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O glicogénio ¢ a principal forma de armazenamento de carboidratos em diferentes tipos de
células e seu metabolismo ¢ controlado por um sistema regulatério complexo, que mostrou ser
mediado principalmente por alteracdes rapidas e reversiveis nas atividades das enzimas glicogénio
sintase e glicogénio fosforilase. A glicogénio sintase ¢ uma enzima altamente regulada, sofrendo
controle pos-traducional via fosforilagao multi-sitios e também modulagao alostérica.

Entre os microrganismos a glicogénio sintase de Saccharomyces cerevisiae ¢ a melhor
estudada, sendo dois os genes da glicogénio sintase de levedura, o gene GSY1 e o gene GSY2. Em
Neurospora crassa apenas um cDNA gsn foi isolado, o qual codifica a proteina GSN (de PAULA et
al., 2002). Em situagdes estressantes como choque térmico, enquanto os niveis de glicogénio em N.
crassa encontram-se drasticamente reduzidos, em S. cerevisiae os mesmos encontram-se aumentados.
NI & LAPORTE (1995) demonstraram que nas células de levedura, o aumento dos niveis de
glicogénio observado durante o choque térmico ¢ acompanhado por um aumento dos niveis do mRNA
GSY2, o qual ¢ determinado pela presenca de elementos STREs (STress Responsive Elements) na
regido promotora do gene. Os STREs sdo elementos regulatorios CiS presentes nos promotores de
genes responsivos a varias condi¢des estressantes (MARTINEZ-PASTOR et al., 1996). O gene gsn de
N. crassa isolado em nosso laboratorio contém dois destes elementos (STRE1 e STRE2) na sua regido
promotora, estando um deles localizado dentro de um intron (STRE2) contido na regido 5’-UTR do
gene. Embora os resultados observados durante o choque térmico sejam diferentes dos apresentados
em leveduras, resultados obtidos a partir de ensaios de retardamento em gel (EMSA), usando as
regides do promotor gsn contendo os elementos STRE sugerem fortemente o envolvimento destes
elementos na regulacdo da expressdo do gene gsn na referida situagdo de estresse (FREITAS &
BERTOLIN, 2004).

O principal objetivo deste trabalho ¢ determinar o promotor minimo do gene gsn e com isto,
investigar quais sdo as principais regides do promotor gsn envolvidas na regulagdo da transcri¢do do
gene. Para isso, foram realizadas constru¢des plasmidiais no vetor pPBARGEM?7-2 a partir do clone
IV9A-1 (o qual carrega a seqiiéncia nucleotidica inteira do gene gsn), contendo diferentes
combinagdes de delegdes de seqiiéncias nucleotidicas do promotor gsn. As construgdes foram usadas
para transformar, por eletroporagdo, conidios de uma linhagem de N. crassa onde o gene gsn encontra-
se inativado. Em seguida, os transformantes obtidos foram analisados quanto as suas capacidades de
acumularem glicogénio, através da exposi¢ao das coldnias ao vapor de iodo.

Na Fig. 1 estdo mostradas as construgdes ja realizadas neste trabalho. A constru¢do pml é o
proprio clone IV9A-1, o qual contém a regido 5’-flanqueadora inteira do gene gsn, incluindo os
elementos de transcricdo HSE (Heat Shock Element), dois elementos de transcricdo STRE e um sitio
de liga¢do para RNA polimerase II (TATA box) (Fig. 1A). A construgdo pm2 (Fig. 1B) tem como
objetivo, a dele¢do da regido do promotor gsn que concentra a maioria dos elementos HSE e contém
783 bp da regido 5’-flanqueadora. Para realizar a construgdo pm2, o clone IV9A-1 foi digerido
parcialmente com a enzima Smal e totalmente com a enzima Sfil, liberando um fragmento de tamanho
de ~10,5 kb. As extremidades do fragmento foram reparadas com a enzima T4 DNA polimerase ¢
religados com a T4 DNA ligase. A andlise de restricdo com BamHI demonstrou a presenca do
fragmento de DNA de tamanho esperado de ~300 pb (Fig. 2A, linha 2), o qual possui ~500 bp a
menos que a construgdo pml (Fig. 2A, linha 1). A mesma diferenca de tamanho pode ser observada
para as analises com as enzimas Sacl (Fig. 2A, linha 6; fragmento de 2,2 kb) e Clal (Fig. 2A, linha 4,
fragmento de ~610 bp). A construgdo pm3 (Fig. 1C) tem como objetivo a delecdo da regido do
promotor gsn que contém os todos os elementos HSE e o elemento STRE da regido promotora do gene
e contém 1400 bp da regido 5’-flanqueadora.

