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REsSuMO

A grande diversidade de organismos que hoje encontramos em nosso planeta se
deve a adaptacéo as diferentes condi¢des ambientais de cada nicho ecol6gico existente e a
resposta adaptativa originaria das mudancas dessas condi¢fes. Pode-se considerar que a
etapa inicia do processo de adaptacéo seja a reprogramacdo da expressao génica dum
organismo como resposta imediata a uma nova condicdo ambiental. De fato parte do
genoma de todos os organismos € dedicada a codificagdo de proteinas relacionadas ao
controle dos efeitos nocivos criados por diferentes tipos de estresse como choque térmico,
ou osmético, estresse oxidativo, ou agqueles resultantes de altas concentragfes de ions de
metais pesados. De forma semelhante, a auséncia, ou exaustdo, de fontes de macro-
nutrientes, como carbono, nitrogénio, fésforo ou enxofre, exige uma reorganizagcdo do
padréo de expressdo génica para adequacao as novas condic¢des nutricionais, também sendo
considerada um estresse ambiental.

Visto que a maioria dos estudos de andlise da expressdo génica em resposta a
estresses ambientais realizados em fungos se refere as leveduras unicelulares
Saccharomyces cerevisiae e Schizossacharomyces pombe, nos propusemos a estudar tal
resposta no fungo filamentoso multicelular Trichoderma reesei. Dessa forma analisamos
por meio da técnica de “microarrays’ de cDNAS a expressdo génica de aproximadamente
2.000 transcritos desse organismo em resposta a choque térmico, a alta concentracdo de
ions de cadmio Il e a auséncia de fonte de carbono, ou nitrogénio, por periodo de 2 horas.

Em geral, as respostas aos estresses se compuseram da regulacdo negativa da
transcricdo de genes envolvidos em processos com alta demanda de energia como a sintese
protéica, evidenciada pela repressdo da expressdo de genes de proteinas ribossomais e do
anabolismo. Em contrapartida, genes codificando proteinas relacionadas a defesa celular,
como chaperonas, tiveram sua expressao induzida. As respostas ao choque térmico e ao
tratamento com cadmio Il se mostraram bastantes semelhantes, enquanto a auséncia de
fonte de nitrogénio também induziu a expressdo de genes relacionados a degradacdo de
proteinas e nucleotideos. Genes relacionados a utilizacdo de reservas lipidicas foram
induzidos tanto na auséncia de fonte de carbono quanto de nitrogénio. Foram identificados

reguladores transcricionais e componentes de vias de sinalizagdo celular com expressio



diferenciada frente a esses diferentes estresses ambientais. A maior parte dos genes cuja
expressao se aterou em funcéo dos diversos estresses ambientais estudados ainda ndo tem
funcéo celular conhecida, sendo essa observacao, portanto, uma contribuicdo importante
para sua anotagdo funcional.

Uma vez que o fungo filamentoso Trichoderma reesel vem se tornando um
organismo de valor biotecnol gico por sua caracteristica de alto poder de sintese e secrecéo
de proteinas, esperamos que os dados apresentados fornecam um maior entendimento dos
processos celulares desse organismo e possam subsidiar futuros projetos visando uma

melhor adaptacdo do mesmo a ambientes industriais.



ABSTRACT

The diversity of organisms found today in our planet is due to their adaptation to
different environmental conditions present in each ecologica niche, and to the adaptative
response originated from changes in those conditions. The first step in the adaptation
process is considered to be the reprogramming of gene expression as an immediate
response to a new environmental condition. A fraction of the genome from al living
organisms is dedicated to encoding proteins related to the control of deleterious effects
created by different types of stresses like heat or osmotic shock, oxidative stress, or by the
presence of high concentrations of heavy metal ions. Similarly, the absence or exhaustion
of macronutrients as carbon, nitrogen, phosphorous or sulphur sources demand new
patterns of gene expression in order to the organisms survive in a limited nutritional
condition, which is also considered an environmental stress.

Once the gene expression analyses in fungi as a response to environmental stresses
have been widely studied in the yeasts Saccharomyces cerevisiae and Schizossacharomyces
pombe, we proposed to study such response in the multicellular filamentous fungus
Trichoderma reesal. To this purpose, we have utilized the cDNA microarray technique to
analyze the gene expression of approximately 2,000 T. reesei transcripts in response to heat
shock, to high concentration of cadmium Il ions and to a 2hour absence of carbon or
nitrogen source.

As a general response to the four studied stresses, we observed on one hand a
negative transcriptional regulation of genes involved in processes that demand great
amounts of energy, i.e. a negative regulation of protein synthesis, indicated by strong
repression of ribosomal protein genes transcription, as well as a negative regulation of
anabolism. On the other hand, genes that encode proteins associated with cellular defense,
like chaperones, had their expression induced. The responses to heat shock and to cadmium
poisoning were quite ssimilar while nitrogen source absence aso induced the expression of
genes related to protein and nucleotide degradation. Genes implicated in the consumption
of lipid reserves were induced in the absence of both carbon and nitrogen sources. We
identified some transcription regulators as well as components of signal transduction

pathways that have differential patterns of gene expression caused by these different

vi



environmental stresses. Most of the genes that had their expression altered in response to
the studied environmental stresses has no known function yet. Their expression patterns
towards such stresses are therefore an important contribution to their functional annotation.
Since the filamentous fungus Trichoderma reesel has become a microorganism of
biotechnological value for its high capacity of synthesis and secretion of proteins, we
expect that the data presented on this work can provide a better understanding of its cellular
processes and may support future projects for a better adaptation of this organism to

industrial conditions.
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1—INTRODUCAO.

Um dos desafios permanentes encontrados por microorganismos dispersos nos
diversos nichos ambientais da natureza é a manutencdo da homeostase interna apesar de
flutuacbes abruptas nas condigdes externas. mudangas repentinas no ambiente externo
podem perturbar e desacoplar diversas fungoes celulares internas e prevenir o crescimento e
desenvolvimento. Dessa forma, microorganismos devem se adaptar rapidamente a sua
vizinhanga por meio de um gjuste de seu meio interno para funcionar ante as novas
condi¢gBes. Ainda que ja tenham sido realizados estudos sobre células crescendo em
condic¢des Gtimas, 0 desenvolvimento das técnicas de andlise genémica nos permite iniciar
o entendimento da regulacéo e extensdo das respostas a condi¢fes subdtimas, condicdes
essas que foram responsaveis pela evolucdo dos mais que diversos organismos hoje
existentes.

Todas as células sentem e reagem a mudancas em seu meio ambiente.
Microorganismos de vida livre, em particular, se deparam com flutuagbes nas
concentragdes de nutrientes, no pH, na temperatura e na osmolaridade externa, assim como,
podem sofrer exposi¢des a radiacdo ultravioleta e a uma grande diversidade de substancias
e compostos potenciamente téxicos, como ions de metais pesados e xenobidticos.
Respostas apropriadas a tais estresses ambientais devem, portanto, ser induzidas para a sua
sobrevivéncia e continua proliferacdo. Assim, a caracterizacdo minuciosa das repostas,
gerais e especificas, dos mecanismos envolvidos na percepcao desses estresses e vias de
traducdo de sinal que a transmitem dentro das células, e as modificagcbes compensatorias
dai resultantes em termos de expressao génica e de modificacdes fisiol0gicas sdo essenciais
para um maior entendimento de como as células sdo capazes de se adaptar e sobreviver
mesmo sob condi¢des ambientais fora das ideais (Chen, Toone et al., 2003).

A exposicdo a baixos niveis de um estresse normamente dispara uma resposta
adaptativa que acaba por resultar numa resisténcia transiente a niveis mais elevados do
mesmo estresse. Essa adaptacdo a um estresse também pode levar a uma maior resisténcia a
outros tipos de estresse, no que é denominado de protecdo cruzada (Jamieson, 1992; Lee,
Lin et al., 1995; Moradas-Ferreira e Costa, 2000). As respostas adaptativas sdo temporarias
e requerem a sintese de novas proteinas, o que indica que uma mudanca no perfil geral de



transcricdo é critica para tal fim. O fendmeno de protecdo cruzada ainda sugere que
diferentes condicOes de estresse podem ativar mecanismos de defesa similares, ou que ha
uma resposta geral a estresses que confere de forma mais ampla um nivel basico de
protecéo.

Uma caracteristica recorrente das repostas em termos de expressdo génica a
mudancas ambientais € que a maioria dessas respostas, com excecdo das respostas a
limitacBo de nutrientes, é transiente (Gasch, Spellman et al., 2000; Causton, Ren et al.,
2001). O periodo transiente de grandes mudancas na expressao génica representa uma fase
de adaptacdo, durante a qual as células ajustam seus sistemas internos para funcionarem sob
a nova condicdo. Assim, existe uma correlacdo direta entre a magnitude da mudanca
ambiental e aduracdo da fase de adaptacdo (Gasch, Spellmanet al., 2000).

Sob condi¢des que ndo permitam o crescimento celular, como limitagdo nutricional,
as células entram em estado quiescente esperando uma transicdo para um ambiente
contendo nutrientes (Werner-Washburne, Braun et al., 1996). Nessa condigdo, as mudancas
na expressao génica ndo sao transientes, mas persistem por longos periodos (Gasch,
Spellman et al., 2000). O padréo de proteinas traduzidas é essencialmente o mesmo do
observado em células em divisdo e respiracdo, apesar das diferencas na expressdo génica
(Fuge, Braun et al., 1994). Portanto, para células quiescentes, a regulacdo traducional é
provavel mente um mecanismo importante no controle da sintese protéica.

Quando células crescendo em condi¢bes subodtimas sdo devolvidas a condicdes mais
apropriadas a seu crescimento, a maioria dos niveis dos transcritos é gjustada rapidamente
ao programa necessario para o crescimento em condicdes 6timas (Gasch, Spellman et al.,
2000).

De forma contrastante, quando células quiescentes, sob limitacdo nutricional, sdo
providas desses nutrientes, respondem com grandes mudancas transientes na expressao
génica dentro de 15 minutos da re-alimentacéo, ou sgja, mudancas de 10 a 40 vezes na
expressao génica de alguns genes. As mudancas na expressao génica durante a saida da fase
estaciond&ria sdo dindmicas e envolvem uma grande parte do genoma. Tal transicdo € mais
complicada do ponto de vista de desenvolvimento do que a transicdo de células em diviséo

entre duas condi¢oes ambientais diferent es.



2—REVISAO BIBLIOGRAFICA.

2.1 A resposta comum a estresses.

A resposta geral a estresses foi postulada (Siderius, Rots et al., 1997) para explicar a
fendmeno de protegcdo cruzada, em que a exposicdo a uma dose subletal de um estresse
pode proteger contra uma dose potencialmente letal de um estresse aparentemente néo
relacionado. A protecdo cruzada varia dependendo do estresse e ndo é sempre reciproca. A
resisténcia gera a estresses também esta associada com células privadas de nutrientes,
células em estado estacionario e esporos diferenciados.

Céulas de S cerevisiae evoluiram para sobreviver a mudangas repentinas,
geralmente drasticas e estressantes, em seu meio ambiente. Algumas condicdes estressantes
tém sido bastante estudadas, incluindo o crescimento a temperaturas acima e abaixo de
25°C; crescimento em meio de alta osmolaridade e forca idnica; exposicdo a agentes
guimicos toxicos como metais pesados, agentes oxidantes e drogas que causam danos ao
DNA; limitagdo para uma variedade de nutrientes; irradiagdo; dessecagédo e outras. Muitas
dessas condigdes estressantes tém sido estudadas no contexto do uso industrial da levedura,
como fermentacdo e panificacdo, j& que tais processos sdo afetados pela resposta das
células a altas temperaturas, congelamento, dessecacdo e oxidacdo (Attfield, 1997). A
medida que melhorarmos nossa habilidade para estudar as respostas celulares a estimulos
externos, espera-se identificar outras condicOes ambientais que sejam estressantes para a
levedura, como cultivo misturado a outros micrébios, exposicdo a moléculas sinalizadoras
microbianas, ou exposicdo a agentes quimicos correntemente considerados como
bi ol ogi camente inertes (Gasch e Werner-Washburne, 2002).

Em resposta a uma rgpida mudanca nas condigcdes, as células de S. cerevisiae
montam uma resposta multifacetada que envolve em gera uma pausa transiente dos
processos celulares normais durante o periodo de reorganizagdo do seu meio interno.
Claramente todos os niveis de organizacéo celular sGo envolvidos na resposta a estresses
ambientais. Por exemplo, em resposta a imitacdo de glicose, ha proteinas da superficie
celular que detectam a auséncia desse aglcar e ativam vias de traducdo de sinal em

diferentes compartimentos celulares (Johnston, 1999; Estruch, 2000), que governam



mudancas na fosforilagdo, localizacdo e atividade de proteinas (Macfarlane, Mckinnon et
al., 1999; Vincent, Townley et al., 2001), mudancas na expressao génica (Deris, lyer et al.,
1997; Gasch, Spellman et al., 2000) e traducéo (Fuge, Braun et al., 1994; Ashe, De Long et
al., 2000; Kuhn, Derisi et al., 2001), acumulo de moléculas protetoras contra estresse
(Francois e Parrou, 2001) e degradacdo de proteinas e RNA (Albig e Decker, 2001;

Vasudevan e Peltz, 2001). Assim, para a célula responder efetivamente mudancas em todos
0s componentes celulares devem ser compl etamente integrados.

Com o advento da técnica de microarrays de DNA (Shalon, Smith et al., 1996),
analises globais das mudancas da expressdo génica que acompanham diversas respostas a
estresses tém sido realizadas (Gasch, Spellman et al., 2000; Causton, Ren et al., 2001,
Chen, Toone et al., 2003). Estudos dos perfis transcricionais da reposta a estresses na
levedura Saccharomyces cerevisiae (Gasch, Spellman et al., 2000; Causton, Ren et al.,
2001) mostraram que de 10 a 14% dos genes desse microorganismo sofrem ateracéo no
nivel de expressGo em resposta a uma grande variedade de estresses. Genes induzidos
envolveram varios processos, dentre os quais metabolismo de carboidratos, destoxificagdo
de espécies reativas de oxigénio, enovelamento e degradacdo protéicos, funcbes
mitocondriais e vacuolares, autofagia e trans porte de metabdlitos. Os genes reprimidos
foram em geral agueles envolvidos em processos de alta demanda energética e rel acionados
ao crescimento, incluindo processamento de RNA, transcricdo e traducéo e biossintese de
ribossomos e nucleotideos. Essas mudangas estereotipicas, conhecidas como resposta a
estresses ambientais (environmental stress response, ESR) (Gasch, Spellman et al., 2000),
ou resposta comum a estresses ambientais (common environmental stress response, CER)
(Causton, Renet al., 2001), sdo temporérias e com diferentes gradaces de acordo com o
tipo e intensidade do estresse (Gasch e Werner-Washburne, 2002).

A resposta a estresses ambientais (ESR) € iniciada de forma a ser sensivel ao grau
de estresse celular envolvido com atransi¢éo, de forma que as repostas na expressao génica
devido a ESR sgam proporcionais a magnitude da mudanca ambiental pela qua a célula
esta sendo sujeitada. Ta correlacdo foi identificada em experimentos de dosagem em que
condicOes mais severas de estresse criaram mudangas muito maiores na expressao génica
relacionada a ESR do que aquel as observadas em condigdes mais sutis (Gasch, Spellman et

al., 2000; Jelinsky, Estep et al., 2000). O retorno as condi¢cdes ambientais étimas para o



crescimento e desenvolvimento do microorganismo € acompanhado com uma resposta
reciproca na expressao dos genes ESR, indicando que a resposta a condi¢des estressantes €
rapidamente aliviada (Gasch, Spellman et al., 2000). Com base na sensitividade da ESR e
nas funcbes descritas para genes caracterizados dessa resposta, propds-se que a ESR
protege processos celulares criticos durante o periodo de estresse (Gasch, Spellmanet al.,
2000).

Mais de 70% dos genes caracterizados cuja expressao € reprimida como parte da
ESR estéo envolvidos na sintese protéica (Ashburner, Ball et al., 2000; Ball, Dolinski et al.,
2000), incluindo aqueles necessarios para a biogénese dos ribossomos, a transcricdo
dependente das RNA polimerases | e Ill, e traducdo protéica. A sintese reduzida desses
transcritos e, consegientemente de seus produtos, pode gjudar na conservacdo de energia
enguanto a célula se adapta as novas condicles, papel proposto para a expressao reduzida
dos genes que codificam as proteinas ribossomais (Warner, 1999).

Em contraste com a relagéo funciona entre os genes reprimidos na ESR, os genes
induzidos estéo envolvidos numa variedade muito mais abrangente de processos celulares,
incluindo, dentre outros, metabolismo de carboidratos, enovelamento e degradacdo
protéica, defesa a estresse oxidativo, autofagia, reorganizacdo do citoesqueleto, reparo de
danos a0 DNA. As funcles desses genes seria a de proteger aspectos criticos do meio
intracelular como reservas energéticas, balanco osmoético, potencial oxidoredutor e a
integridade de estruturas celulares, além de moléculas vitais como certas proteinas e o
DNA. Essa protegdo provavelmente contribui para a resisténcia cruzada a estresses
multiplos observada em células de levedura.

A regulacdo da expressdo dos genes de ESR é especifica as condigdes e controlada
em vérios niveis (Gasch e Werner-Washburne, 2002). Fatores de transcricdo como Hsf1p,
Hotlp e Yaplp afetam independentemente a expressdo de subconjuntos dos genes de ESR,
respectivamente em resposta a choque térmico, chogue osmatico e estresse oxidativo, mas
ndo estéo envolvidos na regulacéo da expressdo dos mesmos genes em condicoes diferentes
das especificas para cada fator (Gasch, Spellmanet al., 2000; Amoros e Estruch, 2001). Os
chamados fatores transcricionais gerais para estresses, Msn2p e Msndp, tem sido
implicados na regulagdo de muitos dos genes induzidos pela ESR (Gasch, Spellman et al.,

2000; Causton, Ren et al., 2001), embora seus papéis também variem sob condicdes



diversas (Garreau, Hasan et al., 2000; Gasch, Spellman et al., 2000; Rep, Krantz et al.,
2000; Amoros e Estruch, 2001). Certas vias de sinalizacdo especificas a determinadas
condi¢ches de estresse tém sido implicadas na mediacdo da expressdo coordenada da
inducdo e repressdo dos genes de ESR, entre elas: a via de MAP quinase da proteina
quinase C, para defeitos de secrecdo e dano a parede celular (Li, Moir et al., 2000), a via
MECL1 ap6s danos ao DNA (Gasch, Huang et al., 2001), e tanto as vias dependentes de
Ssk1p/Stellp quanto a da MAP quinase Hoglp em resposta a estresse osmotico (Posas,
Chambers et al., 2000; Rep, Krantzet al., 2000). Algumas vias que suprimem a ESR, como
a via TOR e a da proteina quinase A, também ja foram implicadas na regulacéo da
expressdo desses genes, embora as condi¢cBes especificas nas quais elas agem sobre ta

resposta ainda ndo tnham sido definidas. Assim, apesar da iniciacdo da ESR ser comum
aos diversos estresses, seu programa € regulado por mecanismos que sao especificos a cada
condicdo, dando a célula a possibilidade de ativar a ESR como resposta geral a diversos
snais e a0 mesmo tempo de manter uma especificidade sobre como detectar e responder a
cada novo ambiente.

Em S pombe a reposta comum a estresses (common environmental stress response,
CESR) é regulada primariamente pelaviada MAPK Stylp. Além dessa resposta, as células
iniciam programas de expressdo génica mais especificos para cada estresse que podem
envolver Stylp e/ou outros fatores de regulagdo especificos. Foram identificados
aproximadamente 140 genes induzidos e 100 genes reprimidos que proporcionam uma
amostra representativa da resposta geral a estresses. As funcdes dos genes CESR indicam
gue as células sob estresse acabam por seletivamente modificar uma ampla gama de
atividades, como o metabolismo de carboidratos, a sintese protéica e outras atividades
metabllicas, possivelmente para economizar energia pela limitagdo de atividades
relacionadas ao crescimento celular e para sintetizar moléculas ou cofatores que as
protejam do estresse. Os genes CESR podem ser controlados por reguladores que sejam
eles proprios parte da resposta CESR. Foi verificada uma sobreposicéo significante entre a
CESR de S. pombe e a CER/ESR de S. cerevisiae, que indica que a reposta geral a estresses
deve ser evolutivamente conservada, em contraste com 0s genes induzidos durante a

diferenciacdo meidtica, por exemplo (Mata, Lyne et al., 2002).



Os diversos programas de expressdéo em escala gendmica disparados pelas
diferentes mudancas ambientais também apresentam distingdes caracteristicas na cinética
de cada resposta, sendo algumas reagdes imediatas, em termos de minutos, enquanto outras
sO sgjam detectadas apos periodo de tempo mais longo. O choque térmico, que causa a
desnaturacdo de proteinas rapidamente, resulta numa mudanca de expressdo génica em
poucos minutos apdés o inicio do estresse (Werner-Washburne e Craig, 1989; Gasch,
Spellman et al., 2000; Causton, Ren et al., 2001). Ja a resposta a drogas que previnem a
secrecao de proteinas através do reticulo endoplasmatico induz inicialmente um pequeno
numero de genes (relacionados a resposta a proteinas desenoveladas, unfolded protein
response — UPR), enquanto a maioria das mudangas na expressdo génica observada s
ocorre horas apods a exposicdo a droga (Gasch, Spellman et al., 2000; Travers, Patil et al.,
2000).

A maioria das mudancas ambientais estudadas apresenta desafios pleiotropicos as
céulas. Quando células sdo expostas a duas mudancas simultdneas nas condicfes
ambientais, o programa globa de expressdo génica se aproxima muito do que seria a soma
das respostas especificas observadas para cada uma das mudancgas individuais (Gasch,
Spellmanet al., 2000).

2.2 Resposta ao choque térmico.

Quando ha uma elevagdo brusca e repentina na temperatura do ambiente, as células,
das bacterianas as humanas, modificam sua expressdo génica e protéica de modo a se
adaptar aos efeitos nocivos de tal mudanca, principalmente & perda da conformagéo nativa
(desnaturacdo) de muitas de suas proteinas. Essa resposta universa das células é
denominada resposta ao choque térmico e tem como caracteristica principal a inducéo da
expressdo de um conjunto de proteinas denominadas proteinas de choque térmico (HSPs)
(Lindquist e Craig, 1988; Craig, Gambill et al., 1993), que podem ser divididas em duas
classes funcionais principals: chaperones moleculares e proteases.

A maioria das proteinas de chogque térmico também pode ser classificada em
familias protéicas de acordo com seu peso molecular. Aquelas com fungdes de chaperonas

moleculares podem ser classificadas em 4 familias: a de proteinas de alto peso molecular



(Hsp90), entre 83 e 90 kDa; a familia das HSP70, entre 66 e 78 kDa; a familia das HSP60,
gue tém sido chamadas de chaperoninas (Hemmingsen, Woolford et al., 1988); e as
proteinas de baixo peso molecular, entre 15 e 40 kDa. Uma familia de peso molecular ente
100 e 110 kDa compde o grupo de proteinas de choque térmico com funcéo de proteases
(Subjeck, Shyy et al., 1983; Shyy, Subjeck et al., 1986).

A obtencdo de uma conformacdo tridimensional funcional de um polipeptideo a
partir de sua estrutura primaria / secundaria € um processo denominado enovelamento
protéico, e pode ocorrer de forma espontdnea para algumas proteinas. Entretanto, o
enovelamento correto de muitas proteinas e a montagem de complexos oligoméricos
depende de complexos protéicos denominados Sistemas de Chaperones Moleculares (Ellis,
1987). Assim, as chaperones moleculares interagem com polipeptideos nascentes, ou
recém-transocados, e proteinas ndo-enoveladas e os gjudam a atingirem suas conformagdes
nativas tanto em condicdes fisiol0gicas quanto em condicdes de estresse. Especificamente
sob condigOes de estresse que prejudiquem o enovelamento espontaneo, como o choque
térmico, a acdo de diferentes maguinarias de chaperones é essencial para a manutencdo da
homeostase celular (Beissinger e Buchner, 1998).

A fungdo geral das chaperonas moleculares foi desvendada a partir do estudo das
proteinas HSP70 e das chaperoninas HSP60 e HSP10. Inicialmente identificadas pelo
aumento de sua expressdo em células submetidas a choque térmico, essas proteinas
mostraram-se essenciais na renaturacao de polipeptideos desnaturados em consequiéncia do
aumento da temperatura (Pelham, 1986; Hightower, 1991) e atuantes na prevencdo da
agregacao de polipeptideos recém sintetizados, participando de seu enovelamento as custas
da hidrdlise de ATP (Frydman, Nimmesgernet al., 1994).

HSP70 e suas co-chaperones (HSP40 e GRPE) participam do enovelamento e
montagem de intermediarios recém-sintetizados no citosol, reticulo endoplasmatico (RE) e
em bactérias (Beckmann, Mizzen et al., 1990), enquanto HSP60 e sua co-chperone HSP10
tém papel fundamental na biogénese de proteinas importadas pelas mitocondrias e
cloroplastos, ou de proteinas bacterianas (Hemmingsen, Woolford et al., 1988). O
complexo HSP60/HSP10 (GROEL/GROES) (Bukau e Horwich, 1998) exerce funcéo
fundamental nas célula, sendo essenciais a viabilidade celular, visto que uma grande

variedade de proteina recémsintetizadas ou translocadas dependem do ambiente



hidrofébico da cavidade central do complexo para alcancarem sua estrutura nativa (Fenton
e Horwich, 1997). HSP90 liga-se a polipeptideos desenovel ados, silenciando sua fungéo ou
enderecando-0s para seu compartimento celular adequado. Seus substratos preferenciais séo
proteinas de traducdo de sinal, como membros das familias das tirosina-quinases, das
serinaltreonina-quinases e dos fatores de transcrigao (Pratt, 1997; Richter e Buchner, 2001).

O mecanismo de resposta ao choque térmico desenvolvido pelas células eucaridticas
€ atamente conservado, sendo seu aspecto mais importante a inducdo da transcricdo dos
genes que codificam as proteinas de choque térmico. Tal inducdo € mediada pelos fatores
de transcricéo de choque térmico (heat shock factor -HSF) que se ligam a sitios no DNA
denominados elementos de choque térmico feat shock elements — HSE), similares em
todos os eucariotos, encontrados nos promotores dos genes das proteinas de choque térmico
e formados por repeticbes da sequUéncia pentamérica “nGAAnN”, em sentido direto e
invertido (Amin, Ananthanet al., 1988).

O consenso minimo para 0 HSE (cHSE) é determinado pela seqUéncia
“NGAANNTTCnNGAAN” (Fernandes, Xiao et al., 1994). Entretanto, outras variagdes de
sequiéncia para 0 HSE foram descritas, sendo chamadas de ncHSE (HSE ndo consenso).
Entre elas a sequéncia “nTCCnnGAA-(5 pb)-nGAGN” presente no promotor do gene CUPL
de S cerevisiae (Liu e Thiele, 1996; Santoro, Johansson et al., 1998) e elementos similares
gue regulam a expressdo dos genes HSP82 e HSC82 (homdlogos de Hsp70 em S.
cerevisiae, induzido e congtitutivo, respectivamente; (Borkovich, Farrelly et al., 1989;
Erkine, Szent-Gyorgyi et al., 1995).

O HSF é codificado por um Unico gene em leveduras e em Drosophila
melanogaster, enquanto ha dois a trés diferentes HSFs em células de plantas, aves e
mamiferos (Sistonen, Sarge et al., 1994). Além de ser essencia a inducdo dos genes de
choque térmico, o HSF também desempenha um papel determinante durante o crescimento
de células eucaridticas sob condicles fisioldgicas (Gallo, Prentice et al., 1993). Em S.
pombe e eucariotos superiores, como resposta ao choque térmico, o HSF € acumulado no
nicleo, onde forma entdo um complexo trimérico que ativa a transcricdo dos genes de
choque térmico (Westwood, Clos et al., 1991). Jaem S. cerevisiae e Kluyveromyces lactis,
0 HSF permanece constitutivamente na forma trimérica e é essencia para a viabilidade

celular por sua funcdo na expressdo basal dos genes de choque térmico, que sdo induzidos



pelas modificagbes pos-traducionais desse fator quando do advento desse estresse
(Jakobsen e Pelham, 1988; Sorger e Pelham, 1988; Hoj e Jakobsen, 1994).

Em células humanas, a superexpressdo da proteina quinase dependente de
calcio/calmodulina (CAMKII) aumenta a fosforilacdo de uma serina do dominio regulatério
do HSF-1 humano e o potencial de transativagdo desse fator (Holmberg, Hietakangas et al .,
2001). Em S. pombe, delecdes na porgéo C-terminal do HSF indicaram que certa mutagdo
aumentava a sensibilidade do fator a presenca de ions de cadmio no meio, embora sem
efeito sobre a sensibilidade ao choque térmico, enquanto outra mutagéo tinha efeito inverso.
A andlise dos mutantes demonstrou que tais deleces estavam relacionadas a modificacéo
da capacidade de HSF ativar promotores especificos para a resposta a tais estresses e ndo a

diferenca na distincdo do tipo do estresse (Saltsman, Prentice et al., 1999).

2.3 Resposta a presenca de ionsde cadmio.

A presenca de metais pesados em concentragcbes elevadas no meio ambiente
provoca severos danos ambientais além de ser um motivador de problemas de salde
humana no caso da absor¢do e acumulo dos mesmos através da ingestdo de agua ou
alimentos contaminados. A poluicdo do solo com ions do metal cadmio é corriqueira,
mesmo em areas agricolas, sendo suas principais fontes rgjeitos industriais, pesticidas,
fungicidas e até mesmo fertilizantes fosfatados. fons de cadmio sfo dtamente toxicos a
todos os organismos uma vez que causam danos celulares pela inativagdo ou desnaturacéo
de proteinas através da ligacdo com grupos sulfidris livres; pela substituicdo de outros ions
metalicos em uma variedade de proteinas nas quais tais bns tém papel de cofatores como
enzimas e fatores de transcricdo; e pela geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(Liao, Dong et al., 2002), criando estresse oxidativo, particularmente peroxidacdo lipidica
(Howlett e Avery, 1997). Em humanos ha indicios de que mesmo baixas concentracdes de
cadmio sgjam carcinogénicas.

Para tolerar o0 efeito toxico dos ions de metais pesados em geral, 0s organismos
devem manter permanentemente a homeostase dos mesmos, ou desenvolver mecanismos
alternativos para o controle das concentragdes intracelulares deles, desenvolvendo dessa

forma resisténcia aos ions metaicos (Perego e Howell, 1997). O mecanismo para a
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diminuicéo do influxo dos ions nas células baseia-se na repressdo da expressdo do gene do
transportador pelos ions metalicos intracelulares (Zhao e Eide, 1996) ou na protedlise do
transportador (Liu e Culotta, 1999). Ja 0 mecanismo gera de destoxificagdo de ions de
metais pesados envolve a complexacdo por ligantes e compartimentalizacdo do complexo
fon-ligante em vactolos (Vatamaniuk, Bucher et al., 2001). As principais moléculas
responsaveis pela complexacdo desses ions sdo a glutationa @Glu-Cis-Gli; GSH), as
fitoquelatinas [(g-Glu-Cis),Gly; PC] e as metalotioneinas (pequenas proteinas ricas em
cisteina; MT) (Cobbett, 2000). A compartimentalizacdo dos ions nos vacuolos por meio de
transportadores também foi verificada (Li, Luet al., 1997).

No caso da presenca de ions cadmio (1) varios mecanismos de destoxificagéo foram
elucidados em diferentes organismos. Nos animais 0s principais ligantes sdo as
metalotioneinas (MT) (Clemens, Schroeder et al., 2001), enquanto nas plantas tal papel é
atribuido as fitoquelatinas (PC) (Clemens, Kim et al., 1999; Ha, Smith et al., 1999), pois as
MTs sdo responsaveis pela homeostase dos metais pesados em geral (Zhou e Goldsbrough,
1994). Em S. pombe um transportador da familia ABC (ATP-binding cassette) redliza o
transporte dos complexos PC-Cd?* para o vactiolo (Ortiz, Ruscitti et al., 1995). Em S.
cerevisiae o transporte de complexos Cd?*-bisglutationato é feito por um transportador
ABC similar a proteinas de resisténcia multipla a drogas (Y cf1) (Szczypka, Wemmie et al.,
1994; Li, Luet al., 1997). Em plantas foi demonstrada a troca de ions Cd®* por prétons do
vactiolo através do transportador antiporte de Ca?*/H* (CAX2) (Hirschi, Korenkov et al.,
2000). Em termos de extrusdo dos ions de cadmio (I1) para o meio ambiente, foram
identificadas ATPases do tipo P que transportam ions de metais pesados (ATPases do tipo
CPx) como CAD2 de S cerevisiae (Shiraishi, Inouhe et al., 2000).

Como parte da resposta de S cerevisiae a presenca de ions de cadmio no meio,
enzimas da via de biossintese de aminoacidos sulfurados e de glutationa tiveram sua
expressdo induzida (Vido, Spector et al., 2001), sendo que a répida resposta transcricional €
regulada pela dissociacdo da proteina MET30, relacionada ao complexo da ubiquitina
ligase, do transativador Met4 (Barbey, Baudouin-Cornu et al., 2005). Demonstrouse
também que, como resposta a presenca de ions de cadmio no meio, quando da existéncia de
isozimas com diferentes contetidos de aminoacidos sulfurados, a expressdo das cujo teor é

baixo é induzida enquanto ha a represséo daguelas ricas em enxofre (Fauchon, Lagniel et
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al., 2002). Assim, os aminoacidos sulfurados sintetizados em fungdo da resposta a presenca
de ions de cadmio so direcionados para a sintese de glutationa, fitoquelatinas (Jamieson,
2002). Além de MET4, parte da resposta transcricional também é dependente do
transativador YAPL, enquanto que o fator transcricional SKN7 promove certa regulacéo
negativa dos genes induzidos por cadmio (Vido, Spector et al., 2001). Em S. pombe, um
mecanismo similar de regulacéo da inducdo de genes frente a presenca de ions de cadmio

no meio também foi descrito (Harrison, Katayama et al., 2005).

2.4 Resposta a limitacdo de nutrientes.

A limitac8o, ou auséncia, de nutrientes, embora comum, é um estresse bastante
complexo para os microorganismos. A limitacdo de nutrientes especificos prové dados em
termos de desenvolvimento entre os fungos. Por exemplo, a limitacdo de fonte de
nitrogénio é freqlentemente associada ao desenvolvimento sexual e conjugacdo em
leveduras (Nelson e Metzenberg, 1992; Alspaugh, Perfect et al., 1997; Wang, Perfect et al.,
2000). A limitagdo de fonte de carbono € um indicativo para culturas de levedura, tanto
hapléide quanto dipldide, entrarem em fase estacionaria (Werner-Washburne, Braun et al.,
1996) e, sob certas condi¢des, para células hapldides crescerem de forma invasiva (Cullen e
Sprague, 2000). Na presenca de fontes de carbono pobres, a limitagdo de fonte de
nitrogénio induz a esporulacdo, enquanto na presenca de fontes de carbono ricas estimula o
crescimento em pseudo-hifas (Pan, Chenet al., 2000; Zaragoza e Gancedo, 2000). Células
sob auséncia de fonte de nitrogénio ndo entram em estado quiescente (Granot e Snyder,
1993), mas a base para as diferencas na parada do crescimento celular entre a fata de
fontes de nitrogénio ou de carbono ainda nédo é conhecida.

O processo de entrada na fase estacionaria, mais estudado em S. cerevisiae em meio
rico (2% glicose) e a 30°C, exibe diversas fases distintas: fase lag, exponencial, a transi¢éo
de fontes de carbono (diauxic shift), e a fase apds essa transi¢cdo. Por fim as células entram
na fase estacionaria quando as fontes de carbono séo exauridas e a densidade celular para
de aumenta. Na transicdo de fontes de carbono (diauxic shift) a célula modifica a expresséo
de milhares de genes enquanto inicia a ESR (Derisi, lyer et al., 1997; Gasch, Spellman et

al., 2000), incluindo a repressdo de muitos genes envolvidos em secrecéo, na sintese da
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membrana e da parede celular, no metabolismo de aminoacidos, na progressdo do ciclo
celular e em outros processos necessarios para o crescimento e divisdo celular. Uma
mudanca grande na expressao génica ocorre tardiamente na fase estacionaria. Um subgrupo
de genes é induzido na fase estacionéria, indicando que as mudancas na expressao génica
ocorrem em resposta a limitagdo de nutrientes e pode ser importante para a sobrevivéncia
celular sobre essas condicdes (Braun, Fuge et al., 1996; Padilla, Fuge et al., 1998).

Em S cerevisiae, a privacéo de fonte de carbono resulta numa grande reducdo na
expressdo génica que € essencia para a manutencdo da viabilidade celular. Dentre os genes
Ccuja expressao € induzida se encontram os pertencentes ao TCA e ao ciclo do glioxilato,
evidenciando a utilizagdo dos intermediarios provenientes da beta-oxidacéo de lipideos e da
degradacéo protéica e de aminoécidos (Wu, Zhang et al., 2004).

Em Neurospora crassa a limitagdo de glicose levou a redugdo da transcricdo de
genes relacionados aos processos biossintéticos em geral, incluindo a sintese de lipideos e
aminoécidos, em contraponto a inducdo de genes relacionados a degradacdo desses
substratos e a utilizagdo de fontes alternativas de carbono (Xie, Wilkinson et al., 2004). A
expressao de genes do TCA, ciclo do glioxilato e da gliconeogénese foi altamente induzida,
assm como genes envolvidos com a degradacdo protéica e a de aminoécidos. Genes
relacionados com a sintese da parede celular e ciclo celular foram reprimidos.

A andlise comparativa da resposta celular alongos periodos de limitagdo de fonte de
nitrogénio em meio sintético e progressao para o0 estado estacionario em meio rico, por um
periodo de 5 dias, tem sido importante para o entendimento da dinamica desses processos
em S cerevisiae (Gasch, Spellman et al., 2000). Quando células sdo transferidas para meio
sintético contendo fonte de nitrogénio limitada (sem aminoécidos), elas rapidamente
induzem a expressdo de genes envolvidos na biossintese de aminoéacidos e na utilizagdo de
alantoina, e iniciam a ESR. Em poucas horas as fontes externas de nitrogénio sdo exauridas
e a expressdo de muitos genes é induzida, incluindo a dagueles envolvidos na respiracdo e
no metabolismo de carbono, na esporulacdo, no crescimento pseudo- hifico assim como a de
muitos genes cujos produtos ndo estéo cracterizados (Gasch, Spellman et al., 2000). As
células sofrendo limitacdo de nitrogénio passam eventualmente a sofrer também limitacdo
de carbono, e algumas diferencas na expressdo génica podem ser devidas aos efeitos

combinados de ambas as limitagdes. Comparativamente, aresposta CESR de S. pombe é

13



ativada durante a auséncia de fonte de nitrogénio e alguns genes CESR também foram
induzidos durante a esporulacéo (Mata, Lyne et al., 2002).

2.5 0 modelo celular Trichoderma reesai.

As espécies de fungos que compdem o género Trichoderma sdo muito versiteis
guanto ao seu metabolismo. Apresentam necessidades nutricionais minimas e caracterizam:
se por um répido crescimento e pela capacidade de produzir uma enorme gama de
metabdlitos secundérios. Habitam o solo, além de material vegeta e madeira em
decomposi¢cdo. Em geral séo organismos dominantes na microflora de solos de uma grande
variedade de habitats, atribuindo-se o fato a sua diversa capacidade metabdlica e a sua
natureza competitiva, uma vez que possuem a habilidade de atacar outros fungos (Samuels,
1996).

Por terem se desenvolvido em um ambiente nutricionamente pobre (Wainwright,
1993), essas espécies adquiriram evolutivamente varias enzimas hidroliticas que lhes
conferem capacidade de obter glicose e outras fontes de energia a partir de polimeros
fregiientemente encontrados no solo. Desta forma, estes microrganismos conseguem
transformar uma variedade muito grande de materiais organicos tanto de origem natural
quanto xenobidtica e sdo bem conhecidos pela hiper-producéo de quitinases, celulases e
hemicelulases, respectivamente envolvidas na lise de micélios de outros fungos (Haran,
1996) e na hidrdlise de celulose e outros polissacarideos (Beguin e Aubert, 1994; Biely,
1998).

Além destas, outras categorias de enzimas também sdo produzidas por
Trichoderma, propriedade que tem conferido importancia comercia, industria e
biotecnol6gica ao género. A aplicagdo destes fungos tem sido explorada em diferentes
ramos da indUstria: na érea téxtil e de papel e celulose, enzimas celuloliticas sdo utilizadas
para o tratamento e modificac8o de tecidos e fibras; na agroindustria e industria alimenticia,
Trichoderma e suas enzimas sdo empregados no melhoramento da composi¢do nutricional
de racOes animais, aumento do rendimento da producédo de 6leos vegetais, em determinados
estégios de producdo de bebidas acodlicas e sucos de frutas. Pelas suas caracteristicas

micoparasiticas, sdo utilizados também como agentes de controle bioldgico e indutores do
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crescimento vegetal (Chang, 1986; Walsh, Power et al., 1993; Samuels, 1996; Harman G E,
1998; Altomare, Norvell et al., 1999).

Através das técnicas de Biologia Molecular, vérias espécies tém sido convertidas
em eficientes produtoras industriais de enzimas e, mais recentemente, genes de
Trichoderma vém sendo pesquisados para a ainda controversa geracéo de plantas
transgénicas mais resistentes a fungos fitopatogénicos (Lorito, Woo et al., 1998; Bolar,
2000).

Isolada de barracas de algoddo durante a Segunda Guerra Mundia, a espécie
Trichoderma reesei € impar, pois € conhecida através de um Unico isolado: a cepa
denominada QM6a (ATCC 13631) (Mandels e Reese, 1957). Este isolado ganhou
reputacéo pela producéo de celulases em grandes quantidades e € o Unico precursor de
vérias cepas hiper-produtoras, exploradas industrialmente hoje em dia(Kuhls, Lieckfeldt et
al., 1996; Mantyla, 1998). Segundo o banco de dados taxondmicos do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) do National Health Institutes (NIH) dos EUA
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi 2db=Taxonomy), T. reesel tem a seguinte

classificagéo:

Nome da espécie. Hypocrea jecorina (sinbnimo: Trichoderma reesel — anamorfo).
Linhagem (abreviada): Eukaryota; Fungi; Ascomycota; Pezizomycotina;, Sordariomycetes,

Hypocreales, Hypocreaceae; Hypocrea.

A cariotipagem molecular, realizada por meio de eletroforese de campo pulsado, ja
foi empregada para caracterizacdo do genoma de diferentes espécies de Trichoderma. Nas
cepas QM6a e QM9414 de T. reesal verificou-se a presenca de 6 a 7 cromossomos com
tamanhos variando entre 2,8 e 6,9 Mb e estima-se que todo o genoma tenha cerca de 33 Mb
(Mantyla, Rossi et al., 1992; Herrera-Estrella, Goldmanet al., 1993).

Seu ciclo de vida é assexuado, com geracdo de esporos elipsoides (3,0-4,5 x 2,3- 3,0
Km) de coloracdo verde pdlida. A germinagdo destes esporos da origem a filamentos de 20
mm ramificados denominados hifas, formadas por células dispostas em sequéncia e

separadas por septos (Samuels, 1996; Gams, 1998).
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A forma de vida assexuada de um fungo € também chamada de anamorfica,
enquanto a sexuada (que recombina-se por meiose) € denominada teleomorfica (Kuhls,
Lieckfeldt et al., 1996). Anamorfos e teleomorfos de uma mesma espécie apresentam
caracteristicas morfologicas diferentes. Assm, as duas formas de uma mesma espécie
podem receber nomes diferentes. Caso tipico € o que ocorre com T. reesei, considerado
como a forma anamérfica do fungo Hypocrea jecorina (teleomorfo), ambos representando
amesma especie (Kuhls, Lieckfeldt et al., 1996; Klein, 1998).

As diversas espécies do género Trichoderma tém sido utilizadas como modelo no
estudo de diferentes fenbmenos biolégicos. T. reesei, em particular, se destacou no estudo
do catabolismo de celulose e outros polissacarideos. Celulases ou enzimas celuloliticas sdo
denominacBes genéricas para designar mais de uma categoria de enzimas que atuam de
forma sinérgica nas etapas de hidrdlise de celulose (Nidetzky, 1993; Nidetzky, Steiner et
al., 1994). Seu sistema celulolitico € provavelmente um dos mais estudados em diversos
aspectos, tais como o0 mecanismo de agdo das celulases e a regulagdo da expressdo de seus
genes (El-Gogary, Leite et al., 1989; Abrahao-Neto, Rossini et al., 1995; Henrique-Silva,
El-Gogary et al., 1996; Carle-Urioste, Escobar-Veraet al., 1997; IImen, Saloheimo et al.,
1997).

Até o inicio de 2002 o GenBank (banco de sequéncias do NCBI) contava com
apenas 109 sequiéncias de genes de T. reesei. Nos Ultimos anos, as pesquisas a respeito
deste fungo ganharam uma contribuicdo que a0 mesmo tempo se constitui numa ferramenta
para futuros trabalhos. Foi criado um banco de dados publico de ESTs (Expressed Sequence
Tags) de T. reesel (http://trichoderma.ig.usp.br) contendo cerca de 1200 seqgiiéncias Unicas
de genes deste fungo (Chambergo, Bonaccorsi et al., 2002). Empregando estas sequiéncias e
0 uso de microarrays de DNA, foi anadlisado o perfil da expressdo génica de T. reesel
durante o consumo de glicose e elucidado o0 programa tempora de expresséo de genes
envolvidos nas vias de seu metabolismo primério, nesta condicéo (Chambergo, Bonaccorsi
et al., 2002). Recentemente, 0 nimero de ESTs no banco de dados foi aumentado para
guase 2000 sequéncias Unicas e andises de microarrays foram utilizadas para estudar o
perfil transcricional de genes de T. reesei sob diferentes condicdes de disponibilidade de
oxigénio (Bonaccorsi, 2003, Bonaccorsi, 2005 #195). Para a realizagdo dos trabalhos aqui

apresentados, também foram utilizadas tais ferramentas.
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3—OBJETIVOS.

O principal objetivo desse trabalho foi identificar os genes do fungo filamentoso
Trichoderma reesel cuja expressdo foi aterada em resposta a diferentes estresses
ambientais. Dertro da vasta gama de estresses a que esse organismo pode ser submetido
tanto em seu habitat natural quanto em cultivo industrial, foram escolhidos as seguintes
condi¢des: choque térmico a temperatura de 40°C, presenca de ions do metal pesado
ca&dmio no meio de cultura, e limitacBes nutricionais em funcdo da disponibilidade de uma
boa fonte de carbono ou de nitrogénio.

Uma vez que ja foi descrita para as leveduras Saccharomyces cerevisiae e
Schizossachar omyces pombe uma resposta comum a Varios estresses ambientais, pretendeu
se identificar genes cuja expressdo fosse coordenada em mais de um dos estresses

estudados e iniciar uma comparacdo com a resposta a hipdxia / andxia transiente, descrita
anteriormente para T. reesel.
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4—-MATERIAISE METODOS

4.1 Microor ganismo.

Trichoderma reesei, cepa QM9414, obtida da American Type Culture Collection
(ATCC nc 26921).

4.2 SolugBes e meios de cultura

Meio completo para T. reesei (composicao por litro): 11,810 g KH,PO, (Sigma), 3,013 g
K2HPO, (Sigma), 1,400 g (NH4)2SO4 (Sigma), 300 mg MgSO4¢7H.0O (Sigma), 300 mg
Uréia (Sigma), 2,000 g Proteose Peptona (Difco), 100 mL solucéo estéril de metais de
transi¢cdo, 1,00 mL solucdo estoque 2,00 mol/L CaCk (filtrada através de filtros PVDB 0,22

mm — Millex®, Millipore), adicionado ao meio ja autoclavado e resfriado a temperatura

ambiente; pH 6,0.

Meio minimo para T. reesei (composicdo por litro): 11,810 g KH2PO4 (Sigma), 3,013 g
K2HPO, (Sigma), 2,000 g (NH,)2SO,4 (Sigma), 300 mg MgSO4¢7H,0 (Sigma), 1,00 mL
solucdo estéril de metais de transicdo, 1,00 mL solucdo estoque estéril 2,00 mol/L CaCh
(filtrada através de filtros PVDB 0,22 nm — Millex®, Millipore), adicionado a0 meio ja

autoclavado e resfriado a temperatura ambiente; pH 6,0.

Solucéo de metais de transicdo (composicao por litro): 5,000 g FeSO4+7H.0, 1,600 g
MnSO,4¢7H,0, 1,600 g ZnSO4¢7H,0, 2,000 g CoCl,, dissolvidos em solucdo 28 mmol/L
HCI (Merck). Filtrada através de filtro 0,22 nm PVDB (Millex® - Millipore).

TE: 10,0 mmol/L Tris-HCI (Sigma), pH 7,5; 1,00 mmol/L EDTA (Sigma), pH 8,0.

Tampdo de Purificacdo de fragmentos de DNA amplificados e de cDNAs: 7,00 mol/L
Hidrocloreto de guanidina (Gibco), 200 mmol/L MES (Sigma), pH 5,6. Filtrada através de
filtro 0,22 mm PVDB (Millex® - Millipore).
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4.3 Condigdes de cultivo deT. reesal.

4.3.1 CondicOes gerais.

T. reesel foi cultivado em meio sdlido PDA (Potato Dextrose Agar — Difco) por
cerca de sete dias (dois dias em estufa a 28°C, sem iluminagdo, e os subseqlientes a
temperatura ambiente, sob iluminagdo natural), em placas de Petri (J 10 cm) para a
obtencdo de esporos, que entdo foram suspensos em solucdo isotdnica de cloreto de sodio
(NaCl) 0,9%. As suspensdes foram quantificadas em camara de Neubauer, resultando em
concentracdes sempre proximas a 1,0 x 10® esporos/ mL.

Os cultivos em meio liquido foram realizados com meio de cultura completo ou
minimo (Solugdes e meios de cultura) em frascos erlenmeyer de volume pelo menos cinco
vezes 0 do inicial de meio. A ndo ser no caso especifico do experimento de choque térmico,
os frascos foram incubados em agitador orbital a 28°C sob rotagcdo de 200 rpm (New
Brunswick, Inc.).

Para o in6culo de todos os cultivos em meio liquido, utilizouse volume acertado de
suspensdo de esporos de T. reesei em solucao isotdnica de NaCl 0,9% para a obtencéo de
uma concentragéo de 1,0 x 10° esporos/ mL de meio de cultura.

Desde que ndo diferentemente mencionado, para todos os experimentos foram
realizadas pré-culturas em meio completo, utilizando glicose a 2,0% (111 mmol/L) como
principal fonte de carbono, durante 14 a 16 horas para a obtencdo de massa micelial.
Passado esse periodo, realizou-se uma substitui¢cdo do meio de cultura para a realizacgo dos
experimentos em meio fresco sem a caréncia de qualquer micro, ou macro-nutriente. A
cultura foi centrifugada a 10.000 rpm (rotor GSA, em centrifuga RC5C, Sorvall
Instruments) por 20 minutos a 4°C. O meio sobrenadante foi descartado e o micélio foi
entdo lavado pela adicdo de volume de meio suficiente para sua dispersdo em vortex,
seguida de nova centrifugacdo (10.000 rpm, 10 minutos, 4°C). Suspendeuse 0 micélio
lavado em meio apropriado a cada experimento por dispersdo em vortex e, quando
necessario, dividiu-se a suspensdo em mais de um frasco erlenmeyer. O meio de lavagem

sempre correspondeu ao meio final no qual o micédlio foi ressuspenso. Esperaramse 2,0
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horas ap0s a ressuspensdo com o intuito de adequagcdo do fungo as novas condicBes de
meio para se iniciarem os tratamentos especificos de cada experimento.

Todas as solucdes adicionadas aos meios de cultura foram previamente esterilizadas
por filtracdo através de filtro 0,22 nm PVDB (Millex® - Millipore).

A determinagdo da concentragéo celular das culturas foi realizada através de massa
seca, segundo o seguinte protocolo. Apos terem sido desidratados em forno microondas por
5 minutos, a 20% da poténcia total, e resfriarem no interior de dessecador, filtros de 0,45
mm PVDB (Millex® - Millipore) foram utilizados para a filtragdo a vacuo de um volume
determinado de cultura. O filtro com a massa micelial foi entdo submetido a secagem em
forno microondas por 15 minutos, a 20% da poténcia total, e guardados em dessecador até
serem pesados em balanca analitica.

As concentragdes de glicose no meio de cultura foram verificadas através de
glicosimetros digitais portéteis (Advantage®, Roche) e por medidas espectrofotométricas,
através de kits de determinacdo enzimética (SERA-PAK® Glucose, Bayer e LabTest).

Para obtencdo de RNA, as amostras de micélio foram filtradas a vacuo sobre papel
3M (Whatman), rapidamente embaladas em papel auminio e congeladas sob nitrogénio
liquido, para ser entdo guardadas em ultrafreezer (70°C) até o momento da extracdo do
RNA.

4.3.2 Cultivos com sulfato de cadmio (11).

Para a adi¢do de sulfato de cadmio (I1) (CdSO,4 — Fluka) aos meios de cultura solido
e liquido, uma solucédo estoque 1,00 mol/L CdSO, foi preparada com égua destilada, e
deionizada, e mantida a 4°C. A partir dessa solugdo estoque, foram preparadas,
imediatamente antes da adicdo, solucdes de trabalho mais diluidas (10,0 mmol/L e 1,00
mmol/L). Também foram preparadas soluctes de sulfato de sddio (N&SO, — Sigma) nas
mesmas concentragdes para adi¢cao aos meios de cultura com afinalidade de obter a mesma
forcaionica dos meios suplementados com as solucdes de CdSO,.

Para o cultivo em meio sdlido, volumes especificos das soluctes de trabalho de
ambos os sais foram adicionados a 5,00 mL de PDA dissolvido (T~ 40°C) para a obtencéo

de concentragBes finais na faixa de 10 a 10° mmol/L CdSO; / N&S0,. Desses 5,00 mL de
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PDA complementados com sais, 3,00 mL foram aplicados a um de seis reservatorios (& 4,0
cm) de placas de cultura. Apos a solidificagdo do meio, 10,0 nlL de suspensdo de esporos
em concentracgo de aproximadamente 1,0 x 10% esporos / mL NaCl 0,9% foram aplicados
no centro de cada reservatorio. As placas foram incubadas por 24 horas em estufa a 28°C
sem iluminagdo e subseglientemente mantidas a temperatura ambiente sob iluminagéo
natural. Fotografias das placas foram realizadas ap06s 36,0 horas do inéculo.

Para os cultivos em meio liquido, foram realizadas pré-culturas em meio minimo, ao
invés de completo Solucbes e meios de cultura), com glicose a 2,0% como fonte de
carbono, por 24 horas para o0 estabelecimento de uma condi¢do de auséncia de substancias
contendo grupos tiol que ndo aquelas produzidas pelo préprio fungo. Seguiu-se a
substituicdo do meio de cultura e apos a lavagem, a suspensdo de micélio foi dividida, da
forma mais equitativa possivel em termos de massa, em frascos erlenmeyer distintos para o
prolongamento dos experimentos.

Para o experimento inicial de avaliag8o da influéncia da concentragéo de cadmio (11)
sobre o crescimento de T. reesel, os micélios de duas pré-culturas de 400 mL iniciais de
meio em frascos erlenmeyer de 2,0 L foram gjuntados, apo6s a primeira centrifugacdo do
processo de substituicdo de meio, e homogeneizados por agitacdo em vortex. Apés a
lavagem, a massa micdia homogénea foi ressuspensa em 600 mL de meio minimo com
glicose a 2,0% por agitagdo em vortex e aproximadamente 200 mL da suspenséo foi pesada
e dispensada em trés frascos erlenmeyer de 2,0 L ja contendo outros 200 mL de meio
minimo com glicose a 2,0%. Foram retiradas aliquotas iniciais para determinagdo da massa
seca e da concentracdo de glicose dos trés cultivos paralelos e adicionourse a um deles
200,0 L. de solucdo estéril 100 mmol/L CdSO,, para concentracdo fina de 50 mmol/L, ea
outro 2,00 mL da mesma solucdo, para concentragdo final de 500 nmol/L. Os frascos foram
incubados em agitador orbital a 28°C sob agitacdo de 200 rpm. A partir de entdo a cada 2,0
horas, até 20,0 horas de tratamento, foram retiradas aliquotas para 0 acompanhamento do
crescimento do fungo por massa seca e da concentracdo de glicose. Ainda foram obtidas
aliquotas depois de 24,0, 40,0 e 44,0 horas de tratamento.

Para 0 segundo experimento de avaliacdo da influéncia da concentracdo de cadmio
(I1) sobre o crescimento de T. reesel, seguiu-se procedimento semelhante ao anterior. Foi

realizada uma pré-cultura em 400 mL de meio minimo com glicose a 2,0% por 24 horas. O
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meio foi subgtituido e 0 micélio ressuspenso em 200 mL de meio minimo com glicose a
2,0%. Dividiu-se a suspensdo em dois frascos erlenmeyer contendo outros 100 mL de meio,
aos quais foi, ou ndo, adicionado 1,00 mL de solugdo estéril 100 mmol/L CdSO, para
concentracdo final de 250 nmol/L CdSO;,. Os frascos foram incubados em agitador orbital a
28°C sob agitacado de 200 rpm. Aliquotas das culturas para as determinagdes de massa seca
e concentracdo de glicose no meio filtrado foram retiradas apos 2,5, 5,0, 7,0, 9,0, 11,0,
13,0, 15,0 e 17,0 horas de tratamento.

Para os experimentos de descricdo da influéncia da presenca de cadmio (I1) no perfil
transcricional de T. reesei, seguiu-se procedimento similar ao do segundo experimento de
avaliacdo da influéncia da concentragdo de cadmio (I1) sobre o crescimento de T. reesal.
Realizou-se uma pré-cultura em 400 mL de meio minimo com glicose a 2,0% por 24 horas
para a obtencdo de massa micelial. Seguiu-se a etapa de substituicdo de meio para novo
meio minimo com glicose a 2,0%, sendo o micélio dividido em dois frascos erlenmeyer de
2,0 L contendo 200,0 mL finais de meio cada. Para se assegurar de que as mudancas
transcricionais observadas seriam decorrentes somente da adicdo de cadmio (1) e ndo de
qualquer resposta a etapa de mudanca de meio, as culturas foram incubadas a 28°C sob
agitacdo de 200 rpm por 4,0 horas, antes de entdo serem adicionados, a uma das culturas,
20,0 mL de solucéo estéril 1,00 mmol/L CdSO4 e, a outrg, 20,0 mL de solugdo 1,00
mmol/L NaSO,. Aliquotas das culturas para as determinacfes de massa seca e
concentracdo de glicose foram retiradas logo apés a ressuspensdo do micélio, logo antes da
adicdo dos sais, 1,0 e 2,0 horas ap6s a adicdo. Amostras de micélio para a extragdo de RNA
foram retiradas antes da adicéo dos sais e ap6s 0,5, 1,0 e 2,0 horas da adic¢ao.

4.3.3 Cultivos de choque térmico.

Como mencionado anteriormente, foi realizada uma pré-cultura padréo com inéculo
de 1,0 x 10° esporos / mL de 400 mL de meio completo contendo glicose a 2,0% como
fonte de carbono em frasco erlenmeyer de 2,0 L por 16,0 horas a 28°C sob agitacéo de 200
rpm em agitador orbital. Seguindo a substitui¢cdo do meio por um novo meio completo com
glicose a 2%, a ressuspensdo do micédlio (400 mL) foi dividida eqglitativamente em quatro

frascos erlenmeyer de 1,0 L ja contendo 100,0 mL de meio completo com glicose a 2%
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cada. As quatro culturas foram incubadas durante 5,0 horas a 28°C sob agitagéo de 200 rpm
em agitador orbital para adequacdo ao novo meio e incremento da massa micelial. Apos
esse periodo, dois frascos foram mantidos a 28°C, enquanto os outros dois foram
transferidos para um segundo agitador orbital pré-aquecido e, a partir de entdo, incubados a
40°C sob a mesma velocidade de agitacdo. Foram retiradas aliquotas das quatro culturas,
para determinacdo de massa seca e concentracdo de glicose, 1,0, 3,0 e 5,0 horas apos a
mudanca de meio, e 1,0, 2,0, 4,0 e 6,0 horas ap6s o inicio do choque térmico.

Para os experimentos de descri¢éo da resposta transcricional de T. reesel a chogue
térmico, com o intuito de ter maior controle sobre a temperatura e de criar uma mudanca
brusca na mesma, as culturas foram realizadas em banhos termostatizados com prateleira de
agitacdo orbital (New Brunswick, Inc.) no laboratério da Profa. Dra. Suely L. Gomes (1Q —
USP). Também para assegurar uma mudanca da temperatura rpida e homogénea em toda a
cultura, o volume da mesma foi restrito a0 maximo de 200 mL em frascos erlenmeyer de
10L.

Assim, apés o periodo de pré-cultura, em 400 mL de meio contidos em frasco
erlenmeyer de 2,0 L, sob condicdes padrbes acima descritas, ocorreu a substituicéo do meio
por novo meio completo com glicose a 2,0% e a divisdo equitativa da massa micelial em
duas culturas de 200 mL totais (incluindo o volume do micédlio) dispensadas em frascos
erlenmeyer de 1,0 L. Essas culturas passaram entdo a ser incubadas em banho
termostatizado a 28,0°C sob agitacdo de 200 rpm. Ao final de 2,0 horas nessa condicéo,
uma das culturas foi repassada para um banho termostatizado similar ao anterior pré-
aquecido a 40,0°C e permaneceu incubada a essa temperatura e sob mesma velocidade de
agitacdo por 1,0 hora. Ao final desse periodo de choque térmico, a cultura do banho a
40,0°C retornou para 0 banho a 28,0°C e as duas culturas permaneceram sob incubagdo a
essa temperatura e mesma velocidade de agitagdo por 1,0 hora adicional. Aliquotas das
culturas para determinagOes de massa seca e concentracdo de glicose foram obtidas 1,0 e
2,0 horas apds o inicio da incubacdo em banho a 28,0°C, 1,0 hora apds o choque térmico a
40,0°C e ap6s 1,0 hora adicional a 28,0°C. Amostras de micélio para a extracdo de RNA de
ambas as culturas foram retiradas imediatamente antes do inicio do chogue térmico, 15, 30

e 60 minutos apos o inicio do choque térmico, e ao fim da hora adiciona a 28,0°C. O
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experimento inteiro foi repetido nas mesmas condi¢des, partindo de uma nova pré-cultura

proveniente do mesmo estoque de esporos.

4.3.4 Cultivos com limitacéo de fonte de nitrogénio

Foram realizadas duas pré-culturas em 200 mL de meio completo contidas em
frascos erlenmeyer de 1,0 L por 16 horas. A partir delas foram retiradas aliquotas para
determinagdes de massa seca e concentracdo de glicose e para a extragdo de RNA, como
amostra controle em meio rico em fonte de nitrogénio Solucbes e meios de cultura).
Seguiu-se a substituicdo do meio completo pelo meio sem fonte de nitrogénio, com duas
lavagens com meio sem fonte de nitrogénio e ressuspensdo final do micélio de cada pré-
cultura em 200 mL do meio sem fonte de nitrogénio. As culturas voltaram entdo a serem
incubadas sob as condicdes gerais de cultivo, permanecendo o fungo na auséncia de fonte
de nitrogénio pelo periodo de 3,5 horas. Ao fina desse intervao de tempo, foram
adicionados 3,20 mL de solucdo estéril 1,00 mol/L (NH4)>SO,, repondo a concentracdo de
amonio aquela presente no meio minimo de T. reesel (16,0 mmol/L). As culturas foram
entdo incubadas nas condigdes gerais de cultivo por mais 2,0 horas. Aliquotas da cultura
para determinacdes de massa seca e concentracéo de glicose, e amostras de micélio, para a
extracdo de RNA, foram retiradas das culturas 2,0 e 3,5 horas ap0s o inicio da incubagdo
com meio sem fonte de nitrogénio, e 0,5, 1,0 e 2,0 horas apds a reposicdo da fonte de

nitrogénio pelo pulso de (NH;)2SOs.

4.3.5 Cultivos com limitacéo de fonte de carbono.

Foram redlizadas duas pré-culturas em 200 mL de meio completo com glicose a
2,0% contidas em frascos erlenmeyer de 1,0 L segundo as condi¢Oes gerais de cultivo.
Seguiu-se a substituicdo do meio com a ressuspensdo do micélio de cada pré-cultura em
400 mL de meio minimo contendo glicose a 1,0% contidos em frasco erlenmeyer de 2,0 L.
Essas culturas foram incubadas em condicdes gerais de cultivo por 2 horas, apos as quais
foi realizada nova substituicdo de meio. Uma metade do micélio de cada cultura foi

ressuspensa em meio minimo contendo glicose a 1,0%, enquanto a outra metade foi

24



ressuspensa em meio minimo sem fonte de carbono. Assim, ao final dessa segunda
substituicdo de meio, havia quatro culturas, duas em meio minimo contendo glicose e
outras duas em meio sem fonte de carbono, que foram incubadas me condic¢des gerais de
cultivo por 3,5 horas. Ao final desse periodo foram adicionados as culturas 5,0 mL de
solucdo estéril de glicose a 40% para a reposicdo da fonte de carbono. As cultuas
permaneceram entdo sob incubacdo nas condigdes gerais de cultivo por mais 2,0 horas.
Foram retiradas aliquotas da cultura para as determinacdes de massa seca e concentracéo de
glicose em 0,5, 1,0, 2,0, 3,0 horas de auséncia de fonte de carbono, e 0,5, 1,0 e 2,0 horas
apos o pulso de glicose. Amostras de micélio para a extracdo de RNA foram retiradas em
0,5, 1,0 e 2,0 horas de auséncia de fonte de carbono, e 0,5, 1,0 e 1,5 horas ap6s o pulso de

glicose.
4.4 Técnicas gerais de Biologia M olecular

A extragdo de RNA de T. reesal dos diversos experimentos realizados foi feita
através de maceracdo das amostras de micélio em amofariz com pistilo, sob nitrogénio
liquido, seguida de suspensdo do macerado no reagente TRIzol® (Invitrogen'™ Life
Technologies), numa proporcéo de 1,0 mL de reagente para uma faixa de 0,25 a 0,40 mL de
macerado. Seguiu-se entdo o protocolo origina do reagente, ao final do qual o RNA total
extraido foi dissolvido em égua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) e quantificado por
espectrofotometria.

Para se certificar de que ndo haveria nenhuma contaminacdo de DNA gendmico de
T. reesei nas amostras de RNA total que seriam utilizadas nas hibridizacbes de microarray,
tais amostras foram tratadas com DNase |, Amplification Grade (Invitrogen™™ Life
Technologies), na concentracdo de 0,1 U/ng de RNA por 15 minutos a 37°C. Em seguida
as amostras sofreram extragdo com fenol:cloroformio:dcool isoamilico 24:24:1 e
precipitagdo com isopropanol.

Outros procedimentos e técnicas comumente utilizados na extracdo, manipulacéo e
modificagdo de é&cidos nucléicos foram realizados segundo descrito em (Sambrook,
Maniatis et al., 1989; Ausubel, 1992) ou, ainda, de acordo com protocolos especificos

fornecidos com produtos, equipamentos e kits utilizados
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4.5 Producéo de microarraysdeT. reesai.

As etapas de impressdo das |aminas dos microarrays, hibridizagdo das mesmas com
as misturas de cDNAs marcados com fluoréforos e leitura das fluorescéncias das sondas
nas laminas hibridizadas foram todas desenvolvidas no laboratdorio CAGE (Center for
Analyses of Gene Expression — 1Q-USP), sob orientac&o das técnicas Adriana Matsukuma e
Denise Y amamoto, e dos Profs. Drs. Aline M. da Silva, inicialmente, e Eduardo M. Reis, a

posteriori (responsavels a época pelo laboratorio).

4.5.1 Materiais e condi¢des para a impressao de laminas de microarray.

Os DNAs utilizados para a impressdéo de laminas de microarrays foram
amplificados por meio de reagdes de PCR em 100 i, realizadas em placas de 96 pocos, a
partir de estoques dos clones bacterianos (mantidos a —70 °C) selecionados das bibliotecas
de cDNA de T. reesei (Chambergo, Bonaccorsi et al., 2002; Bonaccorsi, 2003) e do
genoma de T. reesei com oligonucleotideos especificos (Bonaccorsi, 2005). Foram

empregadas as seguintes condi¢des reacionais, num total de 1920 amplificacoes:

Mistura para 1 reacao:

Estogue bacteriano 1 pL (com replicador de 96 pinos)
dNTPs 0,125 mM (cada)

Primer M13 (forward e reverso) 0,166 UM (cada)
MgCh 1,5 mM

Tampéo de reacdo 1 X

Taq polimerase (SU/ L - Invitrogen) 0,5 U

H,O para volume final de 100 pL

Condic¢oes de reacdo: 95 °C por 4 minutos; 40 ciclos de 95 °C por 45 segundos, 55
9C por 45 segundos e 72 °C por 1 minuto; seguidos por 72 °C por 5 minutos.

Os produtos de amplificagdo foram purificados em placas MultiScreen-FB filter
plates, modelo MAFB-NOB50 (Millipore) de 96 pocos, segundo protocolo desenvolvido
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no laboratério CAGE, brevemente descrito a seguir. Aos 100 nL do produto de cada
amplificagdo sdo misturados 100 nlL de tamp&o de purificacdo (Solugbes e meios de
cultura) por repetidas pipetagens. Os 200 L. de cada poco sdo transferidos para a placa de
filtro, previamente umedecida com o tampdo. Segue-se a centrifugacdo da placa de filtro
com as solugdes dos amplificados a aproximadamente 1300 g por 1 minuto em centrifuga
apropriada e, duas posteriores lavagens dos filtros com 200 nmi de etanol 80%, com
centrifugaces a 1.300 g de 1 e 10 minutos. Realizou se entdo uma centrifugacéo a 1.300 g
da placa seca e sem tampa por 5 minutos para eliminacéo de tragos de etanol e por fim foi
feita a eluicdo dos amplificados com 50 ni de TrissHCI 10 mmol/L, pH 8,0, para placa de
96 pocos com fundo U, por centrifugacéo a 1.300 g por 5 minutos. Desenvolveuse entéo
eletroforese em gel de agarose 1,2% de 4 nL de cada amplificado com marcador de massa
para a verificagdo das concentracBes. Um exemplo dos resultados € apresentado na Figura
1

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 1,2% de meia placa de DNAs amplificados e
purificados a partir de clones bacterianos das bibliotecas TrEST-A e-B. A primeirafileira

corresponde as linhas A e B e a segunda, as linhas C e D da placa TrEST-A12. Foram

aplicados4 mL de cada amplificado. Os mar cador es de peso molecular 1 kb PlusLadder ede
massa Low Mass DNA Ladder (Invitrogen™ Life Technologies) foram aplicados
respectivamente a direita e esquer da dos amplificados.
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Como a maioria das amplificagbes dos ESTs n&o acangou a concentragéo de 50
ng/nmL, as placas foram secas num periodo de uma noite a temperatura ambiente na sala
limpa do laboratério CAGE e os precipitados foram dissolvidos por pipetagem manua em
20 L de solucéo 50% DM SO (reagente D, GE Hesdlthcare) em &gua deionizada estéril. Os
20 L de solucéo dos amplificados foram entéo transferidos das placas de 96 pocos para
placas de 384 pocos (GE Healthcare) apropriadas para o sistema de impressdo. As 20
placas de 96 pocos correspondentes aos amplificados das bibliotecas de cDNA de T. reesei,
foram agrupadas em 4 placas de 384 (placas Al, A2, AB, B1), enquanto que 0s genes
amplificados a partir do genoma com oligonucleotideos especificos foram colocados em
uma quinta placa de forma duplicada (placa G).

Os DNAs foram impressos em laminas espelhadas 7Star (GE Heathcare) em
sistema de impressdo Microarray Spotter Generation |1l da Molecular Dinamics (GE
Healthcare), presente no laboratério CAGE, de acordo com os protocolos especificos de
funcionamento do aparelho. Os amplificados das placas A1, A2, AB e B1 foram impressos
duas vezes nas laminas, enquanto que aqueles da placa G foram impressos uma unica vez.
Visto que cada lamina contém duas colunas de impressdo, ou segja, cada sonda é impressa
duas vezes em cada lamina, as laminas de T. reesei contem quatro réplicas de cada sonda
estudada. Como controle interno para as reacdes de sintese de cDNA a partir dos RNAs de
referéncia e de estudo, marcacéo com fluordforos especificos e hibridizaggo da lamina com
a mistura dos cDNAs marcados, tambeém foi impressa nas laminas a placa Universal
ScoreCard da qual algumas sondas hibridizam com cDNAs provenientes de RNAS
adicionados ao RNA de condicdo de referéncia, enquanto outras, com cDNAS provenientes
de RNAs adicionados a0 RNA da condicéo de estudo.

4.5.2 Sintese e marcacao de cDNAs para hibridizacdo de microarrays.

Para a sintese e marcag@o de cDNAS a partir dos RNAs das amostras de condicdes
de referéncia e de estudo foi utilizado o kit SuperScript™ Plus Indirect cDNA Labeling
System (Invitrogen™™ Life Technologies) com fluoréforos Alexa Fluor®, seguindo o
protocolo do kit adaptado pelo laboratério CAGE. As modificagdes realizadas no protocolo

s80 brevemente descritas a seguir.
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Na reacdo de sintese de cDNA foram utilizados 30 ng de RNA total, 6,00 L de
oligo(dT)1s-20 ancorado, além de ser adicionado 1,00 m_ de solucdo de RNA Spike de
controle para hibridizacdo com a placa Universal ScoreCard (para as amostras da condicao
de referéncia foi usado o Spike-Referéncia, enquanto para as de estudo, o Spike-Teste).
Como se partiu de RNA total ndo foram adicionados a reacdo os hexdmeros aeatorios. Os
demais reagentes e condicdes foram mantidos e a reacdo foi realizada por 3 horas a 46°C
em bloco termostatizado ThermoBlok |1 (Eppendorf).

Apbs a hidrélise acalina do RNA, a solugdo foi neutralizada pela adicdo e mistura
de 10 nL de 2 mol/L HEPES é&cido, seguida de purificacdo utilizando protocolo de
purificagdo em placas de filtro semelhante a0 dos amplificados para a confecgdo das
I&minas de microarray, ficando as diferencas em funcdo do volume adicionado de tampéo
de purificagdo (120 L), nimero de lavagens com etanol 80% (quatro) e nimero e volume
de 10 mmol/L Tris-HCI, pH 8,0, utilizados na elui¢éo dos cDNAs dos filtros (duas eluicoes
seguidas com 45 nL). Obtidas as solugdes purificadas dos cDNAS, essas foram transferidas
para tubos eppendorf e evaporadas em SpeedV ac.

Na etapa de marcacéo, os cDNASs secos foram primeiramente dissolvidos em 5 mL
de tampéo de acoplamento. Sem incidéncia de luz direta, os fluoréforos foram entéo
ressuspensos em misturade 2 mL. de DM SO e 3 L de agua DEPC por agitagdo em vortex e
imediatamente adicionados ao tubo eppendorf contendo os cDNAS correspondente aquela
marcagcdo. Os tubos com as reagOes de marcagdes foram mantidos durante uma noite a
temperatura ambiente em recipiente protegido da luz dentro de gaveta de bancada. As
amostras das condicdes de referéncia foram marcadas com o fluoréforo Alexa Fluor® 555,
correspondente ao fluoréforo Cy-3 e com excitagdo a 555 nm, enquanto as amostras das
condicdes de estudo foram marcadas com o fluoréforo Alexa Fluor® 647, correspondente
ao fluoréforo Cy-5 e com excitacdo a 647 nm. S&o apresentados na tabela 1 os dados de

marcagdo para as amostras dos experimentos de microarray realizados.
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Tabela 1: Dados de rendimento de marcagdo das amostras dos experimentos realizados para
andlise do perfil transcricional de T. reesei por microarrays. S3o apresentados os valores de
massa de cDNA obtida a partir do RNA total, pmol de cada fluoroforo incorporado aos
cDNAs e 0 numero aproximado de fluor 6for os incor porados acada 100 bases de uma fita de

cDNA. Oscéalculos foram realizados de acordo com o manual do kit de mar cacéo utilizado.

cDNA  Alexa555/

Alexa647/ #Alexab55/ # Alexa647

Marcagao / ng pmol pmol 100 bases /100 bases
Choque Térmico
HSRef1-555 307 23 - 18 -
HSRef2-555 226 21 - 2.3 -
HSRef3-555 340 15 - 1.1 -
HSRef4-555 289 16 - 14 -
HSRef5-555 303 30 - 25 -
HSRef1-647 252 - 13 - 13
HS-15-647 233 - 16 - 1.8
HS-30'-647 237 - 15 - 1.6
HS-60-647 241 - 38 - 4.1
28°C-60'-647 326 - 25 - 2.0
Adicéo de Cadmio (1)
Cd(I1)Ref1-555 507 31 - 1.5 -
Cd(I1)Ref2-555 500 2 - 1.1 -
Cd(I1)Ref3-555 481 25 - 1.3 -
Cd(I1)Ref4-555 418 25 - 15 -
Cd(I1)Ref1-647 459 - 27 - 15
Cd(I1)-30-647 503 - 30 - 15
Cd(I1)-60-647 459 - 23 - 1.3
Cd(I1)-120-647 366 - 20 1.3
Fonte de Nitrogénio
NSRef1-1-555 389 21 - 13 -
NSRef1-2-555 366 31 - 2.1 -
NSRef0-1-555 433 33 - 1.9 -
NSRef0-2-555 400 25 - 15 -
NSRef0-3-555 339 31 - 2.0 -
NSRef1-647 385 - 37 - 2.4
NSRef0-1-647 418 - 33 - 2.3
NS-noN-647 451 - 30 - 1.7
NS-N-30-647 3% - 29 - 1.8
NS-N-90-647 440 - 23 - 1.3
Fonte de Carbono
CSRef1-1-555 463 20 - 1.1 -
CSRef1-2-555 482 27 - 14 -
CSRef0-1-555 479 41 - 2.1 -
CSRef0-2-555 485 26 - 1.3 -
CSRef0-3-555 566 25 - 1.1 -
CSRef1-647 566 - 39 - 1.7
CSRef0-1-647 566 - 32 - 1.4
CSGlu0-647 591 - 37 - 1.6
CSGlu2%-30-647 451 - 36 - 2.0
CSGlu2%-90-647 469 - 16 - 0.9
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A etapa de purificacdo seguinte a marcacdo foi realizada seguindo o mesmo
protocolo que a purificagdo dos cDNAS para marcacdo e ao final dessa foram redlizadas as
medidas espectrof otométricas para quantificagcdo e determinagdo do rendimento de sintese e

marcacao de cada amostra.

4.5.3 Hibridizagao e |leitura das |aminas de microarray.

Para a hibridizacdo das |aminas de microarrays com os cDNAs marcados foi
seguido protocolo de hibridizagdo desenvolvido no laboratério CAGE, que € brevemente
descrito aseguir.

As amostras marcadas foram evaporadas em SpeedVac sob abrigo da luz e
posteriormente cada par de amostras (referéncia e estudo) foi ressuspendida em 13,5 ni de
agua deionizada. A solugdo foram adicionados outros 13,5 mL de tampdo de
hibridizacdo e 27,0 nL de formamida deionizada, perfazendo um total de 54 mi. Essa
solucdo de hibridizagdo foi fervida a 92°C por 3 minutos em bloco termostatizado,
rapidamente regelada e centrifugada para aglutinacéo. Foi entdo dispensada sobre a lamina
de microaray em forma de uma linha proxima a uma das colunas de sondas.
Cuidadosamente uma laminula foi colocada sobre a lamina de forma a espalhar
homogeneamente a solucéo por sobre todas as sondas do microarray. As laminas de todas
as condicoes de estudo sendo hibridizadas foram colocadas conjuntamente em uma camara
de hibridizacdo de vidro (num méaximo de 5 |aminas por camara), contendo um algodéo
umedecido com agua deionizada, e essa, por sua vez, foi incubada por um periodo de no
minimo 16 horas a 42°C em forno de hibridizacéo.

Passado o periodo de hibridizagdo as [aminas foram submetidas a lavagem manual
com intervalos de agitacdo de 10 minutos em agitador orbital entre uma solucéo de lavagem
e outra, utilizando sequiencialmente as seguintes solugdes. 1x SSC, 0,2% SDS a 55°C; 0,1x
SSC, 0,2% SDS a temperatura ambiente; 0,1x SSC, 0,2% SDS a temperatura ambiente. A
cada troca de solugdo de lavagem, as l&minas foram giradas em 180° para uma lavagem
mais homogénea das laminas. Por fim, foi realizada uma ultima lavagem com solucdo 0,1x

SSC a temperatura ambiente com agitacdo por 1 minuto, antes das laminas serem
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mergulhadas rapidamente quatro vezes em &agua deionizada e secadas com jato de
nitrogénio ultrapuro.

A leitura das fluorescéncias das sondas foi realizada em scanner Generation |1
DNA Scanner (GE Headlthcare) dedicado a leitura de laminas de microarray segundo o
protocolo padréo para a obtencdo de imagens das |&minas. Foram realizadas, para cada
lamina, utilizada trés leituras, com ganhos de sinal da CCD diferentes: 650, 700 e 750V. Os
arquivos referentes as imagens das |aminas foram entdo submetidos a extracdo dos dados

de fluorescéncia para cada sonda do microarray.

4.6 Extracéo e anélise dos dados de microarrays.

A normalizacdo dos dados de fluorescéncia e o teste estatistico para a
determinacdo dagueles genes como real variagdo de expressao foram realizados pelo aluno
de pos-graduacéo do Departamento de Estatistica e Ciéncia da Computacéo (IME — USP), e
membro do Nucleo de Pesquisas em Bioinformatica (BIOINFO-USP), Ricardo Z.N.
Véncio utilizando, respectivamente, 0 método de normalizacdo com pesos locais LOWESS
e ferramentas de bioinformatica, baseadas no método HTself desenvolvido por ele, em
conjunto com a aluna de pos-graduacdo do Departamento de Bioquimica (1Q-USP) Tie

Koide (http://verjo19.ig.usp.br/xylella/microarray) (Vencio e Koide, 2005).

4.6.1 Extracgao e normalizac¢éo dos dados de fluorescéncia.

Os arquivos de imagens das laminas dos microarrays obtidos pelo processo de
leitura no scanner foram ent&o analisados através do programa ArrayVision' ™ 8.0 (Imaging
Research, Inc.). Para a identificacdo das sondas nas laminas de T. reesei foi fornecido ao
programa um arquivo do mapa de posicionamento de cada sonda na |lamina e escolhida a
opcao de adicdo sequiencial de letras as réplicas de uma mesma sonda.

As opcdes de medidas extraidas pelo programa foram: principal medida, densidade
com remocao de artefatos (ARMDens); valor de background calculado pela mediang;
desvio padrdo com remocgdo de artefatos, porcentagem de pixels removidos, pixels

excluidos, flags, e densidade com remocéo de artefatos normalizada pelos fluoréforos
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(cnARMDens). No célculo do background foi selecionada a subtrago por spots vizinhos
em modo individual e para a normalizacdo por fluoréforos foi escolhido o método
LOWESS com parametros de LOWESS robusto com 3 iteragOes e 30% de cobertura

Foram readlizados os adinhamentos das grades de impressdo das sondas
conjuntamente em ambos 0s canais de fluorescéncia através do método classico, com
parametro de sensitividade 8 e raio 7, e com as opgdes de busca estendida e de estimativas
de rotacdo e posicionamento de elementos.

Como opcgdes de controle de qualidade foi pedido ao programa que colocasse flags
automaticamente tanto para sondas quanto para o fundo em que 10%, ou mais, dos pixels
ultrapassassem os limites inferiores ou superiores de deteccdo. Como controle de qualidade
manua foram colocados flags em todos os spots em que 5%, ou mais, dos pixels fossem
removidos como artefato.

Apo6s o ainhamento e a extragdo das medidas foi realizada uma verificagdo visual
das imagens em ambos 0s canais para as laminas. Sondas suspeitas de terem sinal
influenciado por manchas ou riscos receberam também flags manuais. Finda tal andlise os
dados foram extraidos e gravados em arquivos texto de planilhas do MS Excel
(Microsoft®).

A normalizacdo foi realizada por aproximacdo LOWESS no espago M x A, onde M
€ a razdo entre as intensidades de fluorescéncia dos fluoréforos de cada sonda (definido
como M = log(Ice/lcr), sendo CE a condicéo de estudo e CR a condigdo de referéncia) e A

€ a média geométrica das intensidades de fluorescéncia (definido como A = % x log(Ice X

IcR))-

4.6.2 Determinacéo dos genes diferencial mente expressos.

Para a identificacéo de quais genes haviam sido diferencialmente expressos foram
utilizadas ferramentas baseadas no teste estatistico HTself (http://blasto.iq.usp.br/~rvencio/
HTself) (Vencio e Koide, 2005) que se vale da determinacéo de limites de corte
dependentes da razdo de intensidades de fluorescéncia em hibridizagcGes homotipicas (por
exemplo, condicdo de referéncia hibridizada contra ela mesma) e do o de métodos néo-

parameétricos. Brevemente, a funcdo de probabilidade de densidade (pdf) nula foi definida
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locamente para M em um intervalo de A, no espagco M x A, através de método de
Estimador de Densidade Kernel do tipo gaussiano, utilizando como dados para analise
todas as medidas de densidade de fluorescéncia normalizadas obtidas nas 6 hibridizagtes
homoatipicas realizadas (Cd(l1)Ref1-555 x Cd(I1)Refl-647, HSRef1-555 x HSRef1-647f,
CSRef1-555 x CSRef1-647, CSRef0-1-555 x CSRef0-1-647, NSRef1-555 x NSRefl-647 e
NSRef0-1-555 x NSRef0-1-647). Apds estimar a pdf nula, os limites de cortes locais foram
definidos como aqueles onde se encontravam 99% dos valores de M num determinado
intervalo de A. O gréfico abaixo (Figura 2), do espago M x A, representa os limites de corte

definidos com os dados das hibridizactes homotipicas realizadas.

p=0.99

Figura 2: Gréfico do espaco M x A onde foram plotados os valores de todas as réplicas de
sondas presentes nas |laminas do microarray de T. reesel para todas as hibridizacdes

homotipicasrealizadas entre as amostr as de r efer éncia de cada um dos experimentos. A linha
continua determina os limites de corte locais com a presenca de 99% (p) dos pontos. M =

|Og2(|CE/| CR); A=1X |0g2(|CE X ICR)-

Definidos os limites de corte para arazdo de fluorescéncia, foram analisados os
dados das demais hibridizagBes, para todas as réplicas das sondas. Para cada sonda, foi
entdo calculada a mediana do valor de M e a percentagem das réplicas que Sse encontravam
em um de trés grupos de expressdo: Induzido, quando M se encontrava acima do limite de

corte positivo naguele ponto de A; Reprimido, quando M se encontrava abaixo do limite de
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corte negativo naguele ponto de A; e Invaridvel, quando M se encontrava entre os limites
positivo e negativo naquele ponto de A.

Foram considerados diferencialmente expressos agueles genes em que a0 menos
66% das sondas (pelo menos, duas em trés) estivessem nos grupos Induzido, ou Reprimido,
sendo que a maioria dos genes nesses grupos apresentou 100% de porcentagem de réplicas

concordantes.

4.6.3 Agrupamento dos genes diferencial mente expressos pelo perfil transcricional.

Uma vez identificados os genes diferencia mente expressos, as tabelas com os dados
da mediana de M para cada gene e a porcentagem de incluséo de réplicas em determinado
grupo de expressdo para cada hibridizacéo realizada foram importadas para um arquivo de
banco de dados do MS Access (Microsoft®). Os dados das hibridizaces foram agrupados
em tabel as especificas para cada experimento, sendo somente considerados para as anélises
subsequientes aqueles genes com dados presentes em todas as condigdes dos experimentos.
Para se diminuir a possibilidade de falsos positivos foram utilizados nas etapas posteriores
de agrupamento de genes, segundo os perfis de expressdo, somente agueles que
apresentassemn uma variagdo positiva ou negativa na razéo de expressdo de duas vezes (M
>=1 0u M <= -1) em pelo menos uma das condi¢des de cada experimento.

O agrupamento dos genes diferencialmente expressos em grupos de perfis de
expressdo semelhantes foi redizado através do programa GeneCluster v2.1.7 (Cancer
Genomics Group, Whitehead/MIT Center for Genome Research, http://www.broad.mit.edu/
cancer/software/genecluster2/gc_ref.html), utilizando o algoritmo de andlise SOM (Self-
Organizing Maps). Para melhor compreensdo dos perfis de expressdo de cada grupo, foi
adicionado para cada experimento um ponto de referénciainicial com valor de M igual a0,
uma vez que os valores de M para as amostras de referéncia eram todos do grupo de
Invariantes ja que os limites de corte foram definidos justamente pelos valores de M das

hibridizacbes homotipicas dessas amostras.
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4.7 Validacao dos resultados dos microarrays.

Para a validagdo de dados dos microarrays foram realizadas hibridizagdes de
Northern Blots das mesmas amostras de RNA utilizadas para a hibridizagdo dos
microarrays para grupos de genes de interesse especifico. O desenvolvimento de
eletroforese de RNA desnaturado por glioxal, sua transferéncia para membranas de nylon
Hybond N+ (GE Healthcare) e hibridizacdo com sondas especificas de genes marcadas
radioativamente (Redivue *?P-dATP, 3.000 Ci/mmol, GE Hesdlthcare) com o Random
Primer Labeling Kit (Invitrogen'™™ Life Technologies), e a hibridizagd das membranas
com as sondas utilizando formamida como desnaturante seguiram os protocolos cléssicos
(Sambrook, Maniatis et al., 1989) e o do kit mencionado.

4.8 Reanotocdo do banco de ESTsdeT. reesal.

Para uma correta andlise dos resultados dos microarrays, foi realizada a reanotacéo
manual de todos os clones TrEST que sofreram alguma alteracéo significativa de expressao
em algum dos casos estudados, perfazendo um total de aproximadamente 750 ESTs. A
reanotacdo foi realizada por busca de similaridade de segiiéncia no banco néo-redundante
de proteinas do banco de dados publico do National Center for Biotechnological
Information (NCBI) dos National Institutes for Health (NIH) dos Estados Unidos da
América. Foi utilizado para tanto o algoritmo BLASTX (Altschul, Madden et al., 1997)
com a matriz de comparagdo BLOSUMG62 e parametros padrédo para as analises. Como
regra geral, alinhamentos com nota abaixo de 80 foram desconsiderados, a ndo ser em casos
muito especificos.

Os clones TrEST foram identificados, ndo pela proteina de melhor alinhamento,
mas por aquela mais relevante, desde que o alinhamento fosse considerado suficientemente
bom. Essa estratégia foi adotada devido a existéncia de vérias sequéncias de projetos
genoma de fungos que estdo anotadas somente como proteinas hipotéticas, ou hipotéticas
conservadas, seguindo a linha mais conservadora de anotagdo segundo a qual sem dados
funcionais ndo se pode inferir area funcdo dessas proteinas, ainda que tenham similaridade

aoutras conhecidas.
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5—RESULTADOSE DISCUSSAO.

Para explorar os efeitos de diferentes estresses ambientais sobre a expressdo génica
e 0 desenvolvimento de Trichoderma reesei foram estudadas quatro condi¢des as quais esse
fungo pode se encontrar submetido em seu habitat natural: 1) choque térmico; 2) exposicao
ametais pesados, no caso a cadmio (11); 3) auséncia de fonte de nitrogénio; e 4) auséncia de
fonte de carbono. Foram acompanhados o crescimento, por meio da concentragéo celular
do fungo no meio liquido (Y, massa micelia por volume de cultura — g.L™), e o consumo
da fonte de carbono disponivel, por meio da determinacdo da concentracdo extracelular de
glicose (mmol.L'Y), nessas condicBes e realizaramse comparagbes com os valores
observados para condi¢des usuais de crescimento.

Os efeitos dessas condi¢bes sobre a expressao génicade T. reesei foram examinados
através de hibridizacGes de microarrays com aproximadamente 2.000 sondas representando
cDNAS, sequienciados a partir de duas bibliotecas (Chambergo, Bonaccorsi et al., 2002;
Bonaccorsi, 2003), e genes amplificados do genoma (Bonaccorsi, 2003; Bonaccorsi, 2005).

As etapas seguintes a obtencdo do micélio das condi¢des de interesse para andise
do perfil transcriciona de T. reesel estdo detalhadamente descritas na secdo de Materiais e
Métodos. Assim, segue somente um pequeno resumo das etapas por quais todas as amostras
dos quatro estresses passaram.

O RNA das amostras de micélio maceradas foi extraido com o reagente TRIzol
(Invitrogen'™ Life Technologies) e quantificado espectrofotometricamente, para ser entdo
utilizado na sintese e marcagdo de cDNAs com fluoréforos Alexa Fldor® por meio do kit
SuperScript™ Plus cDNA Indirect Labeling System (Invitrogen' ™ Life Technologies).

Apbés as etapas de hibridizagbes e leitura das fluorescéncias das laminas
hibridizadas, foram redlizadas a extragdo dos dados de densidade de fluorescéncia,
descontada do background e de possiveis artefatos, para cada uma das 1920 sondas do
microarray de T. reesei por meio do programa ArrayVision' 8.0 (Imaging Research, Inc.)
e a normalizacdo das intensidades de fluorescéncia pelo método LOWESS. A definicdo das
sondas representando genes diferencialmente expressos foi realizada por meio do método
HTSf (http://blasto.ig.usp.br/~rvencio/htself) (Vencio e Koide, 2005), desenvolvido pelos
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doutorandos Ricardo Z. N. Véncio, do Departamento de Estatistica e Ciéncia da
Computacéo (IME-USP), e Tie Koide, do Departamento de Bioguimica (1Q-USP).

Foram considerados genes diferencial mente expressos agueles em que 66% ou mais
das réplicas das sondas tinham valores de razdo de expressdo M [M = log(Ice/l cr), sendo
lce a densidade de fluorescéncia normalizada para a condi¢cdo de estudo, e I, a para a
condi¢do de referéncia] fora dos limites de corte definidos no espagco M x A [A = %2 X
log(Ice X Icr)] por 99% dos valores de M provenientes das hibridizacbes homotipicas das
condicgoes de referéncia.

Os vaores das medianas das razbes de expressdp das sondas dos genes cuja
expressdo foi modificada foram ent&o incorporados a um banco de dados criado em MS
Access (Microsoft®). Subseguentemente foram analisados aqueles genes presentes em
todas as condicbes de estudo especificas a resposta a um determinado estresse que
apresentassem uma variagdo de duas ou mais vezes, positiva ou negativamente, em suas
razdes de expressdo em pelo menos uma dessas condigoes.

Por meio de andlise utilizando o algoritmo SOM (Self-Organizing Maps) do
programa GeneCluster v.2.1.7 (Cancer Genomics Group, Whitehead/MIT Center for
Genome Research, http://www.broad.mit.edu/cancer/software/genecluster2/), em condigoes
especificas para cada um dos experimentos, foram obtidos grupos de genes de perfil de
expressao génica semelhantes. Para a visualizagéo dos diversos perfis de expressao desses
grupos foram criados mapas de expressdo com o programa visualizador TreeView (ref),
gue sdo apresentados em conjunto a gréficos fornecidos pelo programa GeneCluster
detalhando o perfil de cada grupo.

Baseada na anotacéo atualizada (agosto de 2005) dos clones TrEST, por meio de
busca de similaridade de seqiiéncia utilizando o algoritmo BLASTX (Materiais e Métodos),
e na descricdo, presente no banco de dados publico, dos genes de T. reesei amplificados a
partir do genoma, foi realizada uma classificagcdo por funcdo celular, baseada no banco de
dados EGAD (The Expressed Gene Anatomy Database — www.tigr.org/tdb/egad/
egad.shtml) e no projeto Gene Ontology (http://www.geneontology.org), dos genes cuja
transcricdo foi induzidas, ou reprimida, em resposta a cada um dos estresses. Tabelas com
dados de expressdo dos diversos genes, separados por funcéo celular, nas diferentes

condic¢des estudadas sdo apresentadas no Apéndice.
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5.1 Efeitos do choque térmico a 40°C sobre T. reesei.

Para se averiguar a resposta transcricional de T. reesei a choque térmico foi
escolhida a temperatura de 40°C com base na literatura disponivel que se refere a choque
térmico em fungos (lvey, Kays et al., 2002 ; Bai, Harvey et al., 2003b; Chen, Toone €t al.,
2003).

5.1.1 Efeito da temperatura de 40°C sobre o crescimento de T. reesel.

Para determinar se T. reesel seria capaz de crescer nessa temperatura e, em caso
positivo, qual o efeito dela sobre seu crescimento, foram realizados inicialmente cultivos
paralelos do fungo em meio completo com 2% glicose, como principa fonte de carbono, a
28 e 40°C para comparacdo de crescimento e consumo de glicose entre eles.

Depois das etapas de pré-cultura e substituicéo de meio (Materiais e Métodos), duas
culturas paraelas foram incubadas a 28°C por periodo de 5 horas, ap6s 0 qual uma das
culturas passou a ser incubada a 40°C. Aliquotas das duas culturas foram retiradas para
determinacdo da concentragdo celular e concentragdo extracelular de glicose anterior e
posteriormente a mudanca de temperatura, para a observacdo do efeito da mesma sob
esses parémetros. As curvas de crescimento, em funcdo da concentracgo celular (Y, gL e
concentracdo extracelular de dicose (mmol.L™?) desses cultivos s80 apresentadas abaixo
(Figura3 A,Be(C).

A velocidade especifica de crescimento (m- ht) para ambas as culturas foi calculada
através de regressdo linear dos valores de In(Y) do intervalo de crescimento exponencia de
5 a 9 horas (Figura 4 A e B). Comparando-se o valor de m nas duas condicdes de
temperatura, verifica-se que T. reesel ndo sO resiste a temperatura de 40°C como também
passa a ter uma vel ocidade de crescimento maior do que a observada a 28°C (mpg-c = 0,092
h!emgc=0,134 hl).

Analisando as curvas de crescimento e consumo de glicose a 40°C (Figura 3 C), é
particularmente relevante o rapido decréscimo da concentracéo de glicose no meio, que
estaria relacionado a um aumento da producdo de energia por parte do fungo para ser

desviada para 0s mecanismos de adequacdo a temperatura elevada.
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Figura 3: Curvas de crescimento e consumo de glicose para culturas de T. reesei nas
temperaturas de 28 e 40°C. A. Gréfico compar ativo das curvas de crescimento de T. reesei em

meio completo nas temper aturas de 28 e 40°C. Curvas de crescimento e consumo de glicose de
T. reesei em meio completo a 28°C (B) e 40°C (C). Y, concentracéo celular determinada por
massa seca (Materiais e métodos).

A andlise do grafico de velocidade especifica de crescimento a 40°C (Figura 4 B)
parece indicar que na primeira hora apds a mudanga de temperatura, de 5,0 a 6,0 horas,
ocorreu um drastico aumento na velocidade de crescimento (linha pontilhada), que entéo
seria mais ata (0 coeficiente angular dareta,B = m= 0,227 h') do que a determinada para
todo o intervalo analisado, de 5,0 a 9,0 horas. Apds essa primeira hora de choque térmico,
intervalo de 6,0 a 9,0 horas, a velocidade de crescimento do fungo diminuiria para valor
mais préximo, ainda que maior (linha tracgjada, B = m= 0,112 h'), daquele observado para
aculturaa 28°C (m= 0,092 h', Figura4 A).
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Figura 4. Graficos de determinacdo da velocidade especifica de crescimento na fase
exponencial de culturas de T. reesel em meio completo a 28 e 40°C. Os valores de logaritmo

natural da concentracdo celular (Y) das aliquotas retiradas na fase exponencial de
crescimento foram plotados em fungdo do tempo de cultura para a determinagdo da
velocidade especifica de crescimento (m) por regressdo linear. Para a determinacao demforam
utilizados os dados das 4 aliquotas compr eendidas no intervalo de 5,0 a 9,0 horas de cultura.
Nos gréficos para as culturas a 28°C(A)e 40°C (B) também sdo apresentados os dados das
respectivas regressdes lineares. A, coeficiente linear, B, coeficiente angular (m), R, indice de
correlacdo de Pearson e P, indice de confianca.

Em vista desses resultados, concluiu-se a temperatura de 40°C néo afeta de
forma negativa o desenvolvimento fisiologico de T. reesei, pelo menos em um curto
periodo de tempo, sendo essa temperatura entdo apropriada para o estudo da resposta

transcriciona aessetipo de estresse.

5.1.2 Resposta transcricional de T. reesei ao choque térmico a 40°C.

Em vista dos resultados do efeito da temperatura de 40°C sobre o crescimento de T.
reesel, decidiu-se avaliar a resposta transcricional do fungo a um choque térmico nessa
temperatura pelo periodo de 1 hora, sendo analisadas amostras retiradas apos 15, 30 e 60
minutos para a obtencdo de um perfil cinético da expressdo dos genes e a possivel
determinacdo dos envolvidos na resposta inicial e daqueles envolvidos numa resposta
continua a esse estresse.

Para obter uma mudanca homogénea da temperatura num curto intervalo de tempo,
as culturas submetidas ao choque térmico foram incubadas em banhos termostatizados com
prateleiras giratorias ao invés de em agitadores orbitais. Detalhes das condicfes de cultura

est@o descritos na secéo de Materiais e Métodos, mas em resumo: depois das etapas de pré-
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cultura em agitador orbital a 28°C e substitui¢do de meio, o micédio foi inoculado em meio
completo com 2% glicose, e entdo passado para um banho termostatizado pré-aquecido a
28°C, permanecendo nessa condi¢do por duas horas. Apos esse periodo, uma amostra de
micélio para extracdo de RNA da condicdo de referéncia foi filtrada e congelada em
nitrogénio liquido e a cultura foi repassada para outro banho termostatizado, pré-agquecido a
40°C. Passados 15, 30 e 60 minutos da cultura no banho a 40°C foram filtradas e
congeladas as trés amostras de micélio para extracdo de RNA correspondentes as condicdes
de choque térmico. Retornouse a cultura, entdo, para o banho a 28°C para apés 1 hora foi
filtrada e congelada amostra de micélio para extracdo de RNA relativa a condicdo de
retorno a temperatura usual de cultivo. A curva de crescimento para o experimento do qual
foram extraidas as amostras para a andlise transcricional darespostade T. reesel ao choque
térmico € apresentada a seguir (Figura 5), com as indicagfes dos pontos de mudanca de
temperatura e de obtencdo de micélio para a extracdo de RNA.

Na andlise da resposta transcricional de T. reesei ao choque térmico a 40°C, as
condig¢Bes de estudo foram: 15, 30 e 60 minutos de choque térmico a 40°C, e 60 minutos a
28°C posteriores ao chogue térmico (120 minutos apds o inicio do choque térmico), sendo
entdo os respectivos cDNAs marcados com o fluoréforo Alexa Fluor® 647 para as
hibridizagdes de microarrays. O RNA obtido a partir da amostra de massa micelial retirada
imediatamente antes do inicio do choque térmico (2,0 horas a 28°C em banho
termostatizado) foi utilizado como referéncia, sendo o respectivo cDNA marcado com o
fluoréforo Alexa Flior® 555 para as hibridizacbes de microarryas. Na tabela 2 €
apresentado um resumo dos dados obtidos das hibridizagdes de microarrays de T. reesei
referentes a essas quatro condigoes.

Apbs a incorporacdo dos valores das medianas das razfes de expressdo dos genes
cuja expressdo ao banco de dados criado em MS Access (Microsoft®) foram analisados
aqueles presentes nas condicdes de choque térmico a 40°C e de retorno a 28°C que
apresentassem uma variacdo de duas ou mais vezes, positiva ou negativamente, em suas
razdes de expressdo em pelo menos uma dessas condigdes. Esse conjunto final somou um
total de 603 genes.
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Curva de Cresimento de T. reesei sob choque térmico a 40°C.
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Figura 5: Curva de crescimento da cultura de T. reesel submetida a choque térmico a 40°C
para o estudo da resposta transcricional do fungo a esse estresse. Valores de concentragdo
celular (Y) determinada por massa seca (Materiais e Métodos) foram plotados contra o tempo
de permanéncia da cultura em banhos ter mostatizados com agitacdo. Sdo indicadas por setas
0 momento de mudanca da temperatura da cultura e os momentos de filtragem de micdlio
para a extracdo de RNA a ser utilizado em hibridizacdes com microarrays de DNA de T.

reesel.

Tabela 2: Numero de genes par a cada condicéo de estudo do experimento de choque térmico
apo6s a andlise estatistica dos dados de razao de fluorescéncia das réplicas das sondas.

Condicdo Total Invariantes Reprimidos Induzidos M odificados
40°C — 15min 1.635 895 373 367 740 (45,3%)
40°C - 30min 1.679 858 404 417 821 (48,9%)
40°C — 60 min 1.662 967 356 339 695 (41,8%)
28°C — 120 min 1.667 1.012 332 323 655 (39,5%)

Total: numerode genes que foi considerado para a andlise estatistica; | nvariantes, genes cujas razfes
de expressdo ficaram compreendidas entre os limites de corte do teste HT Self; Reprimidos, genes
cujas razdes de expressdo ficaram abaixo do limite negativo de corte @ teste HTSelf; Induzidos,
genes cujas razoes de expressao ficaram acima do limite positivo de corte do teste HTSelf;
M odificados, soma e por centagem do numer o de genes I nduzidos e Reprimidos.
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Considerando esse grupo de 603 genes, foi determinada uma distribui¢cdo do nimero
de genes induzidos, e dos reprimidos, em duas, ou mais, vezes para cada uma das quatro

condicdes de estudo, que é apresentada na figura 6.

Numero de genes de T.reesei cuja expresséo foi afetada pelo choque térmico a 40°C.
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Figura 6: Distribuicdo dos genesdeT. reesei induzidos, e dosreprimidos, para cada condi¢do
de estudo da resposta ao choque térmico a 40°C. Para cada um dos trés tempos de cultura a
40°C e para a condicao de retorno a 28°C foram contados os genes cujo logaritmo, na base
dois, da razdo de expressao (M) foi maior, ou igual, a 1,0 (Induzidos), e aqueles cujo M foi
menor, ou igual, a-1,0 (Reprimidos).

Para melhor relacionar os perfis transcricionais desses 603 genes nas condicdes de
estudo (15, 30 e 60 minutos de choque térmico) aos da condicdo de referéncia, 28°C -0
minuto, foi arbitrariamente dado o valor O para o logaritmo, na base dois, da razéo de
expressdo, M, para a condicdo de referéncia, ja que esses proprios valores foram utilizados
para determinar os limites de M para se considerar a variagdo, ou ndo, da expressao génica
e, portanto, pertencem a faixa de invariabilidade. Os dados para a condicéo padréo também
foram, assim, incluidos na andlise para a determinacdo dos grupos de genes com perfil
transcricional semelhante.

Por meio de andlise utilizando o algoritmo SOM (Self-Organizing Maps) do
programa GeneCluster v.2.1.7, com os parametros de inicializacdo por vetores aleatérios,
busca de vizinhanga por bolhas, 150.000 iteracbes com faixa de difusdo igua a 75, faixa de
aprendizado de 2 a 0,00005 e faixa de atualizacéo de 5 a 0,0001, foram gerados, num

arranjo 6 x 5, 30 grupos de genes/ TrEST com perfil de transcricdo semelhante.



Nas paginas a seguir (Figura 7 A, B, C, D e E) sdo apresentados os 30 grupos de
genes com perfis transcricionais, em resposta ao choque térmico, semelhantes por meio de
mapas de expressdo criados no programa TreeView acompanhados de gréficos ilustrando
as médias dos valores de razéo de expressdo para cada condicao e os limites desses valores
para cada um dos grupos, além da identificagdo de cada sonda (clone TrEST ou gene de T.
reesei). Baseada na anotagdo atualizada dos genes cuja transcricdo foi induzidas, ou
reprimida, em resposta ao choque térmico, ou ao retorno a temperatura de 28°C apds o
mesmo foi montada uma tabela desses 603 genes classificados funcionalmente (tabela 8,
Apéndice) conjuntamente com sua identificacdo e com os valores das respectivas medianas
darazéo de expressdo (M).

A distribuicdo do nimero de genes (figura 6), os mapas de expressdo do diversos
grupos de perfis de expressdo semelhantes (figura 7), e umainspegdo visual datendéncia da
razéo de expressdo dos 603 genes que foram induzidos, ou reprimidos (tabela 8, Apéndice),
em relacdo ao tempo de choque térmico demonstra que o ponto de maior modificagcdo do
padrdo transcriciona de T. reesel em relacdo a condicdo de temperatura normal de cultivo
(28°C) foi aquele apds 30 minutos do inicio do estresse. E de especial interesse observar
gue depois de uma hora sob choque térmico, a tendéncia observada para a maior parte dos
genes € a de nivel de expressdo mais proximo ao anterior ao estresse, demonstrando,
portanto, que T. reesel j& se encontrava em franco processo de adaptacdo a nova condicdo
de crescimento em temperatura elevada. No retorno a condicdo de temperatura normal de
cultivo, verifica-se que essa maioria tem seu nivel de expressdo igual a condicdo de
referéncia inicia, ou completamente inversa a observada na condicdo de estresse,
identificando o alivio das restricbes energéticas e fisiologicas causadas pelo estresse

térmico.
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Figura 7A: Padrdes de expressdo de genes / clones TrEST de T. reesei em funcéo do
tempo de permanéncia da cultura a 40°C (0, 15, 30 e 60 minutos) e a 28°C (60 minutos
apds o choque térmico). Os 603 transcritos cuja expressao foi induzida ou reprimida em
2 vezes, ou mais, em pelo menos uma das condic¢des estudadas foram agrupados através
do algoritmo SOM do pacote de anélise do programa GeneCluster 2.1.7 de acordo com
seus padrdes de expressdo. Os grupos de transcritos com padr&o de expressdo similar
foram or denados decr escentemente pelo log,(r azéo de expressio) do ponto de 60 minutos
a 40°C e sdo apresentados em mapa obtido no programa visualizador TreeView. O
namero do grupo de padrao de expressdo e a identificacdo do clone / gene séo
apresentados a direita do mapa de expressao. Também sdo apresentados os graficos de
padrdo de expressio, contendo o nimero do grupo (c#) e o respectivo niumero de
transcritos presentes.
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Figura 7B: Padrdes de expressdo de genes / clones TrEST de T. reesei em funcdo do
tempo de permanéncia da cultura a 40°C (0, 15, 30 e 60 minutos) e a 28°C (60 minutos
apds o choque térmico). Os 603 transcritos cuja expressao foi induzida ou reprimida em
2 vezes, ou mais, em pelo menos uma das condic¢des estudadas foram agrupados através
do algoritmo SOM do pacote de andlise do programa GeneCluster 2.1.7 de acordo com
seus padrdes de expressdo. Os grupos de transcritos com padr&o de expressdo similar
foram or denados decr escentemente pelo log,(r azéo de expressio) do ponto de 60 minutos
a 40°C e sdo apresentados em mapa obtido no programa visualizador TreeView. O
namero do grupo de padrao de expressdo e a identificacdo do clone / gene séo
apresentados a direita do mapa de expressao. Também sdo apresentados os graficos de
padrdo de expressio, contendo o nimero do grupo (c#) e o respectivo niumero de
transcritos presentes.
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Figura 7C: Padrdes de expressao de genes/ clones TrEST
de T. reesé em funcdo do tempo de permanéncia da
cultura a 40°C (0, 15, 30 e 60 minutos) e a 28°C (60
minutos apds o choque tér mico).

Os 603 transcritos cuja expressdo foi induzida ou reprimida em 2 vezes, ou mais, em pelo
menos uma das condi¢bes estudadas foram agrupados através do algoritmo SOM do
pacote de andlise do programa GeneCluster 2.1.7 de acordo com seus padrfes de
expressdo. Os grupos de transcritos com padrdo de expressdo similar foram ordenados
decrescentemente pelo log2(razdo de expressdo) do ponto de 60 minutos a 40°C e sao
apr esentados em mapa obtido no programa visualizador TreeView. O nimero do grupo
de padréo de expressao e a identificacdo do clone / gene sdo apresentados a direita do
mapa de expressao. Também sdo apresentados os gréficos de padréo de expressao,
contendo o nimero do grupo (c#) e o respectivo nimer o de transcritos presentes.
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Figura 7D: Padrdes de expressdo de genes / clones TrEST de T. reesei em funcéo do
tempo de permanéncia da cultura a 40°C (0, 15, 30 e 60 minutos) e a 28°C (60 minutos
apds o choque térmico). Os 603 transcritos cuja expressao foi induzida ou reprimida em
2 vezes, ou mais, em pelo menos uma das condic¢des estudadas foram agrupados através
do algoritmo SOM do pacote de andlise do programa GeneCluster 2.1.7 de acordo com
seus padrdes de expressdo. Os grupos de transcritos com padr&o de expressdo similar
foram or denados decr escentemente pelo log,(r azéo de expressio) do ponto de 60 minutos
a 40°C e sdo apresentados em mapa obtido no programa visualizador TreeView. O
namero do grupo de padrao de expressdo e a identificacdo do clone / gene séo
apresentados a direita do mapa de expressao. Também sdo apresentados os graficos de
padrdo de expressio, contendo o nimero do grupo (c#) e o respectivo niumero de
transcritos presentes.
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Figura 7E: Padrdes de expressdo de genes / clones TrEST de T. reesei em funcdo do
tempo de permanéncia da cultura a 40°C (0, 15, 30 e 60 minutos) e a 28°C (60 minutos
apds o choque térmico). Os 603 transcritos cuja expressao foi induzida ou reprimida em
2 vezes, ou mais, em pelo menos uma das condic¢des estudadas foram agrupados através
do algoritmo SOM do pacote de andlise do programa GeneCluster 2.1.7 de acordo com
seus padrdes de expressdo. Os grupos de transcritos com padr&o de expressdo similar
foram or denados decr escentemente pelo log,(r azéo de expressio) do ponto de 60 minutos
a 40°C e sdo apresentados em mapa obtido no programa visualizador TreeView. O
namero do grupo de padrao de expressdo e a identificacdo do clone / gene séo
apresentados a direita do mapa de expressao. Também sdo apresentados os graficos de
padrdo de expressio, contendo o nimero do grupo (c#) e o respectivo niumero de
transcritos presentes.



Para uma exploracdo da resposta ao choque térmico em funcdo das funcbes
celulares dos genes / TrESTs cuja expressdo foi aterada consideraramse agueles que
foram constantemente induzidos (M >= 1 em uma condicdo e M > 0 nas demais), ou
reprimidos (M <= -1 em uma condicdo e M < 0 nas demais) em resposta a0 chogue
térmico, e aqueles que sofreram indugdo, ou repressdo, no retorno a 28°C. Os gréaficos dos
resultados da distribuicdo das fungbes celulares em resposta a esse estresse S0
apresentados abaixo (Figura 8).

A despeito do grande nimero de genes com funcéo desconhecida cuja expressdo foi
modificada como resposta a0 choque térmico e que a partir de entdo passam a ter sua
primeira caracteristica funciona determinada, podemos distinguir claramente aguns
aspectos gerais dessa resposta em termos de funcdes celulares dos genes induzidos ou
reprimidos (Tabela 8, Apéndice).

Na categoria de defesa celular, como esperado, a resposta ao estresse se concentrou
na indugcdo das proteinas de choque térmico, que apds o periodo de 1 hora a 28°C ou
retornaram ao nivel transcricional prévio ao estresse ou foram reprimidas. A maioria das
proteinas de choque térmico sdo chaperonas, ou chaperoninas, cuja funcdo principal na
resposta ao choque térmico € o de re-enovelar as proteinas desnaturadas. Hsp98 (Vassilev,
Plesofsky-Vig et al., 1992), da familia das HSp100/Clp (Schirmer, Glover et al., 1996), tem
a capacidade de desagregar os aglomerados de proteinas desnaturadas, que uma vez livres
podem entdo ser renaturadas pela agdo da Hsp70 . A inducéo observada da transcri¢éo do
gene da superdéxido dismutase mitocondrial (SODM) indica o aumento da concentracéo
intracelular de O, associado ao chogue térmico ja descrito previamente (Bai, Harvey et al.,
2003a).

A repressdo da transcricéo dos genes das histonas H3 e H4, assim como de uma
chaperona especifica para essas proteinas e de uma proteina de ligac&o aos nucleossomos
(NHP6A - A. fumigatus) (Kolodrubetz e Burgum, 1990) durante o choque térmico indica
pelo menos uma pausa no ciclo e divisdo celulares, o que é corroborado pela menor
expressdo do gene que codifica septina B, envolvida na formagdo do septo divisional das
células (Casamayor e Snyder, 2003), e do que codifica o fator CHF2 & cerevisiae),
relacionado ao controle do ciclo celular (Bieganowski, Shilinski et al., 2004).
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Em termos de sinalizagdo celular, a indugdo da transcricdo de genes relacionados a
uma subunidade afa de proteina G (Yang e Borkovich, 1999) e a unidade catalitica da
PKA, aém da repressdo da transcricdo do gene que codifica a proteinas quinase RIM15,
pode ser vista ja como uma resposta secundaria do choque térmico, visto que tanto a
subunidade G, quanto a proteina quinase PKA tém um papel na regulagdo negativa das
respostas a estresse enquanto que a quinase RIM15 esta relacionada a inducéo dessas

mesmas respostas(Thevelein e De Winde, 1999).
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Figura 8: Distribuicdo das funcfes celulares dos genesdeT. reesei cuja expressao foi alterada
pelo choque térmico da cultura a 40°C, ou pelo retorno a temperatura normal de crescimento
(28°C). Ao lado de cada fatia, sdo apresentados, respectivamente aquela funcéo celular, o
namer o de genes que sofre alteracdo em sua expressao e a correspondente por centagem em
relacdo ao total de genes com alteragéo. O grupo de fungdo desconhecida inclui os genes /
clones TrEST sem similaridade de sequéncia no banco de dados publico e aqueles cuja
similaridade se faz com potenciais ORFs sem funcéo anotadas em genomas sequienciados.

52



Também sofreram repressdo da expressdo 0s genes correspondentes as proteinas
fosfatase 2C (Meskiene, Baudouin et al., 2003) e PPS1 (Ernsting e Dixon, 1997), as
quinases DSK1 (Takeuchi e Yanagida, 1993) e caseina quinase Il (Roussou e Draetta,
1994), a GTPase RHO3 (Matsui e Toh, 1992)e ao sensor osmético SHOL1 (Maeda,
Takekawa et al., 1995). Outros genes induzidos foram agueles que codificam para uma
bomba de calcio, e para proteinas similares a proteinas fosfatases e quinases sem funcéo
especifica

A induc&o e manutencdo de uma expressao elevada de genes que codificam enzimas
relacionadas a biogénese da parede celular refletem a acdo danosa do chogue térmico sobre
essa estrutura protetora das células, indicando uma resposta continua de reciclagem da
parede celular para a manutencdo da integridade celular. Ja a repressdo de genes
relacionados a proteinas que sdo secretadas, ou que sejam relacionadas a esporulagdo como
a hidrofobina Il , indica tanto uma pausa no ciclo celular quanto uma economia energética
em funcdo da suspensdo da sintese de proteinas ndo essenciais a resposta ao estresse.

Em termos metabalicos, as fungdes anabdlicas em termos de aminoéacidos, lipideos
e nucleotideos foram negativamente afetadas no nivel transcricional, com a expressdo dos
genes relacionados a tais fungdes atingindo o nivel minimo em 30 minutos de choque
térmico e, no caso da maioria, ja em recuperagdo aos 60 minutos de estresse. Ja as funcdes
catabdlicas tanto de aclcares como de lipideos foram induzidas para a obtencdo da energia
necessaria em termos de ATP para promover a resposta ao estresse e principalmente a
recuperacdo ou degradacdo das proteinas desnaturadas pela temperatura elevada. Nesse
sentido, 0s genes da maior parte dos transportadores teve sua expressao reprimida.

Como mencionado anteriormente, a resposta geral a estresses ambientals se
distingue pela reducdo das funcbes celulares que demandam grandes quantidades de
energia na forma de ATP em prol do desvio desse potencial energético para fungdes de
protecdo e / ou resgate de estruturas ou moléculas essenciais a vitalidade celular durante o
transcorrer do estresse. Dentre 0s processos celulares que mais consomem energia na célula
esta a biogénese dos ribossomos e o processo generalizado de traducdo. Embora essenciais,
a simples repressdo da expressdo dos genes das proteinas ribossomais e dos varios fatores
de iniciacdo e elongacdo da traducdo ja corresponde a uma grande economia energética.

Dessa forma, a expressao atamente coordenada desses genes €, como observado para o
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chogue térmico, diminuida de forma dréstica num primeiro momento, sendo depois
lentamente retomada a medida que a célula se adapta a nova condicéo ambiental.

Genes que codificam enzimas envolvidas na modificagdo pés-traducional e
enderecamento de proteinas também foram reprimidos, assim como aqueles relacionados a
maquinaria de secrecdo de proteinas para 0 meio extracelular. Uma excecdo em particular
observada foi a da inducéo do gene que codifica o fator de iniciagdo de transcricdo SUIL
(Cui, Dinmanet al., 1998), relacionado ao fator elFla que é induzido em choque térmico
para promover a traducdo de mRNASs especificos correspondentes a proteinas de resposta a
esse estresse. Também sofreram indugdo na expressdo dois genes que codificam aminoacil-
tRNA sintetases, que podem estar envolvidas na tradugdo especifica desses MRNAS.

Para que ndo ocorra o acumulo de proteinas que tenham sido irreversivelmente
afetadas, a maguinaria de degradacéo protéica deve estar em pleno funcionamento durante
aresposta a um estresse ambiental. Assim, foi verificada a inducéo de genes que codificam
tanto proteases e peptidases como de uma subunidade reguladora do proteasomo e de uma
poliubiquitina. Ja os genes de proteases relacionadas a degradacdo de fontes externas de
peptideos, obtidas por endocitose, por exemplo, sofreram uma regulacdo negativa, seguindo
0 principio de economia energética.

Componentes das maquinarias de transcricdo e processamento de RNA, além de
diversos fatores de transcricao, tiveram a expressao de seus genes reprimida. Os genes dum
fator de transcri¢éo do tipo zinc finger C2H2 e do coativador MBF1 (Takemaru, Harashima
et al., 1998) sofreram uma regulacdo positiva identificando-os como possiveis fatores que

integrem a resposta ao chogue térmico.



5.2 Efeitosda presenca de cadmio (I11) no meio sobre T. reesai.

Uma vez gque havia pouca literatura (Frank e Tamova, 1993; Gharieb, 2001; Guelfi,
Azevedo et al., 2003) a respeito do efeito de cadmio (I1) sobre o crescimento de fungos
filamentos, e nenhuma envolvendo T. reesel, antes do estudo da resposta transcriciona do
mesmo a presenca desse metal no ambiente foram realizadas culturas em meios solido e

liquido para se determinar uma concentracéo de trabalho para esse ion ho nosso modelo.

5.2.1 Efeito de cadmio (I1) sobre o crescimento de T. reesai.

Inicialmente, para identificar qual o efeito sobre o crescimento de T. reesel
resultante da adic&o de cadmio (I1) a0 meio de cultura, aproximadamente 10° esporos de T.
reesei foram inoculados em meio sdlido PDA contendo diferentes concentracfes de sulfato
de cadmio (Il) (CdSO,) dissolvido (Materiais e Métodos). A germinacéo e 0 crescimento
apos 36 horas foram comparados com indculos de mesma quantidade de esporos em meio
sem cadmio, ou com as mesmas concentracoes de sulfato de sddio (NaSO,). Fotos desses
cultivos sdo apresentadas abaixo (Figura 9).

Verificase que, até a concentragdo de 50 mmol.L'! de CdSOs, ndo ha influéncia
visivel sobre o crescimento de T. reesei quando sdo comparados os inéculos em meio
contendo esse sal, sem ele, ou com NaSO,. A partir dessa concentracéo, hd uma correlacdo
direta entre o aumento da concentragdo de cadmio (I1) no meio e a diminuicdo do
crescimento do fungo, chegando a0 extremo de a 1,00 mmol.L?, praticamente o fungo ndo
ser capaz de germinar. N&o foi observada mudanga no crescimento de T. reesei com a
adicdo de NaSO,4, evidenciando que as quantidades de sulfato adicionadas ao meio, por
serem muito menores do gque a presente, néo influenciaram o crescimento.

Em vista desses resultados, foram realizadas ent&o culturas em meio liquido minimo
com a adicdo de CdSO; (Materiais e Métodos). Apds a pré-cultura e toca de meio, o
crescimento do micélio e o consumo de glicose, determinados pela concentracdo celular e
pela concentracdo extracelular de glicose, respectivamente, foram acompanhados em trés
cultivos paralelos: o primeiro sem a adicdo de CdSO;, 0 segundo com 50 mmol.L™* CdSO;.
e 0 terceiro com 500 mmol.L! CdSO,. Os dados s3o apresentados nos gréficos abaixo
(Figura 10).

55



Figura 9: Crescimento deT. reesel ap6s 36 horas em meio solido PDA na presenca de CdSO.,.
10° esporos foram inoculados en meio PDA na presenca de diferentes concentragdes de
CdSO,, ou de N&SO, como controle (A, B, C), para a verificacdo da influéncia dos ions desse
metal detransi¢do sobre a germinacéo e crescimento do fungo. Uma comparacdo direta entre
a germinacao e o crescimento deT. reesel na presenca de concentr agdes crescentes de CdSO,
também é apresentada (D). Em todas as placas foram também realizados inéculos na auséncia
de qualquer um dos dois sais para compar acao.

Como visto nas culturas em meio solido a concentracdo de 50 nmol.L™t CdSO, ndo
alterou o crescimento de T. reesei, enquanto que surpreendentemente a concentragdo de 500
mmol.L'™" CdSO, causou um aumento substancial na massa micelial, devido ao aumento na
velocidade especifica de crescimento do fungo (figura 11), em discordancia com o
observado na cultura em meio solido.

Durante a fase exponencial de crescimento a velocidade especifica de crescimento
(m) das culturas de T. reesei em meio minimo sem adicdo de CdSO4 e com 50 mmol.L?
CdSO; foi praticamente a mesma (0,082 e 0,078 h', respectivamente). Para a cultura com
500 nmol.L™! CdSO, o valor de mfoi de 0,117 H™.
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Curvas de crescimento de T. reesei em meio minimo contendo CdSO n
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Figura 10: Curvas de crescimento e consumo de glicose para culturasdeT. reesei na presenca
ou auséncia de CdSO,. A. Grafico comparativo das curvas c crescimento de T. reesei em

meio minimo suplementado com difer entes concentr acfes de CdSO,. Curvasde crescimento e
consumo de glicose de T. reesei em meio minimo suplementado com Onmol.L™ (B), 50 mmol.L~

' (C) e 500 nmol.L™ (D) CdSO,. Y, concentracdo celular determinada por massa seca
(Materiais e métodos).
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O comportamento em meio solido pode ser explicado como uma maior toxicidade
do cadmio (Il) para o processo de germinacdo de T. reesei, quando 0s mecanismos de
resposta a esse metal ainda ndo foram completamente desenvolvidos, do que para o
crescimento do fungo ja na forma micelial. Uma possivel explicacéo para 0 comportamento
verificado na cultura liquida seria que esse metal poderia estar suprimindo alguma
deficiéncia do meio que ndo estava descrita até 0 momento, ja que, embora contenha certos

ions de metais de transicdo (Materiais e Métodos), ndo ha a presenca de cadmio (I1).
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Figura 11: Graficos de determinacdo da velocidade especifica de crescimento na fase
exponencial de culturas de T. reesei em melo minimo na presenca ou auséncia de CdSO 4. Os
valores de logaritmo natural da concentracdo celular (Y) das aliquotas retiradas na fase
exponencial de crescimento foram plotados em funcdo do tempo de cultura para a
determinacdo da velocidade especifica de crescimento () por regressdo linear. Para a
determinacado de mforam utilizados os dados das 6 aliquotas compreendidas no intervalo de
8,0 a 19,5 horas de cultura. Nos gr &ficos para as culturas com 0 mmol.L ™ (A), 50 nmol.L™ (B) e
500 nmol.L™ (C) CdSO, também sio apresentados os dados das respectivas regressdes
lineares: A, coeficiente linear, B, coeficiente angular (n), R, indice de correlacéo de Pearson e
P, indice de confianca.
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Em razdo dos resultados obtidos pelo primeiro experimento, foi realizado um
segundo cultivo nos mesmos moldes do primeiro, com a excegdo de ser estudada uma Unica
concentracdo intermediéria de 250 nmol. L™ CdSO,. Os dados de concentracio celular (Y)
e de concentracdo de glicose, acompanhadas durante a cultura, sdo apresentados nos

gréficos abaixo (Figura 12).
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Figura 12: Curvas de crescimento e consumo de glicose para culturasdeT. reesei na presenca
ou auséncia de CdSO,. A. Gréfico comparativo das curvas de crescimento de T. reesei em

meio minimo suplementado com difer entes concentr agdes de CdSO,. Curvasde crescimento e
consumo de glicose de T. reesei em meio minimo suplementado com 0 nmol.L™ (B) e 250

mmol.L™ (C) CdSO,. Y, concentracéo celular determinada por massa seca.
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Confirmando o observado para a cultura contendo 500 nmmol.L't CdSO;, a cultura
contendo 250 mmol.Lt CdSO, também teve crescimento superior a observado para a
cultura sem a adicdo desse sal, como € comprovado pela velocidade especifica de

crescimento (m= 0,122 h') nessa condicéo, que foi praticamente igual & da cultura com 500

mmol.L'! CdSO, (Figura 13).
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Figura 13: Graficos de determinacdo da velocidade especifica de crescimento na fase
exponencial de culturas de T. reesei em melo minimo na presenca ou auséncia de CdSO 4. Os
valores de logaritmo natural da concentracdo celular (Y) das aliquotas retiradas na fase
exponencial de crescimento foram plotados em funcdo do tempo de cultura para a
determinacdo da velocidade especifica de crescimento () por regressdo linear. Para a
determinacado de mforam utilizados os dados das 6 aliquotas compreendidas no intervalo de
2,5 a 13,0 horas de cultura. Nos gréficos para as culturas com 0 nmol.L™ (A) e 250 nmol.L*
(B) CdSO, também sio apresentados os dados das respectivas regressdes lineares. A,
coeficiente linear, B, coeficiente angular (m), R, indice de correlacéo de Pearson e P, indice de
confianca.

Em funcéo dos resultados de crescimento em meio sblido e liquido, a concentracéo
intermediaria de 250 mmol.L™* de CdSO, foi escolhida para o estudo da resposta

transcricional de T. reesei a presenca de ions desse metal no meio de cultura.

5.2.2 Resposta transcricional de T. reesei a adi¢do de cadmio (I1) ao meio.

Para estudar a resposta transcricional de T. reesei a adicdo de cadmio (I1) ao meio,
culturas paralelas em meio minimo contendo glicose a 2% como fonte de carbono

receberam um pulso de CdSO4, ou NaSOa., depois de 4 horas de adaptacdo ao meio

(Materiais e Métodos). Aliquotas para 0 acompanhamento @ crescimento, através de
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massa seca e consumo de glicose, foram retiradas logo antes da adi¢éo dos saise 15 e 30
minutos, 1,0, 2,0 e 4,0 horas ap6s a adicdo. Foram retiradas amostras de massa micelial
para a extracdo de RNA imediatamente antes e 30 minutos, 1,0 e 2,0 horas apés a adi¢éo de
CdS0;, ou N&SO;, para concentragdo final de 250 nmol.L™* (Figura 14). Como descrito
anteriormente (Materiais e Métodos), as amostras de massa micelial foram filtradas e
imediatamente congeladas sob nitrogénio liquido até que fosse realizada a obtencédo de
RNA, pela maceragdo do micélio sob nitrogénio liquido e extragdo com o reagente
TRIzol® (Invitrogen'™ Life Technologies).
Crescimento de T. reesei em meio minimo com a adicéo de Cadmio (ll).
45 ke By,

* 250 ymol.L" CdSO,
404
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Figura 14: Curva de crescimento da cultura de T. reesei submetida a adicdo de cadmio (I1)
para o estudo da resposta transcricional do fungo a esse estresse. Sdo indicados por setas 0s

momentos da adi¢do dos sais a cultura e de filtragem de micélio para a extragdo de RNA a ser
utilizado em hibridizagdes com microarraysde DNA de T. reesei (Materiais e Métodos).

Seguindo o procedimento habitual (Materiais e Métodos), o cDNA correspondente a
amostra de micélio em meio minimo antes da adicdo de CdSO, foi marcado com o
fluoréforo Alexa Fluor® 555 e utilizado como condicdo de referéncia para comparagéo
com o0s cDNAs das amostras de 30 minutos, 1,0 e 2,0 horas de tratamento com esse sal,
marcados com o fluoréforo Alexa Fluor® 647.

Apbs os procedimentos de hibridizacdo das laminas de microarray, extracéo dos

dados de intensidade de fluorescéncia, normalizacdo dos mesmos por LOWESS e

61



identificacdo dos genes diferencialmente expressos pelo método HTSelf (Vencio e Koide,
2005), descritos anteriormente (Materiais e Métodos), foram obtidos os resultados

resumidos na tabela 3.

Tabela 3: NUmero de genes para cada um dos grupos de expressao apos a analise estatistica
dos dados de razéo de fluorescéncia das r éplicas das sondas para cada uma das hibridizactes
heterotipicas realizadas para analise da resposta transcricional a presenca de cadmio (11).

Experimento/

L Total Invariantes Reprimidos Induzidos Modificados
Hibridizacdo
Adicéo de Cadmio (1)
30 min 1.816 1.516 117 183 300 (16,5%)
60 min 1.750 1.353 171 226 397 (22,7%)
120 min 1.806 1.582 78 146 224 (12,4%)

Total, nimero de genes de cada hibridizagcdo heterotipica que foi considerado para a analise
estatistica; Invariantes, genes cujas razfes de expressdo ficaram compreendidas entre os limites de
corte do teste HT Self; Reprimidos, genes cujas razdes de expressao ficaram abaixo do limite inferior
de corte do teste HT Self; Induzidos, genes cujas razdes de expressao ficaram acima do limite superior
de corte do teste HTSelf; Modificados, soma e porcentagem do numero de genes Induzidos e
Reprimidos.

Os valores das medianas das razdes de expressdo dos genes cuja expressao foi
modificada foram entdo incorporados ao banco de dados criado em MS Access
(Microsoft®) e, subseqlientemente, foram analisados aqueles presentes nas trés condicdes
de estudo que apresentassem uma variacdo de duas ou mas vezes, positiva ou
negativamente, em suas razbes de expressdo em pelo menos uma das trés condicdes de
presenca de cadmio (I1). Esse conjunto final somou um total de 97 genes a partir do qual foi
determinada uma distribuicdo do nimero de genes induzidos, e dos reprimidos, em duas
Vezes, ou mais, para cada uma das condicdes de estudo, que € apresentada na figura 15.

Como anteriormente descrito, para melhor relacionar os perfis transcricionais desses
97 genes nas condigdes de estudo (30, 60 e 120 minutos apos a adicdo de cadmio (I1)) aos
da condicéo de referéncia, cultura antes da adicéo, foi arbitrariamente dado o valor O paraa
razéo de expressdo M para a condicdo de referéncia, sendo os dados para a condi¢do padréo
também incorporados na andlise para a determinacdo dos grupos de genes com perfil
transcricional semelhante.
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Por meio de andlise utilizando o agoritmo SOM (Self-Organizing Maps) do
programa GeneCluster v.2.1.7, com os parametros de inicializacdo por vetores aleatdrios,
busca de vizinhanga por bolhas, 100.000 iteractes com faixa de difusdo igual a 50, faixa de
aprendizado de 1 a0,00005 e faixa de atualizacdo de 5 a 0,0005, foram gerados, num

arranjo 3 x 5, 15 grupos de genes/ TrEST com perfil de transcricdo semelhante.

Numero de genes de T.reesei cuja expressao foi afetada pela adigédo de cadmio (I1).
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Figura 15: Distribuicdo dos genesde T. reesei induzidos, e dos reprimidos, para cada condi¢éo
de estudo da resposta a adicdo de cadmio (I1). Para cada um dos trés tempos de cultura na
presenca de cadmio (1) foram contados os genes cuja razéo de expressao (M) foi maior, ou
igual, a 1,0 (Induzidos), e aqueles cuja M foi menor, ou igual, a -1,0 (Reprimidos).

Na pagina a seguir (Figura 16) sdo apresentados os 15 grupos de genes com perfis
transcricionais, em resposta ao choque térmico, semelhantes por meio de mapas de
expressdo criados no programa TreeView (A) acompanhados dos gréficos ilustrando as
médias dos valores de razdo de expressdo para cada condicdo e os limites desses vaores
para cada um dos grupos (B), aém da identificacdo de cada sonda (clone TrEST ou gene de
T. reesel). Baseada na anotacéo atualizada (agosto de 2005) dos clones TrEST, foi realizada
uma classificagdo por funcéo celular dos genes cuja transcricdo foi induzida, ou reprimida,
em resposta a adicdo de cadmio. Os 97 genes / TrESTs classificados funcionalmente sdo
apresentados na tabela 9 (Apéndice), conjuntamente a sua identificagdo e aos valores das

respectivas medianas da razéo de expressao (M).
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A distribuicdo do nimero de genes (figura 15), os mapas de expressdo do diversos
grupos de perfis de expressdo semelhantes (figura 16), e uma inspecdo visual da tendéncia
da razéo de expressdo dos 97 genes que foram induzidos, ou reprimidos (Tabela 9,
Apéndice), em relacéo ao tempo de presenca de ions de cadmio (I1) demonstra que o ponto
de maior modificagdo do padrdo transcricional de T. reesei em relagdo a esse tratamento foi
aquele ap6s 60 minutos do inicio do estresse. E interessante observar que depois de duas
horas da adicéo de cadmio (11), a tendéncia observada para a maior parte dos genes € a de
nivel de expressdo mais proximo ao anterior ao estresse, demonstrando, portanto, que T.
reesel ja haviarespondido e se adaptado a presenca de ions desse metal .

Para uma exploracdo da resposta ao choque térmico em funcdo das funcbes
celulares dos genes / TrESTs cuja expressdo foi alterada considerouse os genes/ TrESTs
gue foram corstantemente induzidos (M >= 1 em uma condi¢céo e M > 0 nas demais), ou
reprimidos (M <= -1 em uma condicdo e M < 0 nas demais) em resposta a adicdo de
ca&dmio (I1). Os gréficos dos resultados da distribuicdo das fungdes celulares em resposta a
esse estresse s0 apresentados abaixo (Figura 17).

Induzidos por Cd(l1) Reprimidospor Cd(l1).

8; 11%
1,1% @ Defesa Celular
1 e m Divis&o Celular
m Sinalizacéo Celular
@ Metabolismo
0O Sintese Protéica
38; 52% o Sintese de RNA
O N&o-classificada

11;15% 14; 61%
O Desconhecida

Figura 17: Distribuicdo das funcdes celulares dos genes de T. reesel cuja expressao foi alterada
pela adicdo de sulfato de cadmio (11) ao meio minimo de cultura para uma concentracéo final
de 250 mmol/L. Ao lado de cada fatia sdo apresentados, respectivamente aguela funcao
celular, o nimer o de genes que sofreu alteracdo e a correspondente por centagem em relacéo
ao total de genes com alteracéo. O grupo de funcdo desconhecida inclui os genes / clones
TrEST sem similaridade de seqiiéncia no banco de dados publico e aqueles cuja similaridade
se faz com potenciais ORFs sem funcdo anotadas em genomas sequienciados.

A despeito do grande nimero de genes com funcédo desconhecida cuja expressao foi
modificada mmo resposta ao choque térmico e que a partir de entdo passam a ter sua

primeira caracteristica funcional determinada, podemos distinguir claramente alguns
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aspectos gerais dessa resposta em termos de funcgdes celulares dos genes induzidos ou
reprimidos (Tabela 9, Apéndice).

Dentro da categoria de defesa celular, ao contrario do ocorrido no choque térmico,
somente 4 genes relacionados a HSPs tiveram sua expressdo induzida pela presenca de ions
de cadmio (I1) no meio: o de Hsp98 (familia Hsp100/Clp) (Vassilev, Plesofsky-Vig et al.,
1992; Schirmer, Glover et al., 1996), o da co-chaperone Hsp90 (Craig, Gambill et al.,
1993), o da Hsp30 (familia das HSPs de pequeno peso molecular) (Plesofsky-Vig e
Brambl, 1990) e o de uma proteina relacionada a ATPase Dnal (Frydman, Nimmesgern et
al., 1994). Outros dois genes foram induzidos nessa categoria: 0 de uma proteina com
funcdo antioxidante de Aspergillus nidulans (LsfA) e o de um peptideo relacionado a
resposta a estresses. Visto que o efeito do cadmio (I1) se da por um desequilibrio do
balanco redox da célula (Jamieson, 2002), a inducdo de um gene relacionado a protecéo
espécies oxidantes mostra que realmente esse equilibrio foi afetado pelo tratamento
realizado com 250 nmol.L™ de cadmio (11).

Ambos os genes gque codificam as proteinas CDC48 e PIM1, relacionados ao ciclo
celular foram induzidos pelo tratamento com cadmio (11), mas com perfis diferentes: o gene
de CDC48, como a maioria, teve um pico de expressdo uma hora apés a adicdo do cadmio
(1), enquanto o gene Pim1 sofreu uma induc&o crescente a partir da exposi¢ao a esses ions.
CDC48 é uma ATPase da familia AAA, cujas funcBes estdo associadas a fusdo de
membranas (Ye, Meyer et al., 2001)e, quando associada a um complexo multiprotéico, a
extragdo de proteinas desnaturadas do reticulo endoplasmatico para o citoplasma, com
poliubiquitinacdo concomitante, para consequente degradacdo (Schuberth, Richly et al.,
2004). Essa ultima funcdo parece estar mais relacionada a indugdo por cadmio, visto que
aparentemente T. reesel jA havia se adaptado a0 estresse, ou simplesmente
compartimentalizado os ions de cadmio (I1), uma hora ap6s a adicdo dos mesmos. PIM 1,
por sua vez esta relacionada ao controle da iniciacdo da mitose (Matsumoto e Beach, 1991)
e sua indugdo apos duas horas da adicdo dos ions de cadmio (I1) demonstra que o fungo ja
havia respondido ao estresse e estava voltando ao curso normal de crescimento.

Na érea de sinalizag&o celular, o gene que codifica a proteina PALI, uma proteina
com quatro hélices transmembranares envolvida na traducdo de sinal do pH extracelular

como provavel co-sensor (Denison, Negrete-Urtasun et al., 1998), teve sua expressao

66



induzida durante todo o periodo de acompanhamento ainda que tenha decrescido durante o
decorrer do tempo. Como uma funcéo especifica ainda ndo foi descrita para essa proteinas,
sua indugdo em outros estresses ndo diretamente relacionados a mudangas de pH
extracelular pode indicar sua participacdo na traducéo de outros sinais, possivelmente
relacionados a membrana citoplasmética.

Em termos metabdlicos, o efeito da adicdo de cadmio (I1) na concentracéo de 250
mmol.L'! ndo foi tdo pronunciado como o visto em outros microorganismos. Na parte de
metabolismo de aminoacidos, enquanto o gene que codifica a enzima T do complexo de
clivagem da glicina, responsavel pelo passo de incorporacdo do grupo metileno a
tetraidrofolato, foi induzido, o gene da enzima P do mesmo complexo, que readliza a
descarboxilagdo da glicina, foi reprimido. Visto que esse complexo também pode redizar a
sintese de glicina com a reversdo de suas reagdes, o perfil transcricional divergente desses
genes pode indicar a indugdo da sintese de glicina ao invés de sua degradacdo. Seguindo
essa mesma linha um gene envolvido na sintese do cofator piridoxal, importante para a
degradacdo de aminoécidos, também sofreu represséo de sua transcricao.

Na parte energética, embora ndo tenha ocorrido nenhuma repressdo da expressao de
genes, foi interessante notar que passadas duas horas ap0s a adi¢cdo dos ions de cadmio (I1),
genes relacionados a subunidades do complexo | da cadeia respiratéria e da ATP sintase
foram transcricionamente induzidos. Genes relacionados a producéo de reservas
energéticas como os de glicogenina e duma subunidade da sintetase de &cidos graxos foram
reprimidos. Os genes que codificam para uma endoquitinase e para uma N-
acetilglucosamina desacetilase, ambas envolvidas na degradacdo da parede celular foram
envolvidos, provavelmente indicando a reciclagem dessa estrutura visto que muitos ions de
cadmio (I1) se complexam a proteinas e polimeros constituintes da mesma.

O fato mas marcante, entretanto, é a repressdo acentuada de dois genes
relacionados a prospeccao e transporte de ions metalicos. 0 de um transportador de cobre
(1), que possivelmente pode transportar cadmio (I1), e o de uma metal orredutase, que altera
0 estado redox de ions metdlicos para o transporte através de transportadores de membrana,
favorecendo sua absorcdo pela célula. Esse perfil de expressdo indica claramente uma das
estratégias de defesa do fungo frente a alta concentragdo de cadmio (I1) no meio: tentar

barrar inicidmente o aumento da concentracdo intracelular desse ion, dificultando ao
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maximo a entrada do mesmo na célula através dos mecanismos gerais de absor¢éo de ions
metdlicos (Shiraishi, Inouhe et al., 2000). O efeito da presenca de cadmio (I1) no meio
sobre a repressao desses dois genes desaparece apos as duas horas iniciais de tratamento,
corroborando uma vez mais a hipotese de que apos esse periodo T. reesel de alguma forma
eliminou o estresse causado por esses ions.

Em termos de metabolismo protéico, genes relacionados a degradacéo protéica
(subunidade do proteasomo, proteases e proteina relacionada ao autofagossomo) ou ao
enderecamento de proteinas para sua degradacdo (poliubiquitina e proteina de
enderecamento para o vacuolo) foram induzidos. Diferentemente do ocorrido no choque
térmico praticamente ndo houve efeito sobre as proteinas ribossomais, indicando que T.
reesei manteve seu nivel de sintese protéica estavel enquanto degradou aguelas proteinas
gue sofreram algum dano devido a presenca de ions de cadmio (I1). Considerando a &rea de
sintese de RNA, dois genes de fatores transcricionais. o do cofator MBF1 (Takemaru,
Harashima et al., 1998)e o de um fator n&o identificado tiveram sua expressdo induzida
podendo, portanto, estar relacionados a resposta a esse estresse.

Por fim, é interessante observar que ocorreu a indugdo de uma proteina relacionada
a senescéncia, identificada em ervilhas estocadas a baixas temperaturas com fungdo
protetora para aumentar a sobrevida das mesmas, associada de certa forma a defesa contra
algum tipo de estresse.

Em vista desses perfis transcricionais e dos genes afetados podemos concluir que a
concentracdo de 250 nmol.L™* de cadmio (I1) néo afetou de forma dréstica T. reesei, ja que
em momento algum o fungo reprimiu a maquinaria de traducéo ou de transcricdo, 0 que
norma mente ocorre em funcdo de condigdes bastante estressantes. Fungdes anabdlicas em
geral também ndo sofreram interferéncia. Fungos em geral tém grande capacidade de
absorc¢do de ions de metais pesados (Gharieb, 2001) e norma mente os compartimentalizam
em seus vacuolos, através da complexacdo com glutationa e metalotioneina, e posterior
transporte do complexo para o interior do vacuolo (Li, Lu et al., 1997), para que ndo
causem danos as proteinas e estruturas celulares em geral. Grande parte dos ions também se
adsorve na parede celular, o que pode ser a causa da inducéo das enzimas envolvidas em

sua degradacéo e reciclagem em vista dos provaveis danos causados.
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Embora sejam necess&rios maiores estudos, o fato de que T. reesel parece ter em
duas horas aparentemente eliminado o estresse pode demonstrar um potencial para sua
utilizacdo como agente de biorremediacdo de &reas contaminadas com metais pesados se
for comprovado que esta compartimentalizando a maior parte dos ions de cadmio (l1)

livres.
5.3 Efeitosda auséncia de fonte de nitrogénio, e sua reposi¢ao, sobre T. reesal.

Para os experimentos de descricdo da resposta transcricional de T. reesei a auséncia
de fonte de nitrogénio, seguida de sua reposicdo, foi utilizado um meio sem fonte de
nitrogénio através da substituicdo no meio minimo (Materiais e Métodos) do sulfato de
amonio ((NH4)2SO4) por sulfato de sodio (N&SO4) em concentragdo molar equivalente

(15,0 mmol.L™%), de forma a manter intacta a composicéo em relaco & fonte de enxofre.

5.3.1 Efeito da auséncia de fonte de nitrogénio sobre o crescimento de T. reesai.

Duas pré-culturas paralelas de T. reesei, em meio completo com glicose a 2% (111
mmol.L'Y) como fonte de carbono, foram incubadas durante 18 horas sob as condices
normais de crescimento (Materiais e Métodos). Apds esse periodo, foram redizadas a
lavagem e a subgtituicdo do meio por meio minimo sem fonte de nitrogénio (Materiais e
Métodos), seguidas de nova incubacdo sob as condi¢cBes normais de crescimento por 3,5
horas, quando foi adicionado (NH;),SO, para restaurar a concentracéo usual de fonte de
nitrogénio no meio minimo (15,0 mmol.L ™). Aliquotas para determinacéo de massa seca e
da concentracédo de glicose no meio foram retiradas da cultura para 0 acompanhamento do
efeito dessa limitagdo nutricional sobre o crescimento de T. reesei. As curvas de
crescimento celular, em funcdo da concentracdo celular (Y) e consumo de glicose séo
apresentadas abaixo (Figura 18).

Aparentemente 0 periodo de limitacdo de fonte de nitrogénio ndo afetou o
crescimento de T. reesei, sendo que as células ndo entraram em estado estacionario, o0 que é
corroborado pelo continuo consumo de glicose. Entretanto, logo apdés a adicéo de

(NH4)2S0O4 como fonte de nitrogénio, ocorreu um aumento no consumo de glicose, sem o
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correspondente pulso no crescimento. Tal fato pode estar relacionado ao consumo, durante
a limitacdo de nitrogénio, de reservas dternativas de fontes de carbono para a
suplementacdo de intermediérios do ciclo de Krebs devido a fata de glutamato (Butow e
Avadhani, 2004), que poderiam estar sendo entdo recompostas logo apds o suprimento de
uma boa fonte de nitrogénio com o aumento do consumo de glicose que era abundante no

meio.

Crescimento de T. reesei em meio sem fonte de nitrogénio.
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Figura 18: Curvas de crescimento de T. reesei e consumo de glicase em meio minimo sem
fonte de nitrogénio. E indicado o instante em que foi adicionado (NH,),S0, para a reposicio
da fonte de nitrogénio.

5.3.2 Resposta transcricional de T. reesel a auséncia de fonte de nitrogénio e a sua

subsequiente reposi ¢ao.

Para estudar a resposta transcriciona de T. reesei a auséncia de fonte de nitrogénio e
a sua subsequiente reposicao, foram retiradas amostras de massa micelia para a extragéo de
RNA antes da troca de meios, apds 2 horas de auséncia de fonte de nitrogénio, e apos 30
minutos, 1 e 2 horas apés a adicdo de (NH4)>SO4, como fonte de nitrogénio, como
mostrado abaixo (Figura 19). Como descrito anteriormente (Materiais e Métodos), as

amostras de massa micelial foram filtradas e imediatamente congeladas sob nitrogénio

70



liquido até que fosse redlizada a obtencdo de RNA, pela maceragdo do micélio sob
nitrogénio liquido e extracdo com o reagente TRIzol® (Invitrogen™™ Life Technologies).
Para analisar a resposta a auséncia de fonte de nitrogénio, seguindo o procedimento
habitual (Materiais e Métodos), 0 cDNA correspondente a amostra de micélio em meio
completo da pré-culturafoi marcado com o fluoréforo Alexa Fluor® 555 e utilizado como
condicdo de referéncia para comparagdo com o cDNA da amostra de 2 horas sem fonte de
nitrogénio, marcado com o fluoréforo Alexa Fluor® 647. Para andisar a reposta a
reposicéo da fonte de nitrogénio, o cDNA da amostra de 2 horas de auséncia de fonte de
nitrogénio foi utilizado como condicdo de referéncia (marcado com o fluoréforo Alexa
FlUor® 555) para comparacdo com 0os cDNASs das amostras de micélio retiradas apds 30 e

60 minutos apds a adicdo de (NH,4)2S04, marcados como o fluoréforo Alexa Fllor® 647.

Curva de crescimento de T. reesei em meio sem fonte de nitrogénio.
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Figura 19: Curva de crescimento da cultura de T. reesei submetida a auséncia de fonte de
nitrogénio para o estudo da resposta transcricional do fungo a esse estresse. Sdo indicados por
setas os momentos da adi¢éo de (NH,4),S0, a cultura e de filtragem de micélio para a extragéo
de RNA a ser utilizado em hibridizagdes com microarrays de DNA de T. reesal (Materiaise
Métodos).

Apbs os procedimentos de hibridizacdo das |[aminas de microarray, extracdo dos
dados de intensidade de fluorescéncia, normalizacdo dos mesmos por LOWESS e

identificacdo dos genes diferencialmente expressos pelo método HTSelf (Vencio e Koide,
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2005), descritos anteriormente (Materiais e Métodos), foram obtidos os resultados
resumidos na tabela 4.

Visto que existiam duas condi¢des diversas de referéncia (amostra da pré-culturaem
meio completo, para a auséncia de fonte de ritrogénio, e essa Ultima, para os pontos de
reposicdo da fonte de nitrogénio), somaramse os valores das medianas das razdes de
expressao (M) de cada um dos pontos de reposicao de fonte de nitrogénio aos valores de M,
correspondentes, do ponto de auséncia da fonte de nitrogénio. Assim, todos os valores de M
passaram a ser relacionados a amostra de referéncia do meio completo, independentemente

se fossemn dos pontos de auséncia ou reposicao da fonte de nitrogénio.

Tabela 4: Numero de genes para cada um dos grupos de expressao apos a analise estatistica
dos dados de razdo de fluor escéncia das réplicas das sondas para as hibridizaces de auséncia
de fonte de nitrogénio por 2 horas e dereposicdo da mesma ap6s 30 e 60 minutos da adigéo de
(NH,),S0, a cultura.

Ex_per_lr_nent~o / Total Invariantes Reprimidos Induzidos Modificados
Hibridizacdo
Fonte de Nitrogénio
Auséncia de fonte de  1.726 895 443 388 831 (48,1%)
nitrogénio (noN) — 2 h
(NH4):S0,—30 min 1.754 1.101 295 358 653 (37,2%)
(NH4):S0O,—60 min 1.738 1.057 305 376 681 (39,3%)

Total: numero de genes de cada hibridizacdo heterotipica que foi considerado para a andlise
estatistica; Invariantes, genes cujas razdes de expressdo ficaram compreendidas entre os limites de
corte do teste HT Self; Reprimidos, genes cujas razfes de expressdo ficaram abaixo do limite inferior
de corte do teste HT Self; Induzidos, genes cujas razdes de expressao ficaram acima do limite superior
de corte do teste HTSelf; Modificados, soma e porcentagem do nimero de genes Induzidos e
Reprimidos.

Com a incorporagéo, ao banco de dados, dos valores das medianas das razbes de
expressdo (M) dos genes cuja expressdo foi modificada, foram analisados aqueles genes
gue estavam presentes na auséncia de fonte de carbono, e nas duas condic¢des de reposi¢ao,
e gue apresentaram uma variacdo de duas ou mais vezes, positiva ou negativamente, em
suas razdes de expressdo em pelo menos uma dessas condigdes. Esse conjunto final somou
um total de 549 genes. Considerando esse grupo de 549 genes, foi determinada uma
distribuicdo do nimero de genes induzidos, e dos reprimidos, em duas, ou mais, vezes para

cada uma das trés condic¢des de estudo, que € apresentada na figura 20.
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Para melhor relacionar os perfis transcricionais desses 549 genes na trés condicoes
de estudo (2 horas de auséncia de fonte de nitrogénio, 30 e 60 minutos de reposicdo da
mesma, apods a adicdo de (NH4)2SO4), como realizado anteriormente, foi arbitrariamente
dado o valor 0 para a razéo de expressdo M para a condicdo de referéncia, para a inclusdo
da condicdo padréo na andlise para a determinacdo dos grupos de genes com perfil
transcricional semelhante. Por meio de andlise utilizando o agoritmo SOM (Self-
Organizing Maps) do programa GeneCluster v.2.1.7, com os parametros de inicializacéo
por vetores aeatérios, busca de vizinhanca por bolhas, 150.000 iteragdes com faixa de
difusdo igua a 75, faixa de aprendizado de 2 a 0,00005 e faixa de atuaizacdo de 5 a
0,0001, foram gerados, num arranjo 5 x 5, 25 grupos de genes / TrEST com perfil de

transcricao semel hante.

Numero de genes de T.reesei cujaexpresséo foi afetada pela auséncia
e pelareposigéo de fonte de nitrogénio.
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Figura 20: Distribuicdo dos genesde T. reesei induzidos, e dos reprimidos, para cada condi¢éo
de estudo da resposta a auséncia e a reposicao de fonte de nitrogénio. Foram contados os
genes cujarazao de expressdo (M) foi maior, ou igual, a 1,0 (Induzidos), e aqueles cuja M foi
menor, ou igual, a-1,0 (Reprimidos).

Nas péginas a seguir (Figura21 A, B, C, D e E) sdo apresentados o0s 25 grupos de
genes com perfis transcricionals, em resposta a auséncia e reposi ¢céo de fonte de nitrogénio,
semelhantes por melo de mapas de expressdo criados no programa TreeView
acompanhados de gréficos ilustrando as médias dos valores de razdo de expressdo para
cada condicéo e os limites desses valores para cada um dos grupos, aém da identificacéo

de cada sonda (clone TrEST ou gene de T. reesei).
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Figura 21A: Padrdes de expressdo de genes /
clones TrEST de T. reesei em funcdo da
auséncia de fonte de nitrogénio (noN 120 min) e
de pulso de sulfato de aménio apéstal limitacdo
(N 30 e 60 min). Os 549 transcritos cuja
expressdo foi induzida ou reprimida em 2 vezes,
ou mais, em pelo menos uma das

condicles estudadas foram agrupados através do algoritmo SOM do pacote de analise do
programa GeneCluster 2.1.7 de acordo com seus padrfes de expressdo. Os grupos de
transcritos com padrdo de expressdo similar sdo apresentados em mapa obtido no
programa visualizador TreeView. O numero do grupo de padrdo de expressao e a
identificacdo do clone / gene sdo apresentados a direita do mapa de expressao, assim como
os graficos de padrdo de expressdo, contendo o nimero do grupo (c#) e o respectivo

namer o detranscritos presentes.
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Figura 21B: Padr8es de expressdo de genes / clones TrEST de T. reesei em funcéo da
auséncia de fonte de nitrogénio (noN 120 min) e de pulso de sulfato de aménio apés tal
limitagcdo (N 30 e 60 min). Os 549 transcritos cuja expressdo foi induzida ou reprimida em 2
vezes, ou mais, em pelo menos uma das condi¢es estudadas foram agrupados através do
algoritmo SOM do pacote de andlise do programa GeneCluster 2.1.7 de acordo com seus
padrdes de expressdo. Os grupos de transcritos com padrédo de expressdo similar sdo
apr esentados em mapa obtido no programa visualizador TreeView. O nimero do grupo de
padr&o de expressao e a identificacdo do clone/ gene sdo apresentados a direita do mapa de
expressdo, assim como os gréaficos de padré&o de expressdo, contendo o niumero do grupo
(c#) e o respectivo nimer o detranscritos presentes.
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Figura 21C: Padrdes de expressdo de genes / clones TrEST de T. reesei em funcéo da
auséncia de fonte de nitrogénio (noN 120 min) e de pulso de sulfato de aménio apés tal
limitagcdo (N 30 e 60 min). Os 549 transcritos cuja expressdo foi induzida ou reprimida em 2
vezes, ou mais, em pelo menos uma das condi¢es estudadas foram agrupados através do
algoritmo SOM do pacote de andlise do programa GeneCluster 2.1.7 de acordo com seus
padrdes de expressdo. Os grupos de transcritos com padrédo de expressdo similar sdo
apr esentados em mapa obtido no programa visualizador TreeView. O nimero do grupo de
padr&o de expressao e a identificacdo do clone/ gene sdo apresentados a direita do mapa de
expressdo, assim como os gréaficos de padré&o de expressdo, contendo o niumero do grupo
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Figura 21D: Padrdes de expressdo de genes / clones TrEST de T. reesei em funcéo da
auséncia de fonte de nitrogénio (noN 120 min) e de pulso de sulfato de aménio apés tal
limitagcdo (N 30 e 60 min). Os 549 transcritos cuja expressdo foi induzida ou reprimida em 2
vezes, ou mais, em pelo menos uma das condicBes estudadas foram agrupados através do
algoritmo SOM do pacote de andlise do programa GeneCluster 2.1.7 de acordo com seus
padrdes de expressdo. Os grupos de transcritos com padréo de expressdo similar sdo
apresentados em mapa obtido no programa visualizador TreeView. O nimero do grupo de
padr&o de expressao e a identificacdo do clone/ gene sdo apresentados a direita do mapa de
expressdo, assim como os graficos de padré&o de expressio, contendo o nimero do grupo
(c#) e o respectivo nimer o detranscritos presentes.



0 min

noH 120 min
H 30 min
H 60 min

noH

23 TrEST-R0013 ©23 27
TrGLK
TrEST-A3033
TrEST-A1222
TrEST-B14D06
TrEST-B14C06
T*EST-B39C04
TrEST-A0DBE
TrEST-A0333
TrEST-A1748
TrEST-B25D02
TrEST-A0821
TrEST-A1994
TrEST-A0983
TrEST-B41C07
TTGED
T*EST-B09C11
TrEST-BO6HO1
TrEST-B43A11
TrEST-A4151
TrEST-24038
T*EST-B16B10
TrATP9
TrEST-A3387 w2410
TrEST-A4130
TrEST-B34H04
TrEST-A0387

24 TrEST-A2367
TrEST-A3687
TrEST-A4136
TrEST-A2747
TrEST-B16G02
TrEST-B33H12 25 3
TrEST-B33B06
TxEST-A0089
TrEST-B44H09
TrEST-A3477

25 TrEST-B12G08
TrEST-B43C07
TrEST-B34D05

Razéo de expressdo / log,(R)

-3.0 -2.0 -1.0 10 .0 3.0

Figura 21E: Padrfes de expressido de genes / clones TrEST de T. reesei em funcéo da
auséncia de fonte de nitrogénio (noN 120 min) e de pulso de sulfato de aménio apés tal
limitacdo (N 30 e 60 min). Os 549 transcritos cuja expressdo foi induzida ou reprimida em 2
vezes, ou mais, em pelo menos uma das condicBes estudadas foram agrupados através do
algoritmo SOM do pacote de andlise do programa GeneCluster 2.1.7 de acordo com seus
padrdes de expressdo. Os grupos de transcritos com padréo de expressdo similar sdo
apresentados em mapa obtido no programa visualizador TreeView. O nimero do grupo de
padr o de expressio e a identificacdo do clone/ gene sdo apresentados a direita do mapa de
expressdo, assim como os graficos de padréo de expressio, contendo o nimero do grupo
(c#) e o respectivo nimer o detranscritos presentes.



Baseada na anotagdo atualizada (agosto de 2005) dos clones TrEST (Materiais e
Métodos), foi realizada uma classificagdo por funcéo celular dos genes cuja transcricéo foi
induzidas, ou reprimida, em resposta a auséncia ou reposi¢cdo de fonte de nitrogénio. Os
549 genes / TrESTSs classificados funcionalmente sdo apresentados na tabela 10 (Apéndice)
conjuntamente a sua identificagdo e aos valores das respectivas medianas da razéo de
expressao (M).

Para a obtencdo de um panorama geral da resposta transcricional de T. reesei a
auséncia de fonte de nitrogénio foram obtidas a distribuicdo das fungdes celulares em
resposta a esse estresse e a reposicdo da fonte de nitrogénio. Para ultima condicéo
foram considerados os genes / TrESTs que foram constantemente induzidos (M >= 1 em
uma condicdo e M > 0, na outra), ou reprimidos (M <= -1 em uma condi¢cdo e M < 0 na
outra). Os gréficos dos resultados da sdo apresentados abaixo (Figura 22).

A ardlise do perfil dos genes induzidos e reprimidos em cada uma das condicdes de
estudo (Figura 20) e dos valores da razéo de expressdo (M) para os genes (Tabela 10,
Apéndice) mostra que o resultado da mudanca de T. reesel do meio completo para 0 meio
minimo sem fonte de nitrogénio foi a repressdo de um grande nimero de genes. As
modificagdes no padréo transcricional podem, entretanto, refletir a soma de pelo menos
dois fatores. a auséncia de fonte de nitrogénio e de um outro nutriente, disponivel no meio
completo. Assim, podemos identificar quais genes realmente sofreram uma alteracéo em
Sua expressao como resposta a falta de uma fonte de nitrogénio pela verificacdo de que
alteracdo deveria ser contrabalangada quando ocorreu a reposicdo da fonte de nitrogénio
pela adicdo de ambnio a0 meio. Genes cuja expressao foi modificada para certa tendéncia,
inducdo ou repressao, e cuja expressao seguiu tal tendéncia na mesma magnitude mesmo
uma hora apés a adicdo de ambnio serdo considerados como responsivos a outros
componentes presentes no melo completo ou ao fato desse meio favorecer um maior
desenvolvimento do fungo em funcéo da maior quantidade de nutrientes presente.

Como j& observado anteriormente ha um grande nimero de genes com fungdo
desconhecida cuja expressao foi modificada como resposta a auséncia e a reposicédo da
fonte de nitrogénio. Considerando entdo os demais genes cuja expressdo sofreu uma
alteracdo, podemse distinguir alguns aspectos gerais dessas respostas em termos de suas

funcdes celulares (Tabela 10, Apéndice).
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Figura 22: Distribuicdo das fungdes celulares dos genes de T. reesal cuja expressao foi alterada
pela auséncia de fonte de nitrogénio durante o periodo de 2 horas, ou pelo pulso de sulfato de
amonio, para concentracdo final de 15,0 mmol/L, realizado apés o periodo de limitacdo. Ao
lado de cada fatia sdo apresentados, respectivamente aquela funcdo celular, o nimero de
genes que sofreu alteracdo em sua expressao e a correspondente por centagem em relacdo ao
total de genes com alteragdo. O grupo de funcdo desconhecida inclui os genes/ clones TrEST
sem similaridade de seqiiéncia no banco de dados publico e aqueles cuja similaridade se faz
com potenciais ORFs sem fun¢do anotadas em genomas sequienciados.

Na categoria de defesa celular, verifica-se que ha varios genes que responderam a
outros componentes do meio que ndo a fonte de nitrogénio. Genes para fenol 2-
monooxigenase, uma proteina de resisténcia a aureobasidina A e para o peptideo RCI de

resposta a estresse foram todos constantemente reprimidos pelo crescimento em meio
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minimo, indicando que o meio completo, embora mais rico em nutrientes também traz
certos compostos que T. reesel considera nocivos e que causam certo estresse.

Dentre 0s que responderam especificamente a auséncia de nitrogénio estdo os genes
para Hsp98 (familia Hspl00/Clp) e glioxa oxidase, que sofreram repressdo decrescente
apos a adicdo de ambnio a0 meio, e 0 gene para a proteina antioxidante LSFA, cuja
expressdo foi reprimida durante a auséncia de fonte de nitrogénio, mas chegou a ter leve
inducdo apos a reposicdo da mesma. Pode-se especular que a resposta desses trés genes
estgja relacionada a uma menor atividade mitocondrial, visto que nessa condi¢éo tanto a
producdo de glioxal quanto o estresse oxidativo proveniente da producéo de espécies
reativas de oxigénio pela cadeia respiratoria sdo diminuidos.

Com relacdo a funcbes relacionadas ao ciclo celular, o gene homdélogo ao da
proteina de controle de divisdo celular CDC48 de S. cerevisiae foi induzido pela auséncia
de nitrogénio, tendo sua expressao retornado ao nivel usual apds a adicdo de amonio. Visto
gue CDC48 também esta relacionada a extrusdo de proteinas do reticulo endoplasmético
para degradacdo citoplasmética (Ye, Meyer et al., 2001), tal inducéo pode ser vista como
parte da repressdo da via de secrecdo e reutilizagdo de proteinas ndo essenciais como fonte
de nitrogénio alternativa. Ja o gene do fator CHF2 teve sua expressdo reprimida durante a
limitacdo de nitrogénio, condicdo que s6 foi ultrapassada uma hora apés a adicéo de
amonio. Uma vez que esse fator esta associado ao controle de traducdo em situacfes de
estresse e ao atraso do ciclo celular na fase G1 (Bieganowski, Shilinski et al., 2004), sua
repressdo indica que T. reesel ndo entra em estado estacionario mesmo na auséncia de fonte
de nitrogénio.

Em termos de sinalizagdo celular, a auséncia de fonte de nitrogénio reprimiu a
expressao de genes relacionados a canais e transportadores, como uma bomba de calcio do
vacuolo, e do gene homdlogo ao da proteina histidina quinase M27Mp de Giberella zea.
Ocorreu a inducdo da expressdo dos genes de uma proteina de transporte e da proteina
tirosina fosfatase PPS1 e uma leve inducédo da proteina serina/treonina quinase SNF1. Uma
vez que a sinalizagdo, principamente a relacionada a repressdo catabolica, em fungos é
bastante dependente de calcio e que histidina quinases fazem normamente parte de
sistemas de fosfo-relé (homdlogos dos sistemas de dois componentes bacterianos) (Santos e

Shiozaki, 2001), a verificacdo de que genes relacionados a esses processos foram
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reprimidos indica que estéo relacionados provavelmente a chamada repressdo catabolica
por nitrogénio. A inducéo do gene de PPSL resulta na parada do ciclo celular e no arresto
do crescimento (Ernsting e Dixon, 1997), enquanto que a proteina quinase SNF1 é
essencia na desrepressdo de genes cuja expressao € afetada negativamente pela presenca de
alta concentracéo de glicose (Vincent, Townley et al., 2001) — o que pode indicar um
relaxamento na repressao por glicose devido a falta de fonte de nitrogénio.

Ainda presentes nessa categoria, genes que tiveram sua expressao afetada de forma
constante pela mudanca do meio sdo envolvidos de forma geral na sindizacdo de um
ambiente pobre em nutrientes. Os genes de transporte e controle da via secretéria (proteina
Rab11) (Dumanchin, Czechet al., 1999) foram reprimidos, enquanto os de uma proteina G
da familia Rho (Rholp, envolvida na sintese da parede celular e morfogénese) (Guest, Lin
et al., 2004), da proteina serinaltreonina fosfatase PP1 (Andrews e Stark, 2000)e do
regulador negativo de conjugacéo e meiose Ranlp foram induzidos, indicando que ocorreu
a manutencdo da forma vegetativa do fungo.

Ja a reposicao da fonte de nitrogénio, além de reverter as ateracdes acima descritas
reprimiu a expressao dos genes de uma subunidade afa de proteina trimérica G e da
calnexina, envolvida no controle de qualidade de enovelamento de proteinas do reticulo
endoplasmético (Parlati, Dominguezet al., 1995).

Na categoria de estrutura celular a maior parte dos genes respondeu ndo a falta de
fonte de nitrogénio, mas a mudanca do meio como um todo. Genes de hidrofobinas foram
altamente induzidos e proteinas relacionadas a sintese da parede celular tiveram sua
expressao reprimida, assim como o0 gene de actina. Tudo indica que a menor quantidade de
nutrientes disponiveis no meio minimo, que levou a um menor desenvolvimento de T.
reesei, assim como suas diferentes caracteristicas fisicoquimicas sgjam as maiores
responsaveis por esse efeito sobre a expressao desses genes.

No campo do metabolismo, com a auséncia de fonte de nitrogénio observou-se de
forma gera uma repressdo de todas as fungdes anabdlicas (aminoacidos, lipideos e
glicogénio) e mesmo das vias energéticas relacionadas & mitocondria (ciclo de Krebs —
citrato sintase, malato desidrogenase, diidrolipoamida succiniltransferase, e da cadeia de
transporte de elétrons — NADH:ubiquinona oxidoredutase subunidades 5 e 6), enquanto

foram induzidos os genes relacionados a degradacdo de reservas lipidicas (enoil-coA
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hidratase, 3-hidroxybutiril-coA desidrogenase e fosfolipase D) e os do ciclo do glioxilato
(isocitrato liase e malato sintase) para a reposicao de intermediarios do ciclo de Krebs, visto
gue a repressdo da succinato desidrogenase observada em limitagdo de fonte de nitrogénio
interrompe o ciclo e causa uma caréncia de oxaloacetato. O fato de que dentre os genes
relacionados ao metabolismo de aminoacidos, 0s genes para aspartato aminotransferase,
glutamina sintetase e 4-aminobutirato (GABA) aminotransferase ndo sofreram represso (o
ultimo foi induzido), indicando que possivelmente esses aminoécidos, provenientes da
degradagéo de proteinas ndo essenciais, podem ter sido utilizados como fonte aternativa de
nitrogénio.

Também foi induzida especificamente pela auséncia da fonte de nitrogénio, a
expressdo de genes relacionados a reutilizacdo de pirimidinas (uricase e aantoinase),
enquanto a expressao do gene que codifica argininosuccinato sintase, necessaria para a
eliminacéo de nitrogénio pelo ciclo dauréia, foi reprimida. A expressdo de alguns genes da
glicolise também sofreu repressdo que se mostrou resultado da diferenca de meio e ndo
especificamente da falta da fonte de nitrogénio.

Genes que codificam transportadores de peptideos e de aminoécidos tiveram sua
expressdo induzida ou mantiveram constante seu nivel de expressdo, o que também foi
observado para um gene que codifica um transportador de hexose (MstA), enquanto outros
transportadores da familia MFS (Major Facilitator System) foram reprimidos. E igualmente
relevante a repressdo da expressao de genes que codificam um transportador mitocondrial
de fosfato e uma translocase de ADP/ATP, o que comprova uma diminuic¢éo da atividade
mitocondrial.

A adicdo de amoénio a0 meio, repondo a fonte de nitrogénio, teve um efeito
marcante sobre a expressao de genes relacionados ao metabolismo de aminoacidos e as vias
energéticas mitocondriais. Embora a expressio dos genes dessas fungdes tenha se mantido
inferior se comparada aquela presente no meio completo — evidenciando uma taxa de
metabolismo mais comedida considerando a menor disponibilidade de nutrientes, a adicdo
de uma fonte de nitrogénio fez com que a sntese de aminoacidos fosse automaticamente
retomada e que o metabolismo energético se re-normalizasse. O ciclo do glioxilato

manteve-se induzido durante a primeira meia hora apos a adicdo de amoénio, provavel mente
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até que a atividade do ciclo de Krebs como um todo se normalizasse, enquanto a expressao
dos genes relacionados a degradacéo de lipideos e de glicogénio foi rapidamente reprimida.

Os efeitos sobre as vias de reutilizacdo de nitrogénio também foram definidos. A
inducdo de genes da via de degradacdo de pirimidinas foi abortada, assim como a repressao
da expressdo dos genes relacionados ao ciclo da uréia.

Em termos de transporte, os genes de transportadores especificos para peptideos ou
aminoacidos tiveram sua expressdo reprimida pela adicdo de ambnio, indicando uma
repressao catabdlica. JA o transportador de hexose teve sua expressao ainda mais induzida,
indicando que além da induzdo derivada da mudanca de meio e, portanto, da retirada de
outras fontes de carbono que ndo glicose, a reposi¢cdo da fonte de nitrogénio levou a uma
taxa metabolica maior, necessitando por sua vez de maior influxo de glicose. As
trandocases de ADP/ATP e o transportador mitocondrial de fosfato deixaram de ser
reprimidos indicando uma normalizacdo da expressdo de genes relacionados a atividade
mitocondrial.

A auséncia de fonte de nitrogénio resultou num efeito drastico sobre a transcricéo
dos genes envolvidos com o metabolismo de proteinas. A expressdo dagueles genes que
codificam enzimas relacionadas a processos de degradacdo protéica, como genes para
proteases e peptidases, genes relacionados com ubiquitinacdo de proteinas e os de
subunidades do proteasomo, foi induzida. Em contrapartida, os genes que codificam
proteinas ribossomais tiveram suas expressdes altamente reprimidas, indicando uma
diminuicdo substancial na sintese protéica, enquanto houve a reciclagem de aminoacidos
através da degradacdo de proteinas ndo-essenciais para substituir a fonte de nitrogénio
faltante. Com excecéo do fator de iniciagdo de traducdo SUIL (elF1 — S cerevisiae) que
sofreu uma leve inducdo, a expressao dos fatores de traducéo também foi reprimida.

Uma vez reposta a fonte de nitrogénio, a expressdo da maioria dos genes envolvidos
com o0 metabolismo de proteinas retornou ao mesmo nivel observado antes da mudanca de
meio. A expressao de alguns, entretanto, teve um comportamento mais diferenciado. Genes
similares a uma manosiltranferase (A. fumigatus), a uma protease aspartica lisossomal (A.
aegypti) e a uma proteina contendo repeticbes de betatransducina . laevis), embora
tenham tido sua expressdo muito pouco afetada durante a auséncia de fonte de nitrogénio,

foram reprimidos na primeira meia hora apés a adi¢céo de aménio. O mesmo ocorreu com



0s genes ortdlogos a uma arginil-tRNA sintetase (S. cerevisae) e a uma proteina
ribossomal mitocondrial (N. crassa). Ja a expressdo de alguns genes relacionados a
degradac@o protéica, como os similares a uma protease endocelular da familia das
subtilisinas (PR1H — M. anisopliae) (Bagga, Hu et al., 2004) e a uma serina protease (PSP2
—P. brassicae) (Keniry, Li et al., 2002), embora tenha diminuido com a reposi¢do da fonte
de nitrogénio, ainda permaneceu mais elevada do que na condicdo de meio completo,
apontando uma manutencdo da reciclagem protéica maior no meio minimo, em funcdo da
menor disponibilidade nutricional. Tal fato é corroborado também pela inducdo apds a
reposicdo da fonte de nitrogénio da expressdo do gene de uma proteina ribossomal
fusionada a ubiquitina.

Genes similares a uma subunidade do coatdmero (A. fumigatus) e a uma
aminopeptidase @A. fumigatus) tiveram sua expressdo constantemente reprimida, assim
como de algumas amino-acil-tRNA sintetases. Visto que 0 coatbmero € uma estrutura
celular envolvida no processo de endocitose de substratos e ja que 0 meio minimo contém
apenas sais como fontes de macronutrientes, a repressdo de genes envolvidos com tanto a
obtencdo, a partir do meio, quanto a degradacdo de metabolicos mais complexos é
esperada. A diminuicdo da expressdo das aminoacil-tRNA sintetases também pode ser
atribuida a um menor desenvolvimento do fungo no meio minimo.

A expressdo de diversos fatores de transcricéo foi afetada pela auséncia de fonte de
nitrogénio, de forma bastante variada. Os genes ortologos aos fatores ATF2 (N. crassa) e
ATF21 S pombe) (Ohmiya, Kato et al., 1999) e do transativador AMYR (N. crassa)
(Kato, 2005) tiveram sua expressao induzida pela auséncia da fonte de nitrogénio, sendo
que tal indugdo sb desapareceu apds uma hora da adicdo de ambnio ao meio. Pelo fato dos
dois primeiros serem da familia ATF/CREB e o terceiro estar envolvido na regulagdo
positiva da transcricdo de genes envolvidos na degradacdo de amido, uma fonte alternativa
de carbono, tais fatores estédo sobre o controle da resposta catabdlica de carbono mediada
por cAMP. Assim, verifica-se que mesmo havendo glicose abundante no meio, a auséncia
de fonte de nitrogénio, com a conseqliente diminuicdo da taxa metabdlica e atividade
mitocondrial, faz com que a repressdo catabdlica mediada por CAMP sgja relaxada. A

demora verificada para o fim da inducéo desses transativadores pode estar relacionada ao
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tempo necessério para que as fungbes metabdlicas das células se normalizassem frente a
extensa limitagdo da fonte de nitrogénio.

Foi induzida a expressdo de um fator de transcricdo ndo identificado (H. jecorina —
T. reesal), entretanto tal comportamento se manteve constante mesmo apos a adicdo de
amdnio, 0 que indica que tal inducdo resultou a auséncia de algum outro componente
presente no meio completo. Alguns genes de fatores de transcricdo também tiveram sua
expressao reprimida: um segundo fator de transcricdo ndo identificado H. jecorina — T.
reesei) e uma proteina de controle relacionada a repressao catabdlica por enxofre. Enquanto
a expressao do primeiro gene foi modificada especificamente pela auséncia de nitrogénio, a
do segundo se manteve reprimida durante toda a fase da cultura em meio minimo.
Considerando que nessa condicéo a unica fonte de enxofre presente é sulfato, a expressao
de genes necessarios para sua fixagdo através da sintese de aminoacidos sulfurados se torna
necessaria e € conseguida pela suspensdo da repressdo catabdlica normalmente existente
guando da presenca destes.

Ainda na categoria de transcricdo, a expressdo de duas RNA helicases e uma
endonuclease também foram afetadas pela auséncia de fonte de nitrogénio. O gene similar
a0 de uma endonuclease codificada em um intron do rDNA (O. sativa) teve sua expressdo
induzida pela auséncia de fonte de nitrogénio, a mesma retornando ao nivel usua apds uma
hora da adicdo de aménio. A mudanca de meio resultou numa repressdo continua da
expressdo do gene ortdlogo ao da RNA helicase DBP3 S cerevisiae), envolvida no
processamento de rRNA (Weaver, Sun et al., 1997), que pode ser atribuida a um menor

desenvolvimento do fungo em meio mais nutricionalmente mais pobre.

5.4 Efeitos da auséncia de fonte de carbono, e sua reposi¢ao, sobreT. reesal.

Para 0s experimentos de descri¢ao da resposta transcricional de T. reesel a ausércia
de fonte de carbono, seguida de sua reposicdo, foi utilizado meio minimo (Materiais e
Métodos) sem a adicdo de qualquer fonte de carbono. Com o intuito de limitar a resposta
transcriciona ao efeito da auséncia de uma fonte especifica de carbono, no caso glicose, foi
realizada ap0Os a pré-cultura em meio completo, uma etapa intermediaria de crescimento de

T. reesei em meio minimo contendo glicose a 1,0%. Assim, a substituicdo desse meio com
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glicose por meio minimo sem fonte de carbono criou uma resposta especifica a remocéo de
glicose. Similarmente, 0 pulso de glicose, para a reposicéo da fonte de carbono, também
cria uma resposta especifica a esse aglcar que pode ser diferente da observada para outras

fontes de carbono.

5.4.1 Efeito da auséncia de fonte de carbono sobre o crescimento de T. reesal.

Duas pré-culturas paralelas de T. reesei, em meio completo com glicose a 2% (111
mmol.L'Y) como fonte de carbono, foram incubadas durante 16 horas sob as condices
normais de crescimento (Materiais e Métodos). Apds esse periodo, foram realizadas a
lavagem e a substituicdo do meio por meio minimo com glicose a 1% (55 mmol.L'Y)
(Materiais e Métodos), seguidas de nova incubagdo sob as condigdes normais de
crescimento por 2 horas. Nova lavagem e substituicdo de meio foram redlizadas, agora
ressuspendendo uma das culturas em meio minimo contendo 1% de glicose e a outra em
meio minimo sem fonte de carbono. As culturas voltaram a ser incubadas nas condictes
normais de crescimento por entdo 3,5 horas, apos o que foi adicionada, a ambas as culturas,
glicose para concentracéo final de 2% e as culturas permaneceram incubadas por mais 2
horas. Aliquotas para determinacdo de massa seca e da concentracdo de glicose no meio
foram retiradas da cultura para o acompanhamento do éeito da limitagdo de fonte de
carbono sobre o crescimento de T. reesel. As curvas de crescimento celular, em funcéo da
concentracdo celular (Y) e consumo de glicose sd0 apresentadas abaixo (Figura 23 A, B e
C).

Como foi demonstrado pelas curvas de crescimento (Figura 23 A e B), aausénciade
fonte de carbono tem um efeito dréstico sobre o crescimento de T. reesei, visto que a
cultura entrou em fase estacionéria logo apds o inicio dessa limitagdo nutriciona. 1sso se
deve certamente a necessidade do microorganismo gastar suas reservas energéticas para a
manutencdo de um estado quiescente a espera de um meio em que a fonte de carbono sga
abundante.

Ao contrario do que ocorre com a de fonte de nitrogénio, que pode ser substituida
parciamente pela degradacdo de proteinas ndo essenciais durante certo periodo, a

degradacéo de fontes alternativas, e de reserva, de carbono deve manter tanto a sintese de
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componentes essenciais como a producdo de energia, 0 que invariavelmente causa a perda

de carbono na forma de CO-, devido a respiracdo. Assim, T. reesel cessa Seu crescimento

para direcionar o gasto das fontes de carbono que ainda Ihe restam para a manutencdo da

viabilidade celular.
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Figura 23: Curvas de crescimento e consumo de glicose para culturas de T. reesei em meio
minimo contendo, ou ndo, fonte de carbono na forma de glicose. A. Gréafico compar ativo das
curvas de crescimento de T. reesel em meio minimo com e sem fonte de carbono. Curvas de
crescimento e consumo de glicose de T. reesel em meio minimo sem fonte de carbono (B) e com
glicose a 1% (C). E indicado o momento em que foi realizado o pulso de glicose para
concentracao final de 2% em ambas as culturas. Y, concentracéo celular determinada por

massa seca (Materiais e Méodos)
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Ao contrario do que ocorre com a de fonte de nitrogénio, que pode ser substituida
parcialmente pela degradacdo de proteinas ndo essenciais durante certo periodo, a
degradacéo de fontes alternativas, e de reserva, de carbono deve manter tanto a sintese de
componentes essenciais como a producdo de energia, 0 que invariavelmente causa a perda
de carbono na forma de CO,, devido arespiragdo. Assim, T. reesel cessa seu crescimento
para direcionar o gasto das fontes de carbono que ainda |he restam para a manutencdo da
viabilidade celular.

Corroborando tal linha de pensamento segue o fato de que imediatamente apés a
adicdo de glicose o crescimento € rapidamente reiniciado com velocidade especifica de

crescimento () superior (m= 0,229 h') inclusive & da cultura que permaneceu em meio

com fonte de carbono (inicialmente glicose 1% - m= 0,114 hY) (Figura 24), o que indica

uma pronta retomada dos processos anabdlicos suspensos durante a fase estacionaria.

Velocidade especifica de crescimento de T. reesei em meio minimo

com glicose 2% apos, ou ndo, ausénica de fonte de carbono.
1.4 - .
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Figura 24. Gréfico de determinacdo da velocidade especifica de crescimento na fase
exponencial de culturas de T. reesei em meio minimo contendo 2% glicose apds, ou nao, a

auséncia de fonte de carbono. Os valores de logaritmo natural da concentracéo celular (Y) das
aliquotasretiradas na fase exponencial de crescimento foram plotados em fungéo do tempo de
cultura para a deter minagédo da velocidade especifica de crescimento () por regressao linear.
Para a determinacdo de m foram utilizados os dados das 3 aliquotas compreendidas no
intervalo de 4,0 a 5,5 horas de cultura. S&o apresentados os dados das respectivas regr essdes
lineares. A, coeficiente linear, B, coeficiente angular (n), R, indice de correlacéo de Pearson e
P, indice de confianca.
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5.4.2 Resposta transcricional de T. reesei a auséncia da fonte de carbono e a sua
subseqUente reposi ¢ao.

Para avaliar a resposta transcricional de T. reesei a auséncia de fonte de carbono e a
sua subsegiente reposicdo foram obtidas amostras de micélio para a extragdo de RNA das
culturas em meio minimo com e sem fonte de carbono, antes e apés a adicdo de glicose a
ambas para concentracdo de 110 mmol.L'! (Figura 25). Como descrito anteriormente
(Materiais e Métodos), as amostras de massa micelia foram filtradas e imediatamente
congeladas sob nitrogénio liquido até que fosse redlizada a obtencdo de RNA, pea
maceracdo do micélio sob nitrogénio liquido e extragcdo com o reagente TRIzol®

(Invitrogen'™ Life Technologies).

Crescimento de T. reesei em meio minimo sem fonte de carbono.
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Figura 25: Curva de crescimento da cultura de T. reesei submetida, ou nédo, a auséncia de

fonte de carbono para o estudo da resposta transcricional do fungo a esse estresse. Séo
indicados por setas os momentos da adicdo de glicose as culturas e de filtragem de micéio
para aextracdo de RNA a ser utilizado em hibridizagdes com microarrays de DNA deT. reeseai
(Materiais e Métodos).

Para analisar a resposta a auséncia de fonte de carbono, seguindo o procedimento
habitua (Materiais e Métodos), utilizourse para condicdo de referéncia o cDNA
correspondente a amostra de micélio incubada por 2 horas em meio minimo contendo
glicose 1%, que foi marcado com o fluoréforo Alexa Fluor® 555. A comparagdo foi

realizada entdo com 0 MRNA da amostra de micélio incubada pelo mesmo periodo em
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meio minimo sem fonte de carbono, marcado com o fluoréforo Alexa Fluor® 647. Para
analisar a reposta a reposicdo da fonte de carbono, o cDNA da amostra de 2 horas de
auséncia de fonte de carbono foi utilizado como condi¢éo de referéncia (marcado com o
fluoréforo Alexa FlUor® 555) para comparacdo com os cDNASs das amostras de micélio
retiradas apos 30 e 90 minutos apos a adicdo de glicose as culturas, marcados como o
fluoréforo Alexa FlUor® 647.

Apds os procedimentos de hibridizacdo das laminas de microarray, extracéo dos
dados de intensidade de fluorescéncia, normalizacdo dos mesmos por LOWESS e
identificacdo dos genes diferencialmente expressos pelo método HTSelf (Vencio e Koide,
2005), descritos anteriormente (Materiais e Métodos), foram obtidos os resultados

resumidos na tabela 5.

Tabela 5: Numero de genes para cada um dos grupos de expressao apos a analise estatistica
dos dados de razéo de fluor escéncia das r éplicas das sondas par a cada uma das hibridizactes
heter otipicas realizadas para a andlise da resposta transcricional a auséncia e reposicao de
fonte de carbono.

Experimento/ Total  Invariantes Reprimidos Induzidos Modificados

Hibridizacdo
Fonte de Carbono
Auséncia de fonte de  1.822 1.685 11 126 137 (7.5%)
carbono—-2h
Glicose 2% - 30 min 1.731 1.192 262 277 539 (31.1%)
Glicose 2% - 90 min 1.642 1.202 246 194 440 (26,8%)

Total: numero de genes de cada hibridizacdo heterotipica que foi considerado para a andlise
estatistica; Invariantes, genes cujas razdes de expressdo ficaram compreendidas entre os limites de
corte do teste HT Self; Reprimidos, genes cujas razdes de expressao ficaram abaixo do limite inferior
de corte do teste HT Self; Induzidos, genes cujas razdes de expr essao ficaram acima do limite superior
de corte do teste HTSelf; Modificados, soma e porcentagem do numero de genes Induzidos e
Reprimidos.

De forma semelhante a utilizada na andlise da resposta transcricional de T. reesei a
auséncia e reposicdo de fonte de nitrogénio, os valores das medianas das razdes de
expressdo (M) de cada um dos pontos de reposi¢cdo de fonte de carbono também foram
gjustados para refletir uma comparacdo com a condicao de referéncia da andlise de auséncia
de fonte de carbono, ou sgja, foram somados aos valores de M, correspondentes, do ponto

de auséncia da fonte de carbono. Assim, todos os valores de M passaram a se relacionar a
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amostra de referéncia de meio minimo com glicose a 1%, independentemente se fossem dos
pontos de auséncia ou reposi¢cao da fonte de carbono.

Os valores das medianas das razdes de expressdo (M) dos genes cuja expressao foi
modificada foram entdo incorporados ao banco de dados e, subsequentemente, foram
analisados aqueles presentes na auséncia de fonte de carbono e nas duas condi¢fes de
reposicdo e que apresentaram uma variagdo de duas ou mais vezes, positiva ou
negativamente, em suas razbes de expressdo em pelo menos uma dessas condicdes. Esse
conjunto final somou um total de 310 genes.

Considerando esse grupo de 310 genes, foi determinada uma distribuicdo do nimero
de genes induzidos, e dos reprimidos, em duas, ou mais, vezes para cada uma das trés

condicdes de estudo, que é apresentada na figura 26.

Numero de genes de T. reesei cuja expressao foi alterada pela auséncia
e reposigéo da fonte de carbono.
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Figura 26: Distribuicéo dosgenesde T. reesei induzidos, e dosreprimidos, para cada condicdo
de estudo da resposta a auséncia e a reposicao de fonte de carbono. Foram contados os genes

cujarazao de expressao (M) foi maior, ou igual, a 1,0 (Induzidos), e aqueles cuja M foi menor,
ou igual, a -1,0 (Reprimidos).

Para melhor relacionar os perfis transcricionais desses 310 genes na trés condicoes
de estudo (2 horas de auséncia de fonte de carbono, 30 e 90 minutos de reposicdo da
mesma, apds a adicdo de glicose para concentracdo de 110 mmol.L''), como ja
mencionado, foi arbitrariamente estipulado o valor O para a razéo de expressdo M para a
condicdo de referéncia, para a inclusdo da mesma na andise para a determinacdo dos

grupos de genes com perfil transcricional semelhante.

92



Por meio de andlise utilizando o algoritmo SOM (Self-Organizing Maps) do
programa GeneCluster v.2.1.7, com os parametros de inicializacdo por vetores aleatdrios,
busca de vizinhanga por bolhas, 100.000 iteractes com faixa de difusdo igual a 50, faixa de
aprendizado de 2 a 0,00005 e faixa e atuaizacdo de 5 a 0,0005, foram gerados, num
arranjo 5 x 4, 20 grupos de genes/ TrEST com perfil de transcricdo semelhante.

Nas péaginas a seguir (Figura 27 A, B e C) sdo apresentados os 20 grupos de genes
com perfis transcricionais, em resposta a auséncia e reposicdo da fonte de carbono,
semelhantes por melo de mapas de expressdo criados no programa TreeView
acompanhados de gréficos ilustrando as médias dos valores de razdo de expressdo para
cada condic&o e os limites desses valores para cada um dos grupos, além da identificagdo
de cada sonda (clone TrEST ou gene de T. reesei). Baseada na anotacdo atualizada (agosto
de 2005) dos clones TrEST (Materiais e Métodos), foi realizada uma classificacdo por
funcéo celular dos genes cuja transcricdo foi induzidas, ou reprimida, em resposta a
auséncia ou reposicdo de fonte de carbono. Os 310 genes / TrESTs classificados
funciona mente sdo apresentados na tabela 11 (Apéndice) conjuntamente a sua identificacdo
e aos valores das respectivas medianas da razéo de expressao (M).

Para a obtencdo de um panorama gera da resposta transcricional de T. reesel a
auséncia de fonte de carbono foram obtidas a distribuicéo das funcfes celulares em resposta
a esse estresse e a reposicao desse macronutriente. Para essa Ultima condigdo foram
considerados os genes / TrESTs que foram constantemente induzidos (M >= 1 em uma
condicdo e M > 0, na outra), ou reprimidos (M <= -1 em uma condi¢cdo e M < 0 na outra).
Os gréaficos dos resultados da séo apresentados abaixo (Figura 28). A despeito do grande
nimero de genes com funcdo desconhecida cuja expressdo foi modificada como resposta a
auséncia e reposicao da fonte de carbono e que a partir de entdo passam a ter uma
caracteristica funcional determinada, podemos distinguir claramente alguns aspectos gerais
dessa resposta em termos de funcdes celulares dos genes induzidos ou reprimidos (Tabela
11, Apéndice).
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Figura 27A: Padrdes de expressdo de genes / clones TrEST de T. reesel em fungdo da
auséncia de fonte de carbono (noC 120 min) e de pulso de glicose apoés tal limitacdo(C 30 e
90 min). Os 310 transcritos cuja expressdo foi induzida ou reprimida em 2 vezes, ou mais,
em pelo menos uma das condicdes estudadas foram agrupados através do algoritmo SOM
do pacote de andlise do programa GeneCluster 2.1.7 de acordo com seus padrdes de
expressdo. Os grupos de transcritos com padr&o de expressio similar sdo apresentados em
mapa obtido no programa visualizador TreeView. O nimero do grupo de padrédo de
expressao e a identificacdo do clone / gene sdo apr esentados a dir eita do mapa de expr essio,
assim como os gréaficos de padréo de expressao, contendo o nimero do grupo (c#) e o
respectivo nimer o de transcritos presentes.
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Figura 27B: Padrdes de expressdo de genes / clones TrEST de T. reesel em fungdo da
auséncia de fonte de carbono (noC 120 min) e de pulso de glicose apdés tal limitacdo(C 30 e
90 min). Os 310 transcritos cuja expressdo foi induzida ou reprimida em 2 vezes, ou mais,
em pelo menos uma das condicdes estudadas foram agrupados através do algoritmo SOM
do pacote de andlise do programa GeneCluster 2.1.7 de acordo com seus padrdes de
expressdo. Os grupos de transcritos com padr&o de expressio similar sdo apresentados em
mapa obtido no programa visualizador TreeView. O nimero do grupo de padrédo de
expressio e a identificacdo do clone / gene sdo apr esentados a dir eita do mapa de expr essio,
assim como os gréaficos de padréo de expressao, contendo o nimero do grupo (c#) e o
respectivo nimer o de transcritos presentes.
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Figura 27C: Padrdes de expressdo de genes / clones TrEST de T. reesei em funcédo da
auséncia de fonte de carbono (noC 120 min) e de pulso de glicose apdés tal limitacdo(C 30 e
90 min). Os 310 transcritos cuja expressdo foi induzida ou reprimida em 2 vezes, ou mais,
em pelo menos uma das condic¢des estudadas foram agrupados através do algoritmo SOM
do pacote de andlise do programa GeneCluster 2.1.7 de acordo com seus padrdes de
expressdo. Os grupos de transcritos com padrao de expressao similar sdo apresentados em
mapa obtido no programa visualizador TreeView. O numero do grupo de padrédo de
expressao e a identificacdo do clone / gene sdo apresentados a dir eita do mapa de expr essao,
assim como os gréaficos de padréo de expressao, contendo o nimero do grupo (c#) e o

respectivo numer o de transcritos presentes.
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Figura 28: Distribuicéo das fungdes celulares dos genes de T. reesal cuja expressao foi alterada
pela auséncia de fonte de carbono durante o periodo de 2 horas, ou pelo pulso de glicose na
cultura, para uma concentragdo final de aproximadamente 110 mmol.L™, realizado apds o
periodo de limitacdo. N&o houve genes cuja expressdo foi reprimida de forma significante
(duas ou mais vezes) pela auséncia de fonte de carbono por 2 horas. Ao lado de cada fatia, sdo
apresentados, respectivamente aquela fungdo celular, o nimer o de genes que sofreu alteragéo
em sua expressao e a cor respondente por centagem em relagédo ao total de genes com alter agéo.
O grupo defungéo desconhecida inclui osgenes/ clones TrEST sem similaridade de seqiiéncia
no banco de dados publico e aqueles cuja similaridade se faz com potenciais ORFs sem funcéo
anotadas em genomas sequienciados.

A auséncia de fonte de carbono induz um estado de quiescéncia em fungos no qual
cessa a proliferagéo e as reservas de carbono passam a ser utilizadas moderadamente e para
a manutencdo da viabilidade celular. Nessa condicdo ha normamente uma diminuicdo da
expresséo de genes relacionados aos processos anabdlicos e sdo induzidos genes associados
a manutencéo das células (Thomsson, Gustafssonet al., 2005).
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Entretanto, embora durante as duas horas em que T. reesei foi submetido a auséncia
de fonte de carbono o crescimento celular tenha cessado, como discutido anteriormente,
ndo foi observada a repressdo da transcricdo de genes dos processos anabdlicos que seria
esperada caso o fungo tivesse entrado em estado de quiescéncia. Esse dado indica que o
periodo de duas horas de limitagdo de fonte de carbono, ao contrério do que ocorre para a
fonte de nitrogénio, ndo € suficiente para provocar um estresse nutricional de grandes
proporgdes ao fungo.

Dentro do pequeno grupo de genes que foi induzido pela cordicdo de auséncia de
fonte de carbono e cuja maioria € composta de genes sem funcdo conhecida, destacam se
do ponto de vista metabdlico os genes de fosfoenolpiruvato carboxiquinase, isocitrato liase,
3-hidroxibutiril-CoA desidrogenase e duas aldeidos desidrogenases. Considerando a funcéo
dessas enzimas dentro do metabolismo central, fica evidente que T. reesei estava utilizando
reservas lipidicas como fonte de carbono para a manutencéo de seus processos celulares.

Em contraste com o observado para a condi¢do de auséncia de fonte de carbono, a
modificacdo do padrdo transcricional de T. reesel em resposta areposicdo da fonte de
carbono, com a adicdo de glicose para uma concentragéo repressora de aproximadamente
110 mmol.L* (2%), foi bastante significativa, distinguindo-se entre uma fase inicial de
transicao, identificado pelo padréo de expressdo apos 30 minutos da adicéo, e o estado de
crescimento exponencial normal verificado pelo padréo de expressdo apos 90 minutos.

A andlise do padrdo de expressdo génica de T. reesel apds 30 minutos da reposicao
da fonte de carbono sugere uma provével disparada metabdlica para a obtencdo de energia e
potencial redutor sintético na forma de NADPH, evidenciada pela forte inducdo da
transcricdo dos genes da glicdlise, TCA e da via das pentoses-fosfato que ndo € observada
no padrdo transcricional do fungo apds 90 minutos de reposicdo de fonte de carbono.
Considerando outros aspectos metabdlicos, a expressdo de genes relacionados ao
metabolismo de aminoécidos, cofatores e nucleotideos foi em geral induzida pela reposicéo
da fonte de carbono enquanto que a expressdo de genes relacionados a outras fontes de
carbono que ndo glicose parecem ter sentido o efeito da repressdo catabdlica, dentre os
guais os homologos de um precursor da glucoamilase I, uma endoxilanase, uma xilitol
desidrogenase e uma xilulose redutase. Genes homdlogos a varios transportadores também

tiveram uma aumento em sua expressao de forma pontual apds os 30 minutos de reposi ¢ao.
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E interessante observar que proteinas relacionadas a destoxificagio de espécies
reativas de oxigénio (ROS), como a superdxido dismutase mitocondrial e 0 homdlogo da
proteina antioxidante LsfA de A. fumigatus, tiveram sua expressdao génica iguamente
induzida, assim como a cochaperona Hps90 e a proteina de choque térmico Hsp98, da
familia das Hsp100/Clp. Apos os 90 minutos de reposicdo da fonte de carbono, a expresséo
dos genes dessas proteinas relacionadas a defesa celular ou caminhava para 0s mesmos
niveis prévios a adicéo da glicose ou se encontrava mais baixa do que tais niveis.

A expressdo de genes relacionados a divisdo celular, tanto de fatores do ciclo celular
como a histona H4, foi iguamente induzida aos 30 minutos de reposicdo nutricional,
mantendo-se acima da expressdo de referéncia mesmo ap6s 90 minutos. Em termos de
estrutura celular, foi observado o mesmo pico de inducéo de expressdo de genes da parede
celular, como as hidrofobinas, e do citoesqueleto (actind) apds 30 minutos do fim da
limitacdo de fonte de carbono. Em conjunto esses dados comprovam o reinicio do
crescimento do fungo, podendo estar o pico de indugdo em 30 minutos relacionado a maior
vel ocidade especifica de crescimento observada para a cultura que passou pela limitagéo de
fonte de carbono, com relacdo a cultura de referéncia.

Em termos de sintese e degradacdo protéica, € importante notar que a vasta maioria
dos genes gue codificam proteinas ribossomais ndo sofreu modificacdo relevante em todo o
curso desse estresse, desde a limitagdo até a reposicdo da fonte de carbono. Alguns genes
envolvidos na degradacdo protéica sofreram inducéo apds os 30 minutos da adicdo de
glicose. Considerando a sintese e processamento de RNA, a reposi¢éo da fonte de carbono
reprimiu de forma passageira a expressao de uma endonuclease, de uma ribonucleoproteina
nucleolar e de um fator de transcricdo sem especificidade conhecida. O gene de um outro
fator transcricional sem especificidade sofreu inducdo apds a adicdo de glicose, podendo
estar relacionado entédo ao controle da expressdo de genes que respondam positiva, ou
negativamente, a presenca de glicose no meio. Por fim o0 gene da proteina de repressao por
metabdlitos sulfurados teve sua expressao bastante reprimida apos 90 minutos da reposi cao
de glicose, indicando a necessidade da transcri¢éo dos genes envolvidos com metabolismo

dos aminoacidos sulfurados devido ao reinicio do crescimento do fungo.
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5.5 Comparacéo entre as respostas transcricionais de T. reesei a diferentes estresses
ambientais.

Como mencionado na Introducéo, uma resposta geral a estresses € conservada
evolutivamente e responsavel pelo fenbmeno de protecdo cruzada entre estresses, que
podem, ou ndo, ser relacionados. Na tentativa de identificar genes que pudessem participar
dessa resposta comum a diferentes estresses em T. reesel, foi realizada uma busca para
identificar os genes cuja expressdo foi alterada em resposta ao choque térmico a 40°C e
também ao tratamento com cadmio (I1) a 250 mmol.L ™%, que resultou num conjunto de 61
genes.

Esses 61 genes foram entdo agrupados, com relagdo aos seus perfis de
transcricdo em resposta a ambos 0s estresses, por meio de andlise utilizando o algoritmo
SOM (Self-Organizing Maps) do programa GeneCluster v.2.1.7, com 0S parametros de
inicializacdo por vetores aleatorios, busca de vizinhanga por bolhas, 100.000 iteragBes com
faixa de difusdo igual a 50, faixa de aprendizado de 1 a 0,00005 e faixa de atualizagéo de 5
a 0,0005, gerando, num arranjo 3 x 6, 18 grupos de genes/ TrEST com perfil de transcricéo
semel hante.

Na pagina a seguir (Figura 29) sdo apresentados os 18 grupos de genes com perfis
transcricionais semelhantes, que responderam tanto ao choque térmico quanto a adicdo de
cadmio (I1), por meio de mapas de expressao criados no programa TreeView (Figura29 A)
acompanhados dos gréficos ilustrando as médias dos valores de razéo de expressdo para
cada condicdo e os limites desses valores para cada um dos grupos (Figura 29 B), aém da
identificagdo de cada sonda (clone TrEST ou gene de T. reesai).

Considerando os genes gue tiveram padréo de expressdo semelhante em resposta ao
choque térmico a 40°C e a adicéo de cadmio (I1) na concentracdo de 250 nmol L', ou sgja,
sofreram inducdo, ou repressdo da expressdo génica, em ambas as condicdes, foram
identificados 28 genes que foram induzidos, e 12 genes que foram reprimidos. Tais genes
sd0 os melhores candidatos a participarem da resposta comum a estresses ