlise devido ao passo de PCR na sua construgdo. O método usado calcula intervalos de erro (ou

intervalos de credibilidade) para os resultados de abundéncia de cada seqiiéncia expressa em cada

amostragem (neste caso para cada biblioteca) o que permite estabelecer um grau de confianga ao

avaliar os perfis gerados. Dos 1185 contigs analisados, pelo menos 91 apresentaram um perfil de

expressdo regulado durante a esporulagéo, segundo os resultados do Northern digital e com base

em um intervalo de credibilidade previamente adotado (vide item 3.8.4).

Tabela 4. ESTs mais abundantes durante a esporulagéo. O cédigo GO:0006412 corresponde ao
processo biossintese de proteinas.

N°de ESTs/ Identificagdo putativa pelo Organismo Coédigo Caédigo do
freqiiéncia BLASTX do GO
(%) SWISS- | p/ processos
PROT/ | piolégicos
TREmbl
104 (1.22) | Polyubiquitin Schyzosaccharomyces pombe | 074819
76 (0.90) |No match
64 (0.75) |Ribosomal protein S4 Y isoform Monodelphis domestica 062739 | GO:0006412
62 (0.73) |Ribosomal protein 22 of the small Phafffia rhodozyma QoUUPY9 | GO:0006412
subunit
60 (0.71) | ENSANGP00000014921 (Fragment) | Anopheles gambiae str. PEST |Q7PQZ6 |GO:0006412
53 (0.62) |40S ribosomal protein S9 Podospora anserina P52810 GO:0006412
52 (0.61 |Hypothetical protein Neurospora crassa Q7RWD?9 | GO:0006412
51 (0.60) |Tubulin alpha-6 chain Mus musculus P05216 G0:0007010
48 (0.57) |60S ribosomal protein L1-B Schyzosaccharomyces pombe | 074836 | GO:0006412
47 (0.55) |40S ribosomal protein S29 Neurospora crassa Q9C2P2 | GO:0006412

Estes 91 contigs foram agrupados seguindo o algoritmo K-means de formagéo de grupos

pelo perfil de expressfo (clusters), usando correlagdo-cosseno (ou cosine correlation) como

métrica para identificar transcritos co-regulados (Figura 10). Diferentemente da correlagfo, a

média aritmética ndo é subtraida na correlagdo-cosseno. Isso traz como conseqii€ncia que perfis

com a mesma forma, mas com valores muito diferentes apresentem uma correlagio menor e




Figura 10. Perfis de expressdo in silico (abundancia) de 91 transcritos durante a fase de
esporulagdo de B. emersonii. A abundancia foi estimada considerando o nimero de ESTs
seqlienciados para um dado transcrito dividido pelo nimero total de ESTs seqiienciados em cada
biblioteca (E30, E60, E90, E120). Os perfis foram selecionados dos dados do Northern digital
baseado em um intervalo de erro (ou intervalos de credibilidade) de 68%, e foram submetidos a
agrupamento pelo perfil segundo o algoritmo K-means, estabelecendo 4 grupos a priori (a, b, c,
d) e usando correlagdo cosseno como métrica. Os graficos mostram os perfis de expressdo
agrupados nos grupos 1 (a), 2 (b), 3 (c) e 4 (d) do K-means. Sob cada grafico sfo apresentados os
melhores alinhamentos obtidos para cada contig do grupo usando a ferramenta BLASTX contra a
base de dados Swiss-Prot and TrEMBL (Evalue < 10°). A ordem das identificagdes putativas no
texto segue a ordem do aparecimento das curvas em cada grafico. Em vermelho, os contigs
incluidos dentro dos processos sintese de proteinas e componente estrutural do ribossomo; em
azul claro e em violeta, os incluidos dentro do processo catabolismo de proteinas € em
dobramento de proteinas, respectivamente; em marrom, os incluidos em atividade motora e
movimento baseado em microtiibulos; realgado em cinza, os incluidos em metabolismo de
carboidratos.
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possam ser, eventualmente, agrupados em clusters diferentes. A maioria das seqiiéncias com
maior abundéncia (vide Tabela 4) foram incluidas dentro do conjunto de 92 perfis, o que indica a
importdncia da regulagio da expressdo destas seqliéncias para a esporulagdo. Do total, 7
codificam proteinas hipotéticas, 15 ndo apresentam similaridade com nenhuma seqiiéncia na base
de dados e 23 codificam proteinas ribossomais, segundo a identificagdo putativa pelo primeiro
alinhamento.

Sete dos perfis de expressdo dos genes para os quais a abundancia das seqiiéncias
expressas mudou ao longo da esporulagdo foram confirmados por Northern-blot (Figura 11),

indicando que efetivamente possuem a sua expressdo regulada durante esta fase.
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Figura 11. Northern-blot de genes cujos transcritos apresentaram expressdo diferencial no
Northern digital. A figura mostra os autorradiogramas de experimentos de Northern-blot
usando RNA total isolado de células sincronizadas em diferentes tempos da fase de
esporulagdo. Os graficos mostram a comparacdo dos perfis obtidos por Northern-blot (i)
com os obtidos por Northern digital ). Os nimeros colocados no canto superior direito dos
graficos correspondem ao coeficiente de correlagdo de Pearson. As proteinas putativas
codificadas pelos transcritos sfo: a) Proteina ribossdmica S9, subunidade 40 S, b) Histona
H2A, ¢) EF 1 a, forma longa, d) Proteina desconhecida, €) Proteina desconhecida, f)
Calmodulina, e g) Proteina desconhecida. As densitometrias sfo o resultado da razdo entre a
area da banda no Northern-blot e a soma das areas das bandas dos RNAs ribossomais 28 S e
18 S corados com brometo de etidio e observados sob luz UV.
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4.2) Caracterizaciio das seqiiéncias com possivel papel na diferenciacio celular.

Com o intuito de caracterizar seqiiéncias potencialmente envolvidas com a esporulagio
ou o controle da esporulagdo fomos observar as seqiiéncias anotadas na categoria ciclo celular do
GO (Tabela 5) que estd incluida dentro do processo crescimento celular e manutengdo.
Consideramos especificamente as seqiiéncias envolvidas com a fase M do ciclo celular € com a

citocinese de particular importancia nesta fase do ciclo de vida de B. emersonii.

4.2.1. Centrinas de B. emersonii

Entre as seqiiéncias identificadas foram incluidas duas centrinas pertencentes a
subfamilias diferentes, cujo melhor alinhamento usando a ferramenta BLASTX contra a base de
dado SWISS/PROT and TREmbI foi com a caltractin (ou caltractina) e contra a Cell division
control protein 31 (ou Cdc31) (Tabela 5). Ambas tem uma fun¢fio importante durante a mitose
em diferentes organismos, embora a primeira esteja também relacionada com a localizagfo e o
movimento flagelar. A primeira delas nunca tinha sido descrita em ﬁmgés. A seguir, fomos

caracterizar as duas seqiiéncias isoladas.
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Tabela 5. Identidade putativa de 37 seqliéncias classificadas no processo ciclo celular do GO.

Identificaciio putativa pelo [ Organismo Cédigo do SWISS- | Score | E-value
BLASTX PROT/TREmbl

Anaphase promoting complex subunit 11 Mus musculus QICPX9 49 2e-13
Caltractin Scherffelia dubia Q06827 227 Te-59
Cell division control protein 31 Saccharomyces cerevisiae P06704 102 Te-22
Cell division control protein 4 Cdndida albicans P53699 159 2e-38
Cell division control protein 48 homolog A | Arabidopsis thaliana P54609 241 3e-63
Chromatin assembly factor 1 subunit C Homo sapiens Q09028 297 1e-79
Chromosome segregation protein sudA Emericella nidulans Q00737 241 3e-63
CulB Dictyostelium discoideum Q9XZJ3 73 2e-12
Cullin 4 Arabidopsis thaliana QB84LLS5 134 6e-31
Cyclin pchl Schizosaccharomyces pombe Q74627 87 le-16
DNA replication licensing factor mem2 Schizosaccharomyces pombe P40377 508 e-143
DNA replication licensing factor mcmé Schizosaccharomyces pombe P49731 142 le-33
Extragenic suppressor of kinetochore Schizosaccharomyces pombe 074511 70 3e-11
protein 1
G2/mitotic-specific cyclin cdc13 Schizosaccharomyces pombe P10815 230 le-59
Hsp90 co-chaperone Cdc37 Saccharomyces cerevisiae P06101 84 le-15
HYMI Saccharomyces cerevisiae P38285 59 4e-08
Hypothetical 62.7 kDa protein in CNS1- Saccharomyces cerevisiae P32464 105 le-22
CDC28 intergenic region
Hypothetical protein Neurospora crassa Q7VRY1 59 le-08
Maintenance of ploidy protein MOB2 Saccharomyces cerevisiae P43563 182 2e-45
Mitotic spindle assembly checkpoint Homo sapiens QoUI9S 65 6e-10
protein MAD2B
Myosin regulatory light chain cdc4 Schizosaccharomyces pombe Q09196 149 le-35
Negative regulator of mitosis Emericella nidulans P24686 78 6e-14
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase NIMA- | Homo sapiens Q13526 176 le-43
interacting 1
Probable cell division contro! protein Neurospora crassa Q9C271 201 4e-51
CDCI12
Protein hob3 Schizosaccharomyces pombe Q9UUM7 221 6e-57
Protein kinase skp! Schizosaccharomyces pombe Q10452 65 le-10
Psi protein Schizosaccharomyces pombe Q09912 127 le-28
RE13747p Drosophila melanogaster Q8SZ87 236 5e-62
Septin Emericella nidulans Q9CIM3 105 3e-22
Septin Emericella nidulans Q9CIMI 239 le-62
Septin Emericella nidulans Q9CIM3 259 2e-68
Septin B Emericella nidulans P78620 199 3e-50
Serine/threonine protein phosphatase PP1 Emericella nidulans P20654 600 e-170
Serine/threonine-protein kinase CBK1 Saccharontyces cerevisiae P53894 207 7e-53
Structural maintenance of chromosome 2 Saccharomyces cerevisiae P38989 171 3e-42
Suppressor of G2 allele of SKP1 homolog | Homo sapiens Q9Y2Z0 158 7e-38
Wos2 protein Schizosaccharomyces pombe Q11118 74 le-12

As vaérias septinas e as duas cdc4 indicadas constituem provéaveis paralogos
incluidas as seqiiéncias envolvidas com replicagfo do DNA.

. Nio foram
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4.2.1.1. Analise das seqiiéncias dos cDNAs das centrinas de B. emersonii.

Em diferentes bibliotecas de cDNA de B. emersonii foram clonadas seqiiéncias que
codificam para duas isoformas da centrina: uma pertencente & familia do tipo Chlamydomonas
reinhardtii (Crcen, ndo descrita em fungos até este trabalho), que chamamos BeCenl, ¢ outra
pertencente a familia do tipo Saccharomyces cerevisiae (ScCdc31, tipica de fungos), que
chamamos BeCen2. Quatro ESTs contendo o quadro de leitura completo da primeira isoforma
(603 pb, 174 aas, 20 kDa) foram seqiienciadas nas bibliotecas de esporulagdo, e duas ESTs
contendo a carboxila terminal da segunda isoforma (344 pb, 71 aa, 11 kDa) foram seqiienciadas
na biblioteca NSV (aparentemente produtos de amplificagdo por PCR porque as segiiéncias
isoladas tem o mesmo tamanho e sfo idénticas). Ambas foram identificadas e foram
categorizadas no processo bioldgico ciclo celular, segundo a classificagio do GO. Na
identificagdo putativa da Tabela 5 ambas estdo anotadas como caltractin e como cell division
control protein 31, respectivamente.

O melhor alinhamento registrado com o contig pertencente a subfamilia CrCen usando
BLASTX contra a base de dados nr do NCBI foi com a centrina da alga dourada Ochromonas
danica (Ochromonadaceae, Stramenopiles) com 77% de identidade e 87% de similaridade,
enquanto o melhor alinhamento com a seqiiéncia pertencente a familia ScCdc31 foi a seqiiéncia
de S. cerevisiae com 68 % de identidade e 88% de similaridade.

A extremidade 5° do cDNA da BeCen2 foi amplificada usando como iniciador o
oligonucleotideo BeCen-left (vide item 3.16.), incorporando-se mais 234 bases (78 aa) de leitura
as ja obtidas. Como resultado desta amplificagdo foram conseguidos o primeiro e o segundo
dominio EF-hand completos, porém ndo foi obtido o inicio da tradu¢do da proteina. Com a

seqiiéncia amplificada, o melhor alinhamento foi obtido com a seqiiéncia da centrina SpCdc31 de
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S. pombe, também pertencente a familia ScCdc31, com 59 % de identidade e 84% de

similaridade (Figura 12a).

a)

ctatacgcaatctcacccaccatggtgtcctccaacaccacgttcaagaagccggegteg
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ctcttcgacgacgacagcacgggcaagatcaccttcaagaacctcaagcgtgtcgcgcgc
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algall |D D T G | K T N
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Figura 12. a) Alinhamento entre as duas seqiiéncias codificadoras das centrinas de B. emersonii
(BeCenl e BeCen2) feito no Multialin. b) Compara¢do das algas ligantes de célcio com a
seqiiéncia consenso segundo Marsden ef al., 1990 ¢ Nakayama et al., 1992. Os dominios EF-hand
estdo sublinhados, em cinza claro estdo as algas ligantes de célcio, em cinza escuro os
aminoacidos que ndo seguem o consenso. Em negrito estfio indicados o sitio de hibridiza¢do do
oligonucleotideo BeCen2-left usado para a amplificagdo da extremidade 5°, o cédon de inicio da
tradugdo em BeCenl (atg) e os codons de término da tradugdo em ambas as centrinas (tga).
Também em negrito estdo indicadas duas tirosinas conservadas na subfamilia CrCen, no primeiro
e no segundo dominio EF-hand. A seta indica o amino 4cido conservado nas centrinas da
subfamilia CrCen (P) e nas centrinas da subfamilia ScCdc31 (S ou T, sendo S na BeCenl).
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Concordando com as diferengas de seqii€ncia encontradas entre as duas subfamilias, o
alinhamento entre as duas seqiiéncias deduzidas de aminoacidos de B. emersonii registrou 45 %
de identidade e 65 % de similaridade, menor do que o descrito para membros da mesma
subfamilia. O alinhamento também mostrou a conservacdo de alguns dos residuos caracteristicos
da familia ou de alguma das duas subfamilias em particular, como uma tirosina no primeiro e
segundo dominio EF-hand, uma prolina (na subfamilia CrCen) e uma serina (na subfamilia
ScCdc31) na regido central entre o segundo e o terceiro dominio EF-hand, e dois residuos na
extremidade 3’ (LY) caracteristicos da subfamilia CrCen. Também é possivel observar alguns
residuos importantes para a funcfo ligante de calcio nos dominios EF-hand. O tltimo dominio
EF-hand é claramente divergente nas duas subfamilias (observe-se a substituicdo de glutamina e
acido glutdmico no comego do dominio e a presenga de residuos basicos na BeCenl e de residuos
acidos na BeCen2 no final do dominio) e, com base na seqii€éncia consenso (Figura 12 b) apenas
o ultimo deles teria a capacidade de ligar calcio em ambas centrinas.

Como modo de confirmar a que subfamilias as centrinas de B. emersonii pertecem, ambas
as seqiiéncias foram agrupadas pelo método de agrupamento de vizinhos (Neighbor-joining)
junto com outros membros bem caracterizados das duas subfamilias de centrinas. Como
resultado, as duas proteinas de B. emersonii foram resolvidas em ramos diferentes
correspondentes a cada subfamilia. A amostragem produzida pelo teste bootstrap gerou o ramo
da subfamilia CrCen em 64 % das vezes amostradas, enquanto o ramo da subfamilia ScCdc31
ocorreu 77% das vezes amostradas. A 4rvore gerada estd de acordo com o sugerido pelos

alinhamentos locais obtidos pelo BLASTX (Figura 13).
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Figura 13. Arvore produzida com seqiiéncias de centrinas pelo método de agrupamento de
vizinhos usando o programa MEGA. Be: B. emersonii, Hs: Homo sapiens, Mm: Mus musculus,
Rn: Rattus norvegicus, Cr: C. reinhardtii, XL: Xenopus laevis, Sc: S. cerevisiae, Os valores do
teste bootstrap maiores o que 50 estdo indicados em cada divergéncia. A seqiiéncia da
calmodulina de B. emersonii (BeCam) foi utilizada como grupo externo.

4.2.1.2. Expressdo dos genes Becenl e Becen2.

4.2.1.2.1. Becenl

O niimero de genes Becenl de B. emersonii foi avaliado por Southern-blot (Figura 14)
observando-se a presenca provavel de um Unico gene. O padriio de expressdo observado no
Northern-blot indicou que ha variagdo nos niveis de expressdo do mRNA (Figura 15) com um
pico aos 90 minutos apos a inducdo da esporulacio.

Para obter soro imune contra a proteina BeCenl, o cDNA correspondente foi clonado no
vetor de expressdo p-MAL c-2, o qual foi usado para transformar bactérias competentes de E. coli
DH5a. Como resultado foram obtidos clones expressando a proteina de fusdo entre a proteina de

interesse (centrina de PM = 20 kDa) e a proteina de ligagéo a maltose (MBP de PM = 42,698
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kDa). Um desses clones foi selecionado para expressar e purificar a proteina de fusdo, que foi
entdo usada na inoculagio de coelhos para a obtengdo do soro especifico. De posse do anti-soro
anti-BeCenl, analisou-se o actmulo da proteina durante a esporulagio, que acompanhou a
expressdo do mRNA, conforme observado por Western-blot (Figara 16) com um deslocamento
de 60 minutos no pico de expressdo (aos 150 minutos). O soro heterdlogo contra a proteina
homdloga de Homo sapiens, HsCenl, reconheceu uma banda do mesmo peso molecular e padrio
de expressio (Figura 16 a). Anti-soro anti-B-tubulina foi utilizado como controle, ja que a

expressdo da B-tubulina ndo variou significativamente durante a esporulacio.

8,0 kb- o
40kb-
25kb- |

Figura 14. Southern-blot genémico de B. emersonii usando como
sonda o cDNA Becenl. As enzimas de restricdo usadas foram: E =
EcoRI, P = Psti, H = Hindlll ¢ B = BamHI. Utilizou-se GeneRuler
(Fermentas) como marcador de tamanho molecular.
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Figura 15. a) Analise dos niveis do mRNA da BeCenl durante a esporulagéo por Northern-blot. Os tempos indicados
(em minutos) correspondem a tempos apds a indugfo da esporulagédo até a liberagdo de zoodsporos (210 minutos). O
RNA ribosomal 28S foi usado como controle. b) Porcentagem relativa ao RNA 28S do mRNA da BeCenl estimado
através da densitometria do autorradiograma mostrado em a.

ai-necent [ ~- 20 k02
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Figura 16. a) Analise dos niveis da proteina BeCenl por Western-blot com soro homdlogo (anti-BeCenl) e soro
heterdlogo (anti-HsCen2) durante a esporulagdo. Os tempos indicados (em minutos) correspondem a tempos apds a
indugdo da esporulago até a liberagfio de zoosporos (210 minutos). O soro anti-B-tubulina foi usado como controle.
b) Porcentagem relativa a b-tubulina da BeCen1 estimada através da densitometria das bandas apresentadas em a.



Resultados 75

A centrina recombinante de B. emersonii produzida em E. coli foi também testada quanto
a sua capacidade de ligar ions célcio. Para isso uma aliquota da proteina de fusdo foi eluida da
resina amilose-agarose na presenga de fator Xa, que separou a porgdo da centrina da porgdo da
MBP. A ligagfio a célcio foi investigada pela incubagdo da proteina na presenga e auséncia de
Ca™ ou EGTA seguindo-se SDS-PAGE e verificou-se um pequeno mas reprodutivel aumento na

velocidade de migragfo da proteina na presenga de célcio (Figura 17)

kDa

&4 Ca*t
e + EGTA

ot

4D - A e —

20 - Ao -‘“Woﬁ e ‘:

Figura 17. SDS-PAGE (15 % de poliacrilamida) da centrina recombinante na
presenca e na auséneia de célcio. e = eluato da resina; e + Ca®" = eluato mais
2mM de CaCly; e + EGTA = eluato mais 5mM de EGTA. O cluato foi
previamente clivado com fator Xa e concentrado por ultrafiltragéo. As setas
indicam a mudanga na mobilizagdo da banda correspondente com a centrina. A
figura mostra o gel corado com azul de Coomasie.

Foram realizadas também experimentos de imunolocalizagdo por imunofluorescéncia
indireta (IFI) utilizando anti-soro anti-BeCenl e zodsporos fixados de B. emersonii (Figura 18).

A fluorescéncia mostrou uma reagéo especifica na regido citoplasmatica em torno do capacete

nuclear e na regidio do corpo basal (chamado cinetoplasto) no zodsporo.



Figura 18. Imunolocaliza¢do da BeCenl em zoosporos de B. emersonii. Os zodsporos
foram fixados e incubados (vidle MATERIAS E METODOS) na presenca (b, d, f, h) e na
auséncia (a, ¢, e, g) do anti-soro anti-BeCenl seguindo-se incubagfio com o anticorpo
secundario conjugado a alexagreen. Os mesmos campos foram observados por microscopia
de fluorescéncia (a - f) para a observagdo da reagdo pré-imune (a) € imune (b) ¢ a
observagdo dos nucleos (c, d), ou por contraste de fase (g, h), utilizando-se microscopia
Optica. Os nucleos foram observados por coragio com DAPI colocado junto com o segundo
anticorpo. As imagens €) e f) sdo o produto da superposi¢éo das imagens para a observagio
da rea¢do imune e da coragdo com DAPI. As setas indicam o quinetoplasto (ou corpo basal)
e as cabecas de setas indicam o citoplasma em torno do capacete nuclear. i-k) Diagramas do
zoosporo de B. emersonii.i) Microgafia eletronica de transmissdo do zoo6sporo de B.
emersonii mostrando o nucleo (N), nucléolo (Nu), capacete nuclear (CP), mitocondrion
(M), particulas gama (G), vacuolo (V), lipideos (L), regides de membrana dupla (MD), o
cinetoplasto (C) e o flagelo (F) (modificado de Reichle & Fuller, 1967, obtido de J.
Deacon, http://helios.bto.ed.ac.uk/ bto/microbes/chytrid.htm); j, k) esquemas do zodsporo
mostrando a forma natatoéria (j) € a forma amebdide (k) que o zodsporo dos quitridios pode
adotar (modificado de J. Deacon, http://helios.bto.ed.ac.uk/bto/microbes/chytrid.htm). O
aumento € de 400X e o tamanho médio dos zdosporos € de 8 um).
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4.2.1.2. BeCen2 Unersidade de S20 Pl

O nimero de genes Becen2 também foi avaliado por Southern-blot gendomico (Figura 19)
observando-se a presenga provdvel de uma Unica copia do gene. Os resultados obtidos por
Northern-blot também indicaram uma variagdo nos niveis de expressdo de Becen2 ao longo da
esporulagdo, mas com um padrio diferente ao observado para Becenl (Figura 20) que mostrou
um méximo de acimulo aos 90 minutos, diferentemente de Becen2 que mostrou um pico aos 120

minutos de esporulag#o.

E/P HP HE BPBE P E H B

Figura 19. Southern-blot gendmico de B. emersonii usando como
sonda o fragmento do ¢cDNA de Becen2. As enzimas de restri¢éio
usadas foram: E = Eco RI, P=Pst I, H = Hind Ill e B = Bam HIL
Utilizou-se GeneRuler (Fermentas) como marcador de tamanho
molecular.
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Figura 20. a) Analise dos niveis do mRNA da BeCenl por Northern-blot. Os tempos indicados
(em minutos) correspondem a tempos ap6s a indugdo da esporulagfo até a liberagdo de zodsporos
(210 minutos). O RNA ribosomal 28S foi usado como controle. b) Porcentagem relativa ao RNA
28S do mRNA da BeCen2 estimado através da densitometria do autorradiograma mostrado em a.

Para avaliar os niveis da proteina BeCen2 foram realizados experimentos de Western-blot
utilizando dois soros heter6logos contra a proteina homologa de S.cerevisiae, ScCdc31 (M.
Winey e M. Rose), e um soro heterdlogo contra a proteina de Homo sapiens, HsCen3 (M.
Bornens). Para a avaliar os soros, o fragmento isolado durante a amplifica¢fo da extremidade 5°
do mRNA da BeCen2 (de 11 kDa de massa aparente) foi clonado conservando o seu quadro de
leitura no vetor de expressdo p-MAL c-2, usando o oligonucletideo 4-4-BeCen2-MBP, entre os
sitios EcoRI/Hindlll do plasmideo. Os tré€s soros reconheceram a proteina de fusdo gerada
(Figura 21 a) de massa molecular esperada (53 kDa), mas um dos soros anti-ScCdc31 revelou
multiplas bandas além da proteina recombinante (Figura 21 a) e multiplas bandas nos Western-
blots feitos contra os extratos de B. emersonii (ndo mostrado). Dos outros dois soros apenas o

soro anti-HsCen3 reconheceu de forma reprodutivel uma banda de massa molecular de
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aproximadamente 34 kDa. O tamanho observado é maior do que o esperado considerando que as
massas moleculares das proteinas homologas informadas na literatura encontram-se na faixa de
20-23 kDa e a propria BeCenl possui também uma massa molecular aparente de
aproximadamente 20 kDa (Figura 16a).

a)
1 2 3
63,8 P e USE
959 ==
3749 -

30 60 90 120 150 180 210 (mim)

Figura 21. a) Analise da proteina recombinante BeCen2 (fragmento de 11 kDa) em fusfio com a
proteina ligante de maltose por Western-blot com soros heterdlogos (1, anti-HsCen3; 2, anti-
ScCdc31 (M. Winey); 3, anti-ScCdc31 (M. Rose). b)Analise dos niveis da proteina BeCen2 por
Western-blot com soro heterélogo (anti-HsCen3) durante a esporulagfio. Os tempos indicados
(em minutos) correspondem a tempos apos a inducfio da esporulagio até a liberagdo de zodsporos
(210 minutos). O soro anti-B-tubulina foi usado como controle.

Experimentos de imunolocalizacdo da BeCen2 também foram realizados usando 0s soros

heterdlogos porém sem resultados confiaveis (dados ndo mostrados).
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4.2.2. Quinases dependentes de ciclina de B. emersonii.

Dentro das seqiiéncias anotadas na categoria ciclo celular do GO néo foi registrada
nenhuma quinase dependente de ciclina (Tabela 5). Visto que essas quinases sdo enzimas chaves
na coordenagdo e no controle dos eventos que ocorrem durante o ciclo celular, a expressdo de
seqiiéncias codificadoras de Cdks sfio um interessante objeto de estudo. Entretanto, entre as
seqiiéncias identificadas pelo GO dentro do processo fosforilagdo de proteinas foram incluidas
seqiiéncias codificadoras para duas Cdks putativas (BeCdkl e BeCdk2). Os melhores
alinhamentos obtidos com estas seqiiéncias utilizando a base de dados Swiss-Prot and TrEMBL
foram com a seqliéncia codificadora de uma Cdk da planta herbacea Brassica napus
(Brassicaceae. Magnoliophyta), € com a seqiiéncia codificadora da Cdk2 do ourico de mar
Sphaerechinus gramularis (Toxopneustidae, Echinodermata).

As duas seqiiéncias obtidas como melhores alinhamentos na base de dados Swiss-Prot and
TrEMBL estfo apenas anotadas como atuando na fosforilagdo de proteinas e nfo estdo descritas
como envolvidas nos processos relacionadas com o ciclo celular. Isto aparentemente se deve a
falta de estudos bioquimicos conclusivos sobre o papel destas Cdks nesses organismos.
Entretanto, entre os cinco primeiros alinhamentos obtidos com a BeCdkl, quatro foram
registrados com plantas, sendo que o terceiro alinhamento foi com a Cdc2A de A. thaliana (Score
= 335, Evalue = 4E-91), o homdlogo de Cdc2/Cdc28 de leveduras ou Cdkl, envolvida em
citocinese. Por outro lado, pelo menos os cinco primeiros alinhamentos produzidos com a
BeCdk2 foram com animais, sendo que o quarto alinhamento foi com a Cdk2 de H. sapiens
(Score = 288, Evalue = 2E-77) claramente envolvida com vérios pontos de controle e de
regulagdo do ciclo nuclear, como regulagdo da replicagdo do DNA, regulagdo positiva da

proliferagfo celular, passagem da fase G, para S e transi¢fo da fase G, para M.
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4.2.2.1. Anilise das seqiiéncias de ¢cDNA das quinases dependentes de ciclina de B.
emersonii.

Cinco quadros de leitura abertos codificadores para quinases dependentes de ciclina
putativas foram seqiienciadas em diferentes bibliotecas de ¢DNA de varios tempos da
esporulagdo. As seqii€ncias foram agrupadas em dois contigs pelo programa CAP3. O contig cujo
melhor alinhamento foi com a seqiiéncia de B. napus retine trés ESTs cobrindo a ORF completa
de uma Cdk (999 pb, 295 aa, aproximadamente 34 kDa) que foi chamada de BeCdkl. O outro
contig produziu o melhor alinhamento com a seqiiéncia de S. granularis ¢ reune dois ESTs
cobrindo grande parte de uma Cdk putativa exceto a extremidade carboxi-terminal (765 pb, 251
aa) que foi denominada BeCdk?2.

Curiosamente, considerando os alinhamentos obtidos no Swiss-Prot and TrEMBL, ndo
haveria seqiiéncias de fungos caracterizadas como codificadoras de Cdks que alinhassem com as
seqiiéncias isoladas de Blastocladiella. Entretanto, os alinhamentos registrados na base de dados
nr do NCBI indicaram resultados diferentes para BeCdk1. O contig correspondente a BeCdk1 foi
similar a uma proteina hipotética da levedura Yarrowia lipolytica com 66% de identidade e 8§2%
de similaridade. Os alinhamentos que seguiram incluiram outros dois fungos, Cdk 3 de humano, e
depois as plantas. O outro contig manteve o mesmo perfil nos alinhamentos, sendo o melhor
também com S. granularis com 65% de identidade e 80% de similaridade, seguido de seqiiéncias
de outros animais.

As duas seqiiéncias de Cdks de B. emersonii possuem residuos conservados envolvidos na
fosforilagdo regulatoria e regides caracteristicas das Cdks, mas ambas apresentam variagdes
algumas das quais provavelmente sejam caracteristicas de B. emersonii (Figura 22). Ambas
possuem os residuos TY que causam inibi¢do por fosforilagio na regifio de ligagdo do ATP (T19

e Y20 da BeCdkl, e T23 e Y24 da BeCdk2) e o residuo T na al¢a T cuja fosforilagdo produz a
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ativagdo da Cdk (T165 da BeCdkl e T169 da BeCdk2). O motivo GDSEID também esta
conservado entre os homologos de Cdc2/Cdc28 e as Cdks de B. emersonii, ao contrario de outros
tipo de Cdks como Pho85, uma Cdk ndo essencial mas com um possivel papel auxiliar no ciclo
celular de S. cerevisiae (Takeo et al., 2004). O motivo PSTAIRE, conservado em homologos de
Cdk1 tanto de fungos como de animais e de plantas, possui altera¢Ges em ambas as Cdks de B.
emersonii. Este tipo de variantes foi descrito para algumas Cdks de plantas, que também
estariam envolvidas com o controle do ciclo celular e pela primeira vez em fungos recentemente,
no homodlogo de Cdc2 de C. neoformans (Takeo et al., 2004). Entretanto, em nenhum destes
organismos observaram-se as substitui¢des encontradas em B. emersonii.

Quando foram comparadas vérias seqiiéncias de amino 4cidos de Cdks conhecidas, tanto
BeCdkl como BeCdk2 agruparam com as Cdks de plantas “nZo-PSTAIRE” (Figura 23),
indicando que poderiam ser Cdks diferentes da Cdc2/Cdc28, descrita em fungos como tnica

quinase responsavel pelo controle do ciclo celular.

gcaccaccgaccatgacg............ gccgactcgattgacgcctacgecgegectce
............. M TT>5S-o - - - A D S I D A Y A R L
............. M T D R P K M N G V E D Y @Q Y I
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1--—— Fmm Fom Fmm—————— Fm—————— - +60
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Figura 22. a) Alinhamento entre as duas seqiiéncias codificadoras das Cdks de B. emersonii
(BeCdkl e BeCdk2) feito com o ClustalW. Nos retdngulos estdo contidos os motivos
conservados: em seqiiéncia eles sdo a regifo de ligagdo ao ATP, o motivo PSTAIRE (em
negrito), o dominio catalitico e a regifio da alga T. Os residuos conservados envolvidos na
fosforilagdo regulatéria estdo sublinhados. Os cédons de inicio da tadugdo em ambas Cdks
BeCdk1 (atg), o cédon de término da tradugdo em BeCdk1 (tga) e o motivo conservado GDSEID
estdo em negrito.
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Figura 23. Arvore feita com seqiiéncias de Cdks pelo método de agrupamento de vizinhos
usando o programa MEGA. As seqiiéncias de amino &acidos usadas no alinhamentos foram
processados na carboxila terminal que ndo esta presente no cDNA da BeCdk2. Os valores do
teste bootstrap maiores do que 50 estdo indicados em cada divergéncia. ScPho85 foi usado como
grupo externo.Be: B. emersonii; Tc: Trypanosoma cruzi; Sg: Sphaerechinus granularis; Tt:
Tetrahymena termophila Hs: H. sapiens; Mm: Mus musculus; Rn: Rattus novergicus; Xl:
Xenopus leavis; Cg: Cricetulus griseus; Am: Anthyrrinus majus; At: A. thaliana; Lm: Leishmania

major; Sc: S. cerevisiae.
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Sk iy Expressio dos genes BeCdkl e BeCdk2.

4.2.2.2.1. BeCdkl

O numero de genes codificadores da BeCdk1 de B. emersonii foi avaliado por Southern-

blot observando-se a presenga provavel de um tnico gene (Figura 24).

"PIN N E/N E EP P PB B BN

Figura 24. Sowuthern-blot gendmico de B. emersonii usando como
sonda o cDNA codificador da BeCdkl. As enzimas de restricdo
usadas foram: E = EcoRI, P = Pstl, H = Hindlll ¢ B = BamHL
Utilizou-se 1kb DNA ladder (Life Technologies) como marcador de
peso molecular.

Os niveis do mRNA da BeCdkl foram analisados ao longo do ciclo de vida do fungo,
lembrando que a expressido das Cdks com regido PSTAIRE conservada permanece constante ao
longo do ciclo celular ao contrario das Cdks ndo PSTAIRE que mostram expressdo regulada
(vide INTRODUCAO). A BeCdk1 putativa de B. emersonii apresentou um aumento no nivel de
mRNA durante a esporulagio, com um pico de actmulo aos 90 minutos, para depois diminuir €

aumentar novamente no final da esporulagio e inicio da germinacio, com um pico de expressdo



Bl LY S

INSTITUTO DE QUIMICA Resultados 87
Universidade de Sao Paulo

no zoosporo e aos 30 minutos de germinag#o, e depois registrar um novo actimulo na germinag¢do

tardia, aos 120 minutos apds a indugdo da germinag&o (Figura 25).

%}%;f kb
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Figura 25. a) Analise dos niveis de mRNA da BeCdk1 durante a esporulagao e a germinagéo por
Northern-blot. As canaletas 1-6 correspondem a células de 0, 30, 60, 90, 120 e 150 min apds a
indugdo da esporulagdo, respectivamente; as canaletas 7-11, correspondem a zodsporos € células
em germinagdo de 30, 60, 90 e 120 min, respectivamente. As bandas dos RNA ribosomais 28S e
18S coradas com BrEt e visualizadas com luz UV foram usadas como controle da quantidade de
RNA. b) Quantidade relativa do mRNA da BeCdkl estimado através da densitometria do
autorradiograma, corrigindo-se pela quantidade de RNA em cada canaleta.
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Para determinar se o aumento nos niveis de mRNA era acompanhado por um aumento nos
niveis da proteina correspondente, procedeu-se a subclonagem do ¢DNA no vetor de expressdo
pMAL c-2. Um fragmento de 811 pb (Pst I/ Hind 1T} do cDNA Becdk1 foi subclonado no vetor e
a proteina recombinante obtida foi utilizada na imumizacio de coelhos O anti-soro anti-BeCdk1
obtido foi avaliado por Western-blot (Figura 26). Uma banda de aproximadamente 32 kDa (o
tamanho estimado para a BeCdkl1 ¢ 32,5 kDa) e de expressdo constitutiva foi observada (Figura

26). Esta banda podena corresponder ao padrio de aciimulo da BeCdk1.

<+ Espomlax;ao . —P 7Z00sp. 44— Gemminagdio —p-
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Figura 26. Anilise dos niveis da BeCdk1 durante a esporulagio e a germinagio por Western-blot.
As canaletas 1-6 correspondem a células de 30, 60, 90, 120, 150 ¢ 180 min apos a indugfo da
esporulagdo, respectivamente; as canaletas 7-11, correspondem a zodsporos ¢ células em
germinagio de 30, 60, 90 ¢ 120 min, respectivamente. A f-tubulina foi usada como controle da
quantidade de proteina.

Foram realizadas também experimentos de imunolocalizagdo utilizando anti-soro anti-
BeCdk1 e zodsporos fixados de B. emersonii (Figura 27). A fluorescéncia mostrou uma reagdo

especifica na regido do micleo e na regido do capacete nuclear do zodésporo.
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Figura 27. Imunolocalizagdo da BeCdkl em zodsporos de B. emersonii. Os zodsporos foram
fixados e incubados na presenga (b, d, £, h) e na auséncia (a, ¢, e, g) do anti-soro anti-BeCdk1
seguindo-se incubagiio com o anticorpo secundario conjugado a alexagreen. Os mesmos
campos foram observados por microscopia de fluorescéncia (a-f) para a observagio da reacgio
pré-imune (a) ¢ imune (b) e a observagdo dos niicleos (c, d), ou por contraste de fase (g, h),
utilizando-se microscopia optica. Os nucleos foram observados por coragio com DAPI
colocado junto com o segundo anticorpo. As imagens ¢) e f) sdo o produto da superposi¢io
das imagens para a observagdo da reagio imune e da coragdo com DAPL As setas indicam o
capacete nuclear e as cabegas de setas indicam o niicleo. O aumento é de 400X e o tamanho
médio dos zoéosporos € de 8 pum).
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4.2.2.2.2. BeCdk2

O nimero de genes codificadores da BeCdk2 de B. emersonii também foi avaliado por

Southern-blot (Figura 28) observando-se a presenga provavel de um finico gene.

"PIN N EEN E EP P PB B BIN
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Figura 28. Southern-blot genémico de B. emersonii usando como
sonda 0 cDNA codificador da BeCdk2. As enzimas de restrigdo
usadas foram: E = EcoRl, P = Pstl, H = Hindlll ¢ B = BamHI.
Utilizou-se 1 kb DNA /ladder (Life Technologies) como marcador
de tamanho molecular.

Os niveis do mRNA da BeCdk2 foram analisados ao longo do ciclo de vida do fungo
observando-se um aumento no acmulo do mRNA entre os 60 ¢ 120 minutos ap6s da indugdo da

esporulagdo, estando ausente nas demais etapas do ciclo de vida do fungo (Figura 29).
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Figura 29. a) Analise dos niveis de mRNA da BeCdk2 durante a esporulagao e a germinagéo de
B. emersonii por Northern-blot. As canaletas 1-6 correspondem a células de 0, 30, 60, 90, 120 e
150 min apds a inducdo da esporulagfo, respectivamente; as canaletas 7-11, correspondem a
zoosporos e células em germinagdo de 30, 60, 90 e 120 min, respectivamente. As bandas dos
RNA ribosomais 28S e 18S coradas com BrEt e visualizadas com luz UV foram usadas como
controle da quantidade de RNA. b) Quantidade relativa do mRNA da BeCdk2 estimado através
da densitometria do autorradiograma, corrigindo-se pela quantidade de RNA em cada canaleta.

4.2.2. Transportador putativo de hexose de B. emersonii.

O fragmento correspondente a carboxila terminal de um transportador putativo de hexose
(denominado Bemst) foi seqilenciado na biblioteca NSV. Nés consideramos o estudo desta
seqiiéncia dentro dos nossos objetivos visto que em varios organismos foi descrita a regulagéo da
expressdo de genes envolvidos no ciclo celular pela presenga de nutrientes, em particular da
glicose. Além disso, em Blastocladiella observou-se um bloqueio na esporulagdo na presenga
deste agucar (Correa & Lodi, 1986). O cDNA seqiiénciado possui 730 pb, incluindo o codon de
parada, que codificariam 242 aminoacidos de uma proteina estimada por similaridade com

proteinas dos bancos da dados em 520 aas (Figura 30).
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caaccgtctcgtcattggegttatgctceccagttcttccagcagtggaccgggatcaatgeg
N R L VvV I 6 vM™M L Q F F Q 0 W T G I N A
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ttcatgtggatcatctgcatcgcggtcaacctgttceccagtecggegteccgegggectgacg
F MW I I C I A V N L F Q S A S A G L T

cccgacgcecgtacccggectcggecgacegectactcegetcateggectecgttgggatgtat
p DAY P A S A TAY S L I G L V G M Y

ctttacgtcctctgcecttegectcecgacgtggggececegtggtectggtcatacgtttceccgaa
L ¥y vL CF A ST WG P V V W S Y V S5 E

atcttcccggceccececgtgtgegecggecaagggegtcgggatcgecgaccgcgagecaactggate
I ¥ P A R V R G K GV G I A T A S N W I

aacaactacatcctcteccgecggtctggecctacatcagecgaggetcectgetecgecaaccag
N N Y I L S A VvV W P Y I S E A L L A N Q

tacgcgatcttecggttgcaccggectcgecgatggeccgectacgtccactteccaggtgcecee
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Figura 30. Seqiiéncia de nucleotideos do cDNA parcial do gene que codifica um transportador
putativo de hexose de B. emersonii ¢ a seqiiéncia deduzida de aminoacidos. Seis dominios
transmembrana estdo sublinhados e os dominios conservados em outros transportadores estdo
indicados por rectangulos.
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O melhor alinhamento obtido pelo BLASTX contra a base nr do GenBank com uma
seqiiéncia bem caracterizada foi com o transportador de hexose do fungo Amanita muscaria
(Agaricaceae, Basidiomycota), apresentando 36% de identidade e 55% de similaridade,
correspondente ao segundo melhor alinhamento. O primeiro foi com a seqiiéncia codificadora
de uma proteina hipotética de Neurospora crassa que possui um dominio transportador de
hexose.

O primeiro de nossos objetivos foi verificar o bloqueio da esporulagdo pela presenga
de glicose, conforme descrito por Correa e Lodi (1986). Para isso, aliquotas de uma cultura de
B. emersonii de 6 h de crescimento a 27°C foram induzidas a esporular em SE na presenca ou
auséneia de diferentes concentragdes de glicose (vidle MATERIAIS E METODOS). As
culturas foram capazes de esporular no periodo méximo de 240 min descrito para a fase de
esporulagdo do fungo sob todas as concentra¢des de glicose testadas. A Figura 31b mostra
apenaé o resultado com glicose 2 %. Entretanto, foi observada uma diferen¢a de fendtipo na
presenga de glicose 2%, isto ¢, a produgfio de zoospordngio vazios foi menor que a do
controle sem glicose (5,3 % = 1,5 contra 83,6 % + 6,2 do controle), os zodsporos
apresentaram-se arredondados, com menor capacidade de movimentagéo, e com dificuldades
para sairem do esporingio pela papila de descarga, ficando na sua maioria dentro do mesmo
(Figura 31b).

A seguir, estudou-se a influéncia de outros agucares no processo de esporulagéo.
Novamente, aliquotas de uma cultura de B. emersonii de 6 hs de crescimento foram induzidas
a esporular em SE na presenga ou auséncia de diferentes hexoses em concentragdo de 2%.
Também foi testado glicerol na mesma concentragdo molar (glicerol 1%). Na presencga de
frutose 2%, os zodsporos desenvolveram-se também arredondados (Figura 31c) embora a
movimentagdo € o niimero liberado ao meio apds 240 minutos foram semelhantes aos das

células na auséncia do agucar. Na presenca de galactose 2%, a diferenga entre os z6osporos
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das células tratadas e os zodsporos controle foi novamente a forma (Figura 31d), sendo
oblongos mas com maior largura que os da cultura controle. Com glicerol 1%, ndo houve
diferengas comparando-se com a cultura controle (Figura 31e). Quando a esporulagio foi
induzida na presenga de manose 2%, o processo foi totalmente inibido, ficando a célula na
etapa de septo basal, que € atingida normalmente 60 minutos apds a inducio da esporulacio
(Figura 31f). Foram também testadas concentragdes menores de manose para estabelecer a
concentragdo minima na qual se podia observar o fenétipo. O bloqueio da esporulagdo na
etapa de septo basal manteve-se ainda sob uma concentragio de 0,1% (nido mostrado), a
mesma concenfragdo descrita anteriormente como inibitoria da esporulagiio para glicose

(Correa e Lodi, 1986).

Figura 31. Fendtipos observados em culturas de B. emersonii 4 h apés a indugdo da
esporulacdo na presenca de diferentes agucares. a) SE (controle); b) SE + glicose 2%; ¢) SE +
frutose 2%; d) SE + galactose 2%; ¢) SE + glicerol 1%; f) SE + manose 2%.
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A esporulagdo também foi avaliada na presenga de analogos ndo metabolizaveis de
glicose. Os andlogos de glicose usados foram a 2-desoxi-glicose, a qual € transportada e
fosforilada mas ndo continua a ser degradada, e a 3-O-metii-glicose, a qual & apenas
transportada mas ndo ¢ sustrato da hexoquinase, ¢ portanto também ndo é metabolizada. A
cultura niio progrediu ao longo da esporulagdo na presenga de 2-desoxi-glicose, mostrando
um fenétipo semelhante ao observado com manose (Figura 32b) e diferente do controle
(Figura 32a). A 3-O-metil-glicose niio teve efeito sobre a diferenciagiio e aos 210 minutos a
maioria dos zodsporos tinham sido liberados para o meio (Figura 32¢), como na esporulagio

do controle.

Figura 32. Fendtipos observados em culturas de B. emersonii 4 h apés a indugio da
esporulagdo na presenga de analogos ndo metabolizaveis de glicose. a) SE (controle); b) SE +
2-desoxi-glicose; ¢) SE + 3-O-metil-glicose.

A expressdo do mRNA do gene que codifica o transportador putativo de hexose de B.
emersonii foi analisada durante a esporulagdo na auséncia e na presenga de glicose 2% para
estabelecer se apresentava alguma diferenga, embora o fenétipo nio tivesse sido o esperado.

O padrio de expressdo manteve-se muito semelhante nas duas condi¢des (Figura 33 a, b).
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Figura 33. a) Analise dos niveis de mRNA da BeMst durante a esporulagio de B. emersonii
por Northern-blot. 1) na presenca de SE; II) na presenga de SE + glicose 2%. Os tempos
indicados (em minutos) correspondem a tempos apds a indug¢do da esporulagfo até a liberagdo
de zodsporos (Z). A letra G ao lado dos tempos indica a presenga de glicose. As bandas dos
RNA ribosomais 28S e 18S coradas com BrEt e visualizadas com luz UV foram usadas como
controle da quantidade de RNA. b) Quantidade relativa do mRNA da Bemst estimado através
da densitometria do autorradiograma, corrigindo-se pela quantidade de RNA em cada
canaleta.

Entretanto, quando se analisou o padriio de expressdo na presenga de manose 0,1%
(Figura 34 a,b), verificou-se que houve uma variagdo, indicando a influéncia das condi¢des
testadas nos niveis do mRNA. Com o objetivo de avaliar a expressdo de outros genes na
presenga de manose fomos estudar o padrdo de expresséo do mRNA que codifica a Hsp70 de
B. emersonii na auséncia e na presen¢a de manose (Figura 34). O padréio de variagéio deste

mRNA também foi afetado, sugerindo um efeito geral na esporulagéo.
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Figura 34. a) Anélise dos niveis de mRNA da BeMst e da Hsp70 durante a esporulacéo de B.
emersonii . I) na presenga de SE; b) na presenga de SE + manose 0,1%. Os tempos indicados
(em minutos) correspondem a tempos apds a indugfio da esporulagdo até a liberagdo de
zo6sporos (Z). A letra M ao lado dos tempos indica a presenga de manose. As bandas dos
RNA ribosomais 28S e 18S coradas com BrEt e visualizadas com luz UV foram usadas como
controle da quantidade de RNA. b) Quantidade relativa do mRNA da Bemst estimado através
da densitometria do autorradiograma, corrigindo-se pela quantidade de RNA em cada
canaleta. ¢) Quantidade relativa do mRNA da Hsp70 estimado através da densitometria do
autorradiograma, corrigindo-se pela quantidade de RNA em cada canaleta.
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Na tentativa de separar o efeito da presenca da manose do efeito do bloqueio da
esporulagdo, provavelmente um efeito pleiotropico, fomos estudar o padréo de expressdo de
ambos mRNAs (Bemst e hsp70) em uma outra condig¢fio que bloqueasse a esporulagdo e que
ndo tivesse relagdo conhecida com a/s via/s regulada/s pela manose. O bloqueio da
esporulagdo pela presenga de alguns aminodcidos tinha sido observado anteriormente (Correa
and Lodi, 1986), entdo escolhemos alguns aminodcidos para confirmar o bloqueio. O
triptofano (trp) em uma concentragdo de 0,4 mM foi suficiente para bloquear a esporulagéo, e
entdo fomos testar o padrio de expressio de ambos os mRNAs ao longo da fase de

esporulagdo na presenga ou na auséncia de trp.

Os ensaios indicaram que ambos os padrdes estdo alterados, mostrando um perfil de
expressdo semelhante ao observado na presenga de manose, com um acimulo dos mRNAs
maior na presenga de triptofano que na presenca de manose tanto para a Bemst como para a

hsp70 (Figura 35 a,b)
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Figura 35. a) Analise dos niveis de mRNA da BeMst e da Hsp70 durante a esporulagéo de B.
emersonii . I) na presenga de SE; b) na presenga de SE + triptofano 0,4 mM. Os tempos
indicados (em minutos) correspondem a tempos apds a indugdo da esporulagéo até a liberagéo
de zoo6sporos (Z). A letra W ao lado dos tempos indica a presenga de triptofano. As bandas
dos RNA ribosomais 28S e 18S coradas com BrEt e visualizadas com luz UV foram usadas
como controle da quantidade de RNA. b) Quantidade relativa do mRNA da Bemst estimado
através da densitometria do autorradiograma, corrigindo-se pela quantidade de RNA em cada
canaleta. ¢) Quantidade relativa do mRNA da Hsp70 estimado através da densitometria do
autorradiograma, corrigindo-se pela quantidade de RNA em cada canaleta.
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5) DISCUSSAO
S.1) Obtenciio, processamento e anotacio das seqiiéncias expressas, e avaliac¢iio in silico
dos perfis de expressao.

Desde os primeiros trabalhos descrevendo o segiienciamento em grande escala de
seqiiéncias expressas ou ESTs (Adams et al., 1991; Waterston et al., 1992) numerosos estudos
foram realizados apresentando andlises das ESTs geradas por organismos em diferentes estagios
de desenvolvimento (Nelson ef al., 1997, Kamoun et al., 1999; Porcel et al., 2000; Lee et al.,
2002; Felipe et al., 2003; Verjovski-Almeida et al., 2003 Sacadura & Saville, 2003; Nugent et
al., 2004), em diferentes tempos do ciclo de vida (Zhu ef al., 2001), ou em diferentes tecidos
(Adams et al., 1995; Sterky ef al., 1998; Sterky et al., 2004).

A informagdo proveniente do seqlienciamento das ESTs tem oferecido assim a
possibilidade de analisar o espectro de genes que estdo sendo expressos em determinado tempo,
tecido ou estagio de desenvolvimento de organismos sem o genoma seqiienciado, € também tem
permitido a elaboragdo de mapas das regides expressas em genomas parcial ou totalmente
caracterizados, apresentado-se como alternativa & informagéo proveniente da predigdo das regides
transcritas (McCombie ef al., 1992; Polymeropoulos et al., 1993; Collet & Joseph, 1994; Schuler
et al., 1996; Rounsley et al., 1996; Scharfe et al., 1999; Sims et al., 2004) . A anélise posterior
destas seqiiéncias também tem fornecido informagdo adicional do ponto de vista funcional,
evolutivo e estrutural (Torto et al., 2003; Gard et al., 2004; Philippe et al., 2004; Bagga ef al.,
2004)

As seqiiéncias de B. emersonii geradas neste estudo constituem mais um aporte ao

conhecimento da diversidade génica de um organismo muito estudado em varios aspectos



SIBLIOTECA Priscussio 101

INSTITUTO DE QUIMICA

Universidade de Sao Paulo
bioquimicos, e produzem uma contribui¢do singular por se tratar de um quitridiomiceto, grupo de
fungos dos quais se possui pouca informagfo em nivel génico.

Neste projeto foram geradas 8.495 ESTs com seqiiéncia de boa qualidade que constituem
3.226 unigenes putativos que foram anotados em ontologias (The Gene Ontology Consortium,
2001), sistema que esta sendo cada vez mais adotado pelos pesquisadores. Estes dados somaram-
se aos quase 17.000 ESTs gerados no total do programa de seqiiénciamento de ESTs das fases de
esporulacdo, germinagéo e célula vegetativa deste fungo, para produzir um primeiro trabalho que
foi submetido a publicacdo (Ribichich et al, submetido). O numero de seqiiéncias unicas
putativas do projeto global ficou perto de 4.890, uma porcentagem de informagdo importante para
o que poderia ser o transcriptoma de B. emersonii.

Com o numero crescente de dados em termos de seqii€ncias geradas, chegou a ser clara a
necessidade do aumento da precisdo na trimagem (remo¢do de regides indesejadas) e na
formagdo de grupos de seqii€ncias redundantes (ou contigs) para produzir seqiiéncias consenso de
alta qualidade e do maior tamanho possivel. N6s fizemos a remogdo de segmentos de vetores e de
adaptadores, de caudas de poliA+, de seqiiéncias de baixa qualidade, ¢ filtramos as seqii€ncias
contaminantes (RNA ribosomal, mitocondrial, e de bactérias) como processo prévio a formagéo
de contigs entre as seqiiéncias geradas. Apds a frimagem das seqiiéncias usamos o programa
CAP3 (Huang & Madan, 1999) para a formag¢do de grupos de transcritos similares. Comparado
com outros programas de agrupamento de fragmentos de seqiiéncias, o CAP3 mostrou ter um
indice menor de leituras com bases discrepantes em cada contig formado, menor influéncia dos
erros do seqlienciamento tanto no agrupamento das seqiiéncias como na formag¢do do consenso, ¢

menor produgdo de contigs redundantes (ou seja, conmtigs que provavelmente deveriam estar

agrupados) (Liang et al., 2000; Telles & Silva, 2001). No nosso estudo, também observamos a
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diminui¢do no numero de contigs gerados aoc comparar o programa de agrupamento PHRAP
(Green, 1996) com o CAP3 (Huang & Madan, 1999). Portanto, temos tentado minimizar a
introdug¢do de similaridade externa entre as ESTs que pudesse resultar em um agrupamento
incorreto, mediante o uso de trimagem exaustiva, e temos tentado minimizar a formagdo de
contigs redundantes usando o programa de agrupamento CAP3. Devido a estes procedimentos
adotados, nds consideramos cada contig como proveniente da superposi¢do de seqiiéncias
provavelmente transcritas do mesmo gene, ¢ a soma de contigs e singletes como unigenes
putativos, embora ndo seja possivel descartar a existéncia de seqiiéncias transcritas de paralogos
(genes que sfo o resultado de um evento de duplicagdo) reunidas no mesmo contig, e de
seqiiéncias provenientes de diferentes regides de um mesmo tipo de mRNA separadas em dois ou
mais contigs.

As seqiiéncias consenso provenientes dos contigs ¢ as seqii€ncias dos singletes foram
comparadas com as seqii€ncias existentes na base de dado nfo redundante do GenBank ¢ a base
de dados curada do SWISS-PROT and TREmbl. Entretanto, as seqii€éncias foram identificadas
putativamente em ontologias de acordo com os melhores alinhamentos obtidos contra esta ultima
base. O objetivo desta dupla comparagéo foi, por um lado, informar uma identifica¢do putativa
por seqiiéncias melhor caracterizadas no SWISS-PROT and TREmbl que as depositadas no
GenBank e, a0 mesmo tempo, manter a referéncia das seqiiéncias recentemente geradas na hora
de estabelecer a porcentagem das ESTs de B. emersonii com similaridade com outras seqii€ncias
e estabelecer quais organismos encontram-se entre os primeiros alinhamentos.

A porcentagem de seqii€ncias nfo identificadas no GenBank foi de 43 %. Esta
porcentagem esta de acordo com os resultados obtidos para outros organismos (Kamoun et al.,

1999; Porcel et al., 2000; Nugent et al., 2004). Uma taxa de evolugéo das seqiiéncias maior que a
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de outros fungos poderia ser um dos fatores influindo nesta porcentagem. Nés avaliamos essa
possibilidade para 20-25 ortoélogos e determinamos que isso ndo parece ser um fator
preponderante. Estes resultados concordam com os obtidos para 390 seqiiéncias de B. emersonii
em um estudo comparativo de ESTs que esta sendo desenvolvido (Georg et al., em preparagio).
A tendéncia ndo parece ser uma diminui¢do significativa das porcentagens dos nfo identificados
na medida em que o nimero de genomas seqiienciados aumenta, visto que ndo se incrementa na
mesma propor¢do a caracterizagdo bioquimica dessas seqiiéncias. Contrariamente, pode se
esperar um aumento das seqiiéncias expressas conservadas e das proteinas hipotéticas
conservadas. Entretanto, considerando que os organismos modelos seqiienciados até agora ndo
abrangem o espectro evolutivo, é provavel que, no caso de um fungo primitivo como B.
emersonii, uma grande porcentagem de seqiiéncias expressas fique sem identidade putativa por
maior tempo. Isto reflete também os limites do uso de dados de sequenciamento para identificar
algumas proteinas homologas distantes evolutivamente e que possam ter a estrutura mais
conservada que a seqii€ncia de amino acidos.

A regulagdo da sintese de proteinas durante a esporulacdo de B. emersonii envolve
controles transcricionais, traducionais e pds-traducionais (Lodi & Sonneborn, 1974; Correa et al.,
1978; Silva et al., 1986). Conseguimos associar as seqiiéncias geradas neste trabalho a diferentes
processos biolégicos usando o sistema GO e encontramos entre 0s processos bioldgicos mais
representados a sintese de proteinas, a transcri¢o, e o transporte (Figura 8). Além disso, as ESTs
mais freqiientes corresponderam a seqiiéncias codificadoras de proteinas ribossomais putativas,
ou seja, proteinas diretamente relacionadas com a maquinaria de biossintese de proteinas (Tabela
4). Os perfis de expressdo dos mRNAs para estas proteinas indicaram que a transcricdo das

proteinas ribossomicas estd sendo reprimida durante a esporulagdo (Figura 10), o -que foi
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corroborado para uma delas por Northern-blot (Figura 11). Esta diminui¢fo na transcri¢do estd de
acordo com a diminuigéo dréstica na taxa de acimulo do RNA (92 %) e com a redu¢do em 60%
da taxa de acumulo de proteina que acompanha a indugio da esporulagdo (Lovettt, 1975), € que
apdés uma recuperagdo declina significativamente até o final deste estagio de diferenciagfo. Ao
mesmo tempo, nds observamos contigs associados com o processo de protedlise/peptid6lise com
perfis correlacionados de expressdo que mostram a sua indug@o durante a esporulagio (Figura 10)
0 que também estd em concordancia com o aumento da proteédlise observada nesta fase por Lodi
¢ Sonneborn (1974), principalmente no final da esporulagfio. O significado biologico provavel
para esta degradagdo poderia ser a necessidade de prover amino 4dcidos para a sintese de rnovo de
proteinas € para remover proteinas que poderiam bloquear o progresso de diferenciagfio celular

(Lodi & Sonneborn, 1974)

Também em relagdo & degradacdo de proteinas, dentro do processo de transporte
destacaram-se vérias seqiiéncias codificadoras possivelmente relacionadas com o transporte de
proteinas através de reticulo endoplasmatico (RE) e das vesiculas do Golgi para a reciclagem e
excregdo (Tabela 6). Além disso, também foi identificada pelo menos uma proteina envolvida em
fusfio de membranas vesiculares (Cdc48), a qual poderia participar diretamente do processo de
celularizagdo ou diviso celular. A citocinese envolve inicialmente a formagdo de vesiculas de
clivagem que se fundem e envolvem o flagelo (Lessie & Lovett, 1968; Lovett, 1975), e a fuséo
progressiva desse tipo de vesiculas forma uma rede tridimensional de planos de clivagem em
torno de cada ntcleo. Foram também observadas estruturas parecidas com anéis de clivagem em
algumas células (Lima, 1999). Estes mRNAs foram isolados apenas na esporulagéo, exceto por

dois ESTs isolados na biblioteca de zodsporo (S. Salem-Izaac) que provavelmente foram
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transcritos na esporulagfo, considerando-se que o zdsporo € uma célula quiescente tanto para

transcri¢do como para tradugéo (Lovett, 1975).

Tabela 6. Identidade putativa de 12 seqii€ncias classificadas no processo transporte.

Identificacio putativa Funcio

Vacuolar import and degradation protein | Envolvida na degradagfo da frutose-1,6-
VID24 (S. cerevisiae) bisfosfatase (FBPase). Provavelmente,
regula o endere¢camento das vesiculas
contendo FBPase ao vactiolo.

SEDS5-binding protein 2 (S. cerevisiae) Reveste as vesiculas derivadas do RE
envolvidas no transporte do RE ao
aparelho de Golgi.

Secretory carrier-associated membrane Age nas rotas de reciclagem pds-Golgi.

protein 1 (H. sapiens)

Syntaxin 22 (4. thaliana) Pode prover um sitio de ligag#o (t-
SNARE) para a fusdo vacuolar.

Syntaxin 6 (R. novergicus) Envolvida em trafego vesicular
intracelular.

Syntaxin 71 (4. thaliana) Envolvida em trafego vesicular na rota de
secrecao.

Vesicle transport v-SNARE 13 Pode prover um sitio de ligagéo (v-

SNARE) responséavel pelo enderegamento
das vesiculas envolvidas na secrecéo.

Adapter-related protein complex 1 sigma | Age na distribui¢do proteica na rede Golgi-

1B subunit (H. sapiens) tardia/trans-Golgi e/ou endossomas

Adapter-related protein complex 3 sigma 2 | Facilita a formag&o de vesiculas do Golgi e

subunit (M. musculus) pode estar envolvida no trafego para os
lisossomas.

Exocyst complex component 7 (M. Envolvida na ligagdo de vesiculas

musculus) exociticas com sitios de fuséo na
membrana plasmaética.

Exocyst complex component sec6 (S. Envolvida na ligagdo de vesiculas

pombe) exociticas com sitios de fusdo na
membrana plasmaética.

Transport protein particle 22 kDa subunit | Participa do trafego RE/Golgi.
(S. cerevisiae)
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O fato das seqiiéncias mais expressas durante esta fase estarem reprimidas logo aos 60
minutos apds a indugdo do processo, nos fez pensar que a maioria das seqii€ncias reguladas
positivamente nesta etapa ndo deveriam ser muito expressas e que a maioria dos 3226 unigenes
putativos deveriam corresponder a mRNAs também pouco expressos. Isso é efetivamente
corroborado quando se observa que 80 % dos unigenes correspondem a singletes ou contigs que
reunem apenas duas ESTs (Tabela 3 e Figura 9). Além disso, uma comparagio bidirecional feita
com um numero equivalente de seqiiéncias da fase de germinagdo (seqiiéncias do projeto da
aluna Silvia Salem-Izaac) indicou que aproximadamente 75 % das seqiiéncias agrupadas na fase
de esporulagdo (incluindo algumas poucas seqliéncias das células vegetativas seqilienciadas)
tinham sido observadas apenas nesta fase. Embora, nfo seja possivel considerar essa
porcentagem como representativa das seqiiéncias exclusivas desta fase devido as limitagGes
intrinsecas da amostragem (frente a um maior nimero de ESTs seqiienciadas algumas seqiiéncias
unicas poderiam ter se transformado em comuns a ambas fases), esta diferenga resulta da grande
variagdo na expressdo génica que ocorre durante a esporulagéo.

Além dos perfis de expressdo relacionados com a sintese de proteinas e com a degradacgéo
destas, nds observamos outros padrdes de expressdo correlacionados (Figura 10), produzidos
sobre contigs que foram previamente escolhidos considerando os intervalos de credibilidade
(intervalos de erro) gerados na contagem normalizada de ESTs. O agrupamento de genes pelo
perfil de expressdo pode contribuir na identificagdo de marcadores substitutos, de elementos
reguladores, e de seqiiéncias sem identificagdo putativa (Ewing et al, 1999). Neste sentido,
varios contigs sem similaridade com seqii€ncias nas bases de dados mostraram expressido

correlacionada (Figura 10 d).
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5.2) Estudo sobre as centrinas.

Seis ESTs foram isolados e agrupados em dois contigs, um correspondendo a seqii€ncia
codificadora completa de uma centrina relacionada a subfamilia das CrCen (tipo Chlamydomonas
reinhardtii), ndo descrita anteriormente em fungos, e outro correspondendo & porgdo carboxila
terminal de uma centrina da subfamilia das ScCdc31 (tipo Saccharomyces cerevisiae). A centrina
(ou caltractina) € um membro da superfamilia das proteinas tipo calmodulina contendo o motivo
EF-hand de ligag#o a célcio, com um papel no ciclo celular.

Em relagfio a caracterizagéo da centrina tipo CrCen (chamada BeCenl), verificou-se que a
transcricdo do seu mRNA ¢ aparentemente regulada durante a esporulagdo com um pico de
acumulo dos mensageiros aos 90 minutos desta fase. O aumento nos niveis da proteina entre os
120 e os 150 minutos da esporulagéo acompanhou o perfil do seu mRNA com uma defasagem de
uma hora no tempo. Entre os 60 e os 120 minutos apds inducdo da esporulagdo por
carenciamento nutricional foram observadas divisdes nucleares freqiientes e € possivel que todos
os nucleos dividam-se uma vez ap6s a indugdo (Lovett, 1975). Como ¢é regulada a passagem de
cariocinese para citocinese em um organismo cenocitico ainda ¢ desconhecido, mas o acumulo da
centrina apos a indugdo da esporulagfo poderia estar relacionado com a mudanga de programa no
ciclo de vida, de crescimento para diferenciago.

Para caracterizar melhor a proteina, foi analisada a sua capacidade de unido a célcio. Para
isso a proteina foi incubada em presenca e auséncia de célcio, seguindo-se eletroforese em
condi¢des desnaturantes. A proteina na presenc¢a de calcio mostrou uma pequena mudanga na
migragdo em relagdo a proteina em presenga de EGTA, embora menor do ja relatado para outros

membros da superfamilia, como calmodulina (Sim&o & Gomes, 2001). A ScCdc31p (a homologa
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da centrina em S. cerevisiae) possui quatro dominios EF-hand, porém apenas o primeiro e o
quarto ligam célcio (Geier et al., 1996). Considerando a seqiiéncia consenso de amino acidos nas
algas ligantes de célcio (Figura 12 b; Marsden e al., 1990; Gavet et al., 2003) apenas o ltimo
dominio da BeCenl teria a capacidade de ligar o cation; isso poderia explicar a diferenga no
padrdo de migragéo.

Finalmente, procedeu-se a imunolocalizagdo da proteina por imunofluorescéncia em
zodsporos fixados e usando soro pré-imune na mesma dilui¢do do soro imune como controle
(Figura 17). A BeCenl localizou-se no citoplasma em torno do capacete nuclear, ¢ na regido do
corpo basal (ou quinetoplasto no zodsporo, um tipo de centro organizador de microtibulos ou
MTOC). A localizagdo da centrina nos eucariotos ¢ de um modo geral nos MTOCs (Salisbury et
al., 1984; Baum er al., 1986; Meng et al., 1996; Klink & Wolniak, 2001; Ohta et al., 1990 entre
outros), € neste sentido parte dos nossos resultados estio de acordo com o esperado. O
significado da localizagdo da centrina no citoplasma ¢ mais obscuro. Paoletti ¢ colaboradores
(1996) observaram que 90 % da centrina detectada em células linfoblasticas, onde descobriram a
existéncia de pelo menos dez diferentes isoformas, localizava-se no citoplasma. Segundo os
autores, a centrina nfo localizada no centrossoma poderia representar uma quantidade necesséria
para a biogénese do centrossoma ou para a reciclagem da centrina centrossomal. Como evidéncia
da primeira possibilidade, Uzawa e colaboradores (1995 apud Paoletti ef al., 1996) observaram a
presenga de complexos contendo centrina € Hsp70 ou Hsp90 em extratos de ovécitos bloqueados
de rd. Entretanto, o motivo pelo qual a célula precisaria de um armazenamento tdo grande de
centrina permanece pouco claro. Recentemente, foi descrito o envolvimento da centrina com a
maquinaria de exportagdo do mRNA nuclear (Fischer er al, 2004) em concorddncia com

resultados prévios que indicavam que a centrina co-purificava com complexos relacionados com
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os poros nucleares e que formava parte do complexo de exportacdo do mRNA nuclear associado
a membrana nuclear (Rout et al., 2000; Rodriguez-Navarro et al., 2004). Os mesmos autores
conseguiram observar a localizagdo da centrina nos poros da membrana nuclear, o que néo se
tinha conseguido anteriormente. Isto indica que a centrina pode ter ainda fungdes especificas e
desconhecidas no citoplasma e no nucleo.

Em relagdo a caracterizagdo da BeCen2, centrina pertencente a uma outra familia
divergente da anterior, a do tipo ScCdc31p, caracteristica de fungos, tentou-se primeiramente
clonar a por¢do 5° do mRNA que ndo foi isolado nas bibliotecas. Para isso foram feitas vérias
tentativas (envolvendo o uso dos oligonucleotideos Becen2-left e Becen2-left2) e se conseguiu
estender o fragmento clonado em 234 pb usando o oligonucleotideo Becen2-left. Enquanto os
niveis do mRNA apresentaram um pico aos 120 min da esporulagéo, a proteina nfio apresentou
variagdo nos seus niveis. Os niveis da proteina foram investigados utilizando anti-soros
heterélogos e verificou-se que estes ndo acompanharam os niveis do mRNA. Isto € possivel dado
que nem sempre um aumento nos niveis de mRNA (por indugdo da transcrigdo ou aumento da
estabilidade do mensageiro) ocasiona em um aumento nos niveis da proteina que pode sofrer
outro tipo de regulagdo, como protedlise. O processo de protedlise/peptiddlise ocorre durante a
esporulagdo como ja indicamos (Lodi & Sonneborn, 1974) e, coincidentemente, os contigs
relacionados com este processo mostraram perfis de expressdo regulados durante esta fase. Outra
questdo € a massa molecular obtida no Western-blot (aproximadamente 34 kDa), muito maior da
esperada (20 kDa). A HsCen3 possui uma massa molecular aparente levemente maior do que
outras centrina (23 kDa), mas ainda bem menor que o observado por nds para uma possivel
BeCen2. A falta da seqiiéncia completa do cDNA também dificulta a discussdo sobre este ponto.

Tentativas de imunolocalizar a BeCen2 usando o soro especifico contra HsCen3 foram feitas sem
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resultados conclusivos. Middendorp e colaboradores (1997) sugeriram que as centrinas

relacionadas com ScCdc31 poderiam ser bem menos abundantes nas células, com base na baixa
abundincia do mRNAs detectada para a HsCen3. Isso, somado ao uso de soro heterdlogo,
poderia explicar porque ndo foi conseguida a localiza¢#o.

A presenga de dois genes codificando centrinas em B. emersonii, pertencentes as duas
subfamilias divergentes nfio ¢ surpreendente se considerarmos que os quitridiomicetos possuem
centriolos e formas flagelares que foram perdidas em fungos superiores. Portanto, Blastocladiella
teria ambos os genes que poderiam exercer fungdes diferentes: orientagdo do aparelho flagelar
(Becenl) e divisdo dos MTOCs (Becen2). Em concordincia com esta idéia, duas seqiiéncias
divergentes foram identificadas em duas espécies de Giardia (Meng et al., 1996; ¢ niimero de

acceso no GenBank U59300).

5.3) Estudo sobre quinases dependentes de ciclinas.

Ao longo dos fila eucaridticos, a atividade quinase dependente de ciclina parece estar
envolvida tanto no controle da progressdo entre as fases que ocorrem no nucleo durante a sua
divisdo, como na coordenag¢fo entre a citocinese e a divisdo nuclear (Broek et al., 1991; Morgan,
1997; Mironov et al., 1999; Balasubramanian et al., 2000; John et al., 2001; Nanninga, 2001).

A falta de acoplamento entre as fases leva a morte celular pela geragdo de células que néo
completaram a replicagdo do seu DNA ou a poliploidia. Em S. pombe, a destruigéo da Cdk1 na
fase G, pode levar a uma re-programagio do ciclo celular; na restauragio da Cdkl, a célula
desenvolve uma nova fase S sem haver completado a mitose, gerando células poliploides (Broek

etal,1991).
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Os niveis das Cdks parecem permanecer constantes ao longo do ciclo de vida, exceto para
a HsCdkl (McGowan et al., 1990), entretanto os niveis de ciclinas oscilam. As atividades dos
complexos Cdk/ciclina séo controladas principalmente pés-traducionalmente ((Moser & Rusell,
2000; Zhang et al., 2002; Santori et al., 2002).

Em fungos foi descrita apenas uma Cdk (Cdk1) envolvida diretamente com o controle do
ciclo celular, enquanto que a regulagdo em metazoarios, incluindo plantas, parece ser mais
complexa que em fungos, visto que envolve multiplos complexos Cdk/ciclina.

Em B. emersonii foram isolados cinco ¢cDNAs que foram reunidos em dois contigs
distintos, cujos consensos foram identificados putativamente como seqiiéncias codificadoras de
Cdks relacionadas com o controle do ciclo celular. Considerando que nossa caracterizagdo
compreendeu apenas a avaliagdo dos niveis dos mRNAs por Northern-blot e dos niveis da
proteina por Western-blot para uma das Cdks putativas, a discussdo em torno da identidade destas
Cdks e as implicagGes da sua presenga em um fungo ndo pretende enunciar conclusdes mas sim
mostrar as possibilidades que se abrem na continuagfo da caracterizagfo destas enzimas.

As seqiiéncias deduzidas de amino acidos destas Cdks mostram a presenga dos motivos
conservados descritos para este tipo de enzimas (Figura 22). Os melhores alinhamentos obtidos
usando o BLASTX contra a base néo redundante do GenBank foram com uma proteina hipotética
de um fungo (para BeCdkl) e com a Cdk2 de um ourigo de mar (para BeCdk2). No caso da
BeCdkl1, os trés primeiros melhores alinhamentos foram com fungos, mas apenas o terceiro dos
alinhamentos foi com uma proteina que possui evidéncias de ser um homoélogo da Cdc28, a Cdk1
de C. neoformans (Takeo et al., 2004); o restante dos alinhamentos foram com a Cdk de um
vertebrado, e com as Cdks de varias plantas. No caso da BeCdk2, pelo menos os dez primeiros

melhores alinhamentos foram com proteinas de animais. Isto parece indicar que a BeCdk1 ndo
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seria tdo proxima as prototipicas Cdc2/Cdc28 de leveduras mas sim as Cdks de outros fungos
recentemente descobertas e ainda nfo bem caracterizadas, e que a BeCdk2 seria diferente das
Cdks descritas até 0 momento em fungos.

Curiosamente, pelo menos uma forma de regulagéo das Cdks de Blastocladiella ao longo
do ciclo de vida parece ser transcricional (Figuras 25 e 29), o que também ndo foi observado
anteriormente para as Cdks descritas em fungos e animais, diretamente envolvidas no controle do
ciclo celular. Ao contrario destes organismos, em plantas descreveram-se dois grandes grupos: o
das Cdks que se comportam como as de fungos e animais, as quais nfio apresentam regulagéo
transcricional, complementam mutantes de cdc2/cdc28 e possuem o motivo PSTAIRE
conservado na sua seqiiéncia, € o grupo das que possuem regulagdo transcricional, ndo
complementam mutantes de cdc2/cdc28 e apresentam variantes no motivo PSTAIRE. As Cdks
putativas de B. emersonii apresentaram variagdes no padrdo de expressdo do mRNA e possuem
variantes no motivo PSTAIRE. Embora nenhuma das duas Cdks possua uma variante do motivo
PSTAIRE igual aos ja descritos em plantas, e ndo haja evidéncias da interagfo com ciclinas, os
resultados sugerem que B. emersonii apresenta Cdks semelhantes as descritas em plantas. O
agrupamento das Cdks de B. emersonii junto com as Cdks “n30-PSTAIRE” contribui para
sustentar esta hipétese (Figura 23).

Entretanto, a recente descri¢io da Cdkl de C. neoformans (CnCdkl) com uma hélice
PSTSIRE e capacidade de complementar um mutante termosensivel em cdc28 de S. cerevisiae
(Takeo et al., 2004) introduz novos elementos a serem considerados. Os autores ndo analisaram
outros elementos além da conservagdo dos motivos de amino acidos e a complementagdo,
portanto ndo podemos saber se ha ou nfio uma variagdo nos niveis do mRNA desta Cdk. A

substitui¢do de uma alanina, um residuo hidrofébico, por uma serina, um residuo hidrofilico,
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poderia influir na fung¢fio enzimadtica significativamente, ¢ ao mesmo tempo indicar que as
ciclinas de C. neoformans sdo marcadamente diferentes das de S. cerevisiae, j4 que é este o
motivo de ligagdo as ciclinas (Takeo et al., 2004). Entretanto, a CnCdkl complementou um
mutante de cdc28 pelo que teria a capacidade de ligar pelo menos algumas das ciclinas de
Saccharomyces.

Contrariamente a hipdtese da proximidade das BeCdks as Cdks de plantas e a favor da sua
proximidade a Cdc2/Cdc28, a expressdo da BeCdk1 observada por expeﬁmentos de Western-blot
pareceu ser constitutiva (Figura 26). Esta observagéo indica a agdo de algum tipo de regulacdo
pés-transcricional, visto que o acumulo da proteina nfo acompanhou a expressio do mRNA. A
auséncia de outros elementos, como os niveis da BeCdk2 durante o ciclo de vida e as medidas de
atividade destas quinases, nos impede de avangar muito mais nesta discussfio. O fato de que os
niveis do mRNA da BeCdk2 aumentam durante a passagem da divisdo nuclear para a citocinese,
enquanto os da BeCdkl aumentam também na germinagfo poderia refletir diferengas na
atividade destas quinases e, portanto, na fungfo das mesmas em diferentes etapas do ciclo de vida
de Blastocladiella. A atividade quinase durante a citocinese ja foi descrita em plantas (com Cdks
“nfo PSTAIRE”) (John et al., 2001), em C. elegans ¢ em S. pombe (com as chamadas quinases
Polo, ndo dependentes de ciclina), sendo que em S. pombe estdo envolvidas na localizagéo do
ponto de clivagem da citocinese (Schumacher et al., 1998, Bahler et al., 1998 apud John et al.,
2001), e em A. nidulans onde a atividade da Cdkl é necessaria e limitante na velocidade da
formac#o do septo na hifa (Harris & Krauss, 1998)

Finalmente, segundo os ensaios de imunolocaliza¢do por IFI, a BeCdk1 pareceu localizar-
se no nucleo e no capacete nuclear de zodsporos de B. emersonii (Figura 27). A localizagfo das

Cdks parece variar conforme as fases do ciclo celular e sua associagdo com diferentes ciclinas.
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Assim por exemplo, a Cdc2 de S. pombe e a Cdc2a em plantas (o homoélogo da Cdc2) estdo
localizadas no citoplasma ao longo do ciclo celular, mas a Cdc2 acumula no nucleo durante a
transi¢do G,/S e a Cdc2a é predominantemente nuclear durante as etapas nas quais a membrana
nuclear estd intacta (Decottignies et al., 2001; John et al., 2001). Portanto, a localizag¢do nuclear
da BeCdkl em zodsporos estaria de acordo com as observagdes feitas em outros organismos. A
localizag@o no capacete nuclear (uma organela ndo descrita em outros organismos nem em outras
etapas do ciclo de vida além dos zodsporos dos quitridiomicetos) poderia indicar outras fungdes
especificas desta Cdkl no zbéosporo. No elegante trabalho de Ubersax e colaboradores (2003)
foram identificados mais de 200 substratos para a Cdkl. Portanto, nfo seria estranho que alguns
desses substratos ou outros ainda n#o caracterizados pudessem encontrar-se no capacete nuclear,
cuja fosforilagdo pela Cdk estivesse envolvida com os eventos posteriores de encistamento e

germinagfo, que sdo acompanhados pela desorganizagio desta organela.

5.4) Estudo sobre um transportador putativo de hexose.

A regulagdo da expressdo de genes por glicose é um fendmeno geral em eucariotos.
Exemplos deste controle foram observados em microorganismos como S. cerevisiae (Rolland et
al., 2001), plantas (Graham et al., 1994; Moore et al., 2003) e animais (Zinke et al., 2002;
Vaulont et al., 2000), particularmente em relagdo a genes envolvidos na fermentagéo, respiragédo
e metabolismo de fontes alternativas de carbono. O papel da glicose como regulador da expressdo
génica também abrange genes relacionados direta ou indiretamente com o ciclo celular tanto em
levedura (Newcomb et al., 2003), plantas (Rolland et al., 2002) como em animais (Zinke et al.,

2002; Vaulont er al., 2000). Ao mesmo tempo, tem-se descrito genes que funcionariam
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especificamente como sensores de glicose (Ozcan ef al., 1996; Coons et al., 1997; Madi et al.,
1997).

O bloqueio da esporulagdo de B. emersonii pela presenga de glicose nos levou a pensar
que genes envolvidos com o metabolismo de glicose pudessem ter a capacidade de detectar a
presenca desta hexose, fazendo parte de um caminho de sinalizagdo com efeitos no
desenvolvimento.

Dois fragmentos correspondentes a porgdo carboxi-terminal de um transportador de
hexose putativo foram clonados em duas bibliotecas de ¢cDNA (NSV e E60). O melhor
alinhamento do fragmento proteico deduzido da seqiiéncia do ¢cDNA com uma proteina bem
caracterizada foi obtido com o transportador de glicose da micorriza Amanita muscaria (mst-1).
Na compara¢fo com as seqiiéncias de outros transportadores de monosacarideo (Nehls et al.,
1998), a seqiiéncia de amino acidos deduzida do mst-1 (AmMst1) ficou mais préxima do Rco3 de
N. crassa e do Snf3 e Rgt2 de S. cerevisiae descritos como sensores, embora 0 AmMstl (como
também o nosso fragmento) néo tivesse um dominio citoplasmatico expandido, como sim tem 0 S
Snf3 e o Rgt2.

A expressdo do mst-1 de Amanita muscaria aumenta na presenga de alta concentragdo de
glicose, o que sugeriu a possibilidade de que o transporte de glicose, a sua fosforilagdo, ou outros
mecanismos pudessem estar envolvidos na detecgdo de glicose. E fregiiente o uso de anélogos de
glicose ndo metabolizaveis para separar o efeito que a glicose possa ter, do efeito causado por
algum intermediario metabolico. A 3-O-metil-glicose ¢ apenas transportada para o interior da
célula, entanto a 2-desoxiglicose ¢ transportada e fosforilada subseqiientemente, sem continuar no
caminho catabolico. Nenhum dos dois analogos utilizados foi capaz de induzir a expressdo do

mst-1 (Nehls et al., 1998), concluindo-se que nem o transporte, nem a fosforilagdo por uma
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hexoquinase, foram suficientes para disparar a resposta descrita. Assumiu-se entdo que o
metabolismo apos a etapa da glicose-6-fosfato poderia estar atuando como sensor.

A resposta obtida em Blastocladiella precisa de uma outra andlise. A esporulagdo ndo foi
totalmente bloqueada pela presenca de glicose em concentragdo tdo alta quanto 100 mM. O
fendtipo mudou, j4 que os zodsporos ficaram arredondados, com pouca movimentagdo e
dificuldade para sair do zoospordngio, mas eles eram vidveis como foi comprovado re-
inoculando-os em médio PYG fresco (dados ndo mostrados). Outros agucares testados também
ndo tiveram efeito, sendo o mesmo o resultado obtido com glicerol usado na mesma concentrago
molar. Curiosamente, manose causou o bloqueio total da esporulagdo em concentracdo de 5,5
mM, bem menor que as testadas com outros azicares.

Manose ¢ uma das hexoses mais freqiientes na natureza, formando parte da hemicelulose
das plantas e dos glicoconjugados de eucariotos. Em fungos é encontrada formando parte de
substancias de reserva (Duncan et al., 2002), de polisacarideos e glicoconjugados estruturais
(Jigami & Odani, 1999; McFadden & Casadevall, 2001; Ahrazem et al., 2001) e extracelulares
(Khondkar et al., 2002). Entretanto, a capacidade de crescimento com manose como fonte de
~carbono e outras hexoses, como galactose ou frutose, diferentemente de glicose, varia
dependendo do fungo (Moore, 1981). A manose é um epimero da glicose no carbono 2,
predominando o a-andmero em solugdes aquosas no caso da manose, sendo o f-andmero no caso
da glicose. Portanto, a manose ¢ um analogo metabolizavel ou nfo, da glicose. A manose
reprime varios genes de plantas na via da hexoquinase (Graham et al, 1994) com maior
eficiéncia que a glicose. Alguns processos como a fotossintese (Harris er al., 1986), e a
germinacdo (Pego et al., 1999) sdo inibidas, mas as causas desse efeito nfo parecem ser as

mesmas. Apos a entrada na célula, a manose é fosforilada a manose-6-P. Se a célula carece da
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capacidade de metabolizar o andlogo fosforilado ou ele é processado lentamente, seu actimulo
crescente pode diminuir o fosfato intracelular levando a uma variedade de distirbios (Moore et
al., 2003; Harris et al., 1986). Nos exemplos citados em plantas, a inibi¢do da fotossintese foi
parcialmente revertida pela adi¢do de ortofosfato, no entanto a auséncia de germinagfo néo foi
causada pela deplegdo de fosfato ou ATP.

A capacidade de crescer de B. emersonii na presenga de manose como fonte de carbono
foi testada substituindo-se a glicose do meio DM4 pela manose na mesma concentragdo (18,6
mM). Em culturas de 6 h as células cresceram, mas desenvolveram um tamanho menor se
comparadas as crescidas em DM4 com ou sem glicose. J& em culturas de 16 h, as células
morreram. Portanto, os resultados sugerem que a manose ¢ um analogo ndo metabolizavel em B.
emersonii, € que em culturas de poucas horas apenas estaria exercendo um efeito retardatirio no
crescimento, visto que o efeito toxico da manose seria contraposto pela metabolizagdo de
aminoacidos do meio.

As bases bioquimicas da inibi¢do causada pela 2-deoxiglicose sdo bem conhecidas
(Moore et al., 2003), sendo a fosforilagdo do andlogo pela hexoquinase a via utilizada, como foi
descrito para manose. Portanto, ¢ coerente que a esporulagfo tenha sido bloqueada tanto pela
manose como pela 2-deoxiglicose. Ao contrario, a 3-O-metil-glicose ndo teve o mesmo efeito,
indicando a necessidade do intermediario fosforilado. Portanto, o bloqueio produzido por manose
poderia atribuir-se a uma queda nos niveis de fosfato e ATP intracelular.

Ao mesmo tempo, a glicose ndo atuou como seus analogos, indicando que ela €
metabolizada durante a diferenciagdo. O zodsporo de B. emersonii acumula glicogénio
provavelmente usado na germinagdo. Portanto, o excesso de glicose poderia estar sendo desviado

para a sintese de glicogénio, 0 que concorda com o aparente aumento de tamanho e perda de
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movimento do zodsporo. Nés tentamos visualizar o acumulo de glicogénio por microscopia, na
presenca de KIO4/I, (lugol) sem resultados satisfatérios. Uma das dificuldades para tentar avaliar
esse acumulo seria a normalizagdo dos dados obtidos, visto que zodsporos obtidos na presenga de
glicose demoram mais tempo em ser produzidos e em sair do zoosporangio.

A diferenga observada entre os efeitos de glicose e manose na esporulagdo concorda com
os resultados de expressfo do transportador putativo de hexose. A expressdo nédo foi afetada pela
presenga de glicose, mas sim pela de manose. Porém, a presenga de triptofano, outro agente que
bloqueia a esporulagdo, teve um efeito semelhante ao da manose sobre o gene, indicando que a
regulacdo deve estar sendo causada por um outro efeito, secundario ao da manose ou ao do
triptofano. O padrdo de expressdo do gene hsp70, usado como controle, também foi afetado
durante a inibi¢do da diferenciagéo, tanto na presen¢a de manose como de triptofano.

O efeito do triptofano no bloqueio da esporulagio ndo esta claro e ndo pode descartar-se a
hipétese de que o acimulo do intermediario fosforilado estaria sendo detectado, mediante algum
mecanismo, regulando a expressdo do transportador, e garantindo assim o fluxo de hexose.
Alternativamente, a diminuigdo nos niveis de ATP, ou da relagdo ATP/AMP poderia funcionar
como regulador.

Um mecanismo de regulagfo poderia ser a fosforilagdo. Em S. cerevisiae, Rgtl funciona
como repressor da transcri¢do de alguns dos transportadores como HXT1 na auséncia de glicose;
quando a glicose esta presente, ele é fosforilado, desligando-se dos promotores (Mosley et al.,
2003). Por outro lado, ndo se sabe se os transportadores de hexose de levedura sdo glicosilados,
fosforilados ou modificados de outra forma, apesar de possuirem seqiiéncias consenso para N-
glicosilagdo e fosforilagdo pela protein quinase A, a caseina quinase II e a quinase dependente de

ciclina CDC28 (Boles & Hollenberg, 1997). O dominio citoplasmatico do fragmento clonado
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neste trabalho, predito pelo programa TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/),
possui dois sitios potenciais de fosforilagdo nas serinas 186 e 215, detectado pelo programa

NetPhos (http://www.cbs.dtu.dk/ services/NetPhos/).
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Isolamos 8.495 seqiiéncias expressas do fungo B. emersonii, representando 3.226
potenciais unigenes, dos quais 1.591 foram classificados segundo o GO em processos
bioldgicos, fun¢des moleculares e compartimentos celulares.

Analisamos os perfis de expressdo in silico das seqiiéncias expressas, sete dos quais foram
validados por Northern-blot. Observamos correlagdo entre alguns desses padrdes e
processos bioldgicos.

B. emersonii possui pelo menos dois genes distintos que codificam centrinas pertencentes
a duas familias divergentes: tipo C. reinhardtii (Becenl) e tipo S.cerevisiae (Becen2), o
primeiro dos quais ndo tinha sido descrito em fungos até o momento. Ambos os genes
apresentam expressfo diferencial durante a esporulagdo. Os niveis da proteina BeCenl
acompanharam as variagdes do seu mRNA, BeCenl foi capaz de ligar célcio in vitro,
embora provavelmente ndo possua os quatro dominios ligantes de célcio funcionais, e foi
localizada por imunofluorescéncia no citoplasma e no corpo basal do zodsporo.

B. emersonii possui pelo menos dois genes que codificam quinases dependentes de ciclina
putativas (BeCdkl e BeCdk2), semelhantes a Cdkl e Cdk2 de outros eucariotos,
respectivamente, sendo que em fungos apenas uma quinase (Cdk1) tem sido descrita com
diretamente envolvida no controle do ciclo celular. Ambos genes apresentam expressdo
diferencial durante a esporulagio, e contém variagdes na hélice PSTAIRE (PSTSLRE em
BeCdk1 e PATALRE em BeCdk2).

O gene Becdkl ¢é provavelmente regulado tanto transcricionalmente como pos-

transcricionalmente visto que a variagdo nos niveis da proteina nfo acompanharam a
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variagdo nos niveis do seu mRNA. A proteina BeCdk1 foi imunolocalizada no nucleo e
no capacete nuclear no zodsporo, o que estd de acordo com o observado em outros
eucariotos.

Os genes das Cdks putativas de B. emersonii parecem estar mais préximos de algumas das
isoformas descritas em plantas que apresentaram regulagdo transcricional dos genes e
varia¢des no motivo PSTAIRE .

O gene Bemst que codifica um transportador putativo de hexose apresentou expressdo
diferencial durante a esporulagdo. A presenca de glicose (2%), que inibe apenas
parcialmente a esporulagdo, ndo mudou o padréo de expressdo de Bemst. Por sua vez, a
manose (0,1%), que inibe totalmente a esporula¢do, modificou o padrdo de expressdo de
Bemst. Entretanto, como o triptofano, que também bloqueia a esporulagdo, produziu o
mesmo efeito sobre Bemst, conclui-se que a mudanca no perfil de expressio ¢

conseqiiéncia da inibigdo da esporulagéo.
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