Para o preparo da constru¢do pm3, o clone IV9A-1 foi digerido parcialmente com as enzima
Smal e Ncol, liberando um fragmento de tamanho esperado de ~11 kb, o qual foi reparado com o
fragmento Klenow da DNA polimerase I e religado com a T4 DNA ligase. A analise de restrigdo com
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Figura 1. Representagdo esquematica das construgdes do promotor minimo pm1 (A), pm2 (B), pm3 (C), pm4
(D), pm5 (E), pm8 (F) e pm0O (G). Os sitios de restrigdo contidos na regido 5’-flanqueadora do gene gsh
encontram-se indicados nas figuras. ¢ elemento TATA-box , ® elementos STRE, I elementos HSE, + intron
localizado na regido 5’-UTR, r sitios de inicio da transcri¢do (TIS). AT G- codon de iniciagdo da tradugdo

BamHI demonstrou a presenga de fragmentos de DNA de tamanhos esperados de ~370 bp ¢ ~9,7 kb
(Fig. 2B, linha 2), comparado com o clone IV9A-1 cujos fragmentos foram de ~460 bp, 830 bp e ~9,7
kb (Fig. 2B, linha 1). Com a enzima Sacl foi observada a presenca do fragmento de tamanho esperado
de ~1,8 kb (Fig. 2B, linha 6), o qual possui 1000 bp a menos que o fragmento proveniente da digestdo
da construgdo pm1 (Fig. 2B, linha 5). Com a enzima Clal foi possivel observarmos os fragmentos de
tamanho esperado de ~300 bp, ~4,2 kb e de ~5,5 kb (Fig. 2B, linha 4), comparados com os fragmentos
provenientes da constru¢do pm1 ~300 bp, ~1,2 kb, ~4 kb e ~5,5 kb (Fig. 2B, linha 3).

O objetivo da construcdo pm4 (Fig. 1D) é remover a regido do promotor que contém os
elementos HSE, o elemento STRE, os sitios para inicio da transcricdo (TIS) e o TATA box e contém
apenas ~600 bp da regido 5’-flanqueadora. Para realizar a constru¢do pm4, o clone IV9A-1 foi
digerido com as enzimas Smal e BamHI liberando um fragmento de DNA de ~6,2 kb, correspondendo
ao vetor pPBARGEM?7-2 Smal-BamHI e um fragmento de DNA de ~3,5 kb, correspondendo ao inserto
da construgdo. Posteriormente, o fragmento de ~3,5 kb foi digerido com BgIII, resultando num
fragmento de DNA Smal-BgIII de ~3,1 kb, o qual foi inserido no vetor pPBARGEM7-2 Smal-BamHI.
A digestdo com BamHI mostrou a presenga de um fragmento de DNA de tamanho esperado de ~9,2
kb (Fig. 2C, linha 2), enquanto que a digestdo com Sacl revelou a presenga de um fragmento de DNA
de tamanho esperado de ~1,1 kb (Fig. 2C, linha 6) e para a enzima Clal foi possivel observarmos os
fragmentos de DNA de tamanhos esperados de ~300 bp, ~3,4 kb e de ~5,5 kb (Fig. 2C, linha 4).

A construgdo pm5 (Fig. 1E) tem como principal objetivo a delecdo do elemento STRE da
regido promotora do gene gsn e possui ~2,0 kb da regido 5’-flanqueadora. Para o preparo da
construgdo pm5, o clone IV9A-1 foi digerido com BamHI liberando um fragmento de DNA com o
tamanho esperado de ~9,7 kb, correspondendo ao vetor pPBARGEM?7-2 BamHI-BamHI. Para o preparo
do cassete de DNA, o plasmideo Yep-pm5 (o qual carrega a construgdo do promotor minimo gns pm5
no plasmideo Yep-356, para a analise em células de S. cerevisiae) foi digerido com a enzima BamHI,
liberando um fragmento de DNA de tamanho esperado de ~900 bp. O cassete BamHI-BamHI foi
inserido no vetor pPBARGEM7-2 BamHI-BamHI, originando a constru¢do pm5. Os DNAs plasmidiais
dos transformantes obtidos foram analisados por sequenciamento automatico, utilizando primers
especificos para o promotor gsn.

A constru¢do pm8 (Fig. 1F) tem como principal objetivo, a dele¢do do elemento TATA-box
da regido promotora do gene gsn e contém 2,0 kb da regido 5’-flanqueadora. Para o preparo da
constru¢do pm8, o clone IV9A-1 foi digerido parcialmente com Bgll, liberando um fragmento de DNA
com o tamanho esperado de ~9,2 kb, correspondendo ao vetor pPBARGEM7-2 BglI-Bgll. Para o



preparo do cassete de DNA, o plasmideo Yep-pm8 (o qual carrega a construgdo do promotor minimo
gns pm8 no plasmideo Yep-356, para a analise em células de S. cerevisiae) também foi digerido com a
enzima Bgll, liberando um fragmento de DNA de tamanho esperado de ~1,4 kb. O cassete BglI-Bgll
foi inserido no vetor pPBARGEM?7-2 BglI-Bgll, dando origem a constru¢do pm8. A analise de restrigao
com BamHI, mostrou a presenca de fragmento de tamanho esperado de ~9,2 kb (Fig. 2D, linha 2),
comparado com o clone IVIA-1 cujo fragmento foi de ~9,7 kb (Fig.2D, linha 1). Com a enzima Sacl
foi possivel observarmos a presenca do fragmento de tamanho esperado de ~2,4 kb (Fig. 2D, linha 6),
comparado com o clone IV9A-1 cujo fragmento foi de ~2,8 kb (Fig. 2D, linha 5) e com a enzima Clal
foi possivel observarmos o fragmento de tamanho esperado de ~3,6 kb (Fig. 2D, linha 4), comparado
com o clone IV9A-1 cujo fragmento foi de ~4 kb (Fig. 2D, linha 3).

A construcdo pm( tem como objetivo a remocao de toda a regido promotora do gene gsn e
parte da regido codificadora do mesmo e devera ser usada como controle negativo nos ensaios de
acimulo de glicogénio (Fig.1G). Logo, esta constru¢do ndo contém os primeiros 4888 bp da
construcdo 1, ou seja, auséncia total da regido 5’-flanqueadora e dos primeiros 2497 bp da regido
codificadora do gene gsn. Para preparar a construgdo pm0, o clone IVOA-1 foi digerido com Smal,
liberando um fragmento Smal/Smal de ~6,1 kb, o qual foi desfosforilado com fosfatase alcalina (SAP)
e religado com T4 DNA ligase. A andlise de restrigdo com BamHI permitiu observarmos a presenca
apenas do DNA plasmidial linearizado de tamanho esperado de ~6,5 kb (Fig. 2E, linha 2). Com a
enzima Sacl foi observada a presenca de fragmentos de DNA de tamanhos esperados de ~550 bp ¢
~5,5 kb (Fig. 2E, linha 6) ¢ com a enzima Clal foram observados os fragmentos de tamanhos
esperados de ~300 bp, ~350 bp e ~5,5 kb (Fig. 2E, linha 4).
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Figura 2.(A) Analise de restricdo dos clones IV9A-1 e da construgdo pm2 finalizada (clone 6) com as enzimas
BamHI, Clal e Sacl. (B) Anélise de restri¢do dos clones IVOA-1 e da constru¢do pm3 finalizada (clone 7) com as
enzimas BamHI, Clal e Sacl. (C) Analise de restri¢do dos clones IV9A-1 e da construgdo pm4 finalizada (clone
18) com as enzimas BamHI, Clal e Sacl. .(D) Analise de restrigdo dos clones IVOA-1 e da constru¢do pm8
finalizada (clone 7) com as enzimas BamHI, Clal e Sacl. (E) Analise de restricdo dos clones IV9A-1 e da
constru¢do pm0 finalizada (clone 5) com as enzimas BamHI, Clal e Sacl 1- clone IV9A-1 digerido com BamHI,
2- clone 6 digerido com BamHI, 3- clone IV9A-1 digerido com Clal, 4- clone 6 digerido com Clal, 5- clone
IV9A-1 digerido com Sacl, 6- clone 6 digerido com Sacl. L- 1kb Ladder (Invitrogen). Eletroforese em gel de
agarose 0,8% em tampao TAE 1x, contendo 0,5ug/ml de brometo de etideo.



A andlise da determinagdo do promotor minimo gsn no fungo N. crassa baseou-se na
capacidade de uma linhagem do fungo deficiente na atividade glicogénio sintase em acumular
glicogénio quando transformada com um plasmideo contendo a regido codificadora do gene gsn sob o
controle de diferentes regides do promotor gsn. Conidios desta linhagem foram usados para
transformar as constru¢des plasmidiais pm0O, pml, pm2, pm3 e pm4. Os transformantes foram
selecionados e suas colonias foram exposta ao vapor de iodo durante 5 min. Os resultados da
exposi¢do encontram-se na Fig. 3. Como era esperado, a linhagem usada como controle (gsn®'") nio
apresentou acumulo de glicogénio. O mesmo resultado pode ser observado para os transformantes
pm0O, onde 4.888 bp do gene gsn foram removidos. O acimulo de glicogénio pode ser observado para
os transformantes pm1 (clone 2), pm2 (clones 1 e 4), pm3 (clone 5) e pm4 (clone 9). Futuramente, os
DNAs genomicos destes clones deverao ser isolados e a presenga das construgdes sera confirmada por
reagdes de amplificagdo por PCR, usando oligonucleotideos especificos e também através de reagdes
de sequenciamento.
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Figura 3. Determinagio qualitativa do acumulo de glicogénio nos transformantes de N. crassa gsn®" para
analise do promotor minimo gsn, ap6s 5 min de exposi¢do aos vapores de iodo. C- controle (N. crassa gsn"'");
pmO- clones 1 a 12; pm1- clones 1 a 5; pm2- clones 1 a 4; pm3- clones 1 a 8 e pm4- clones 1 a 9.
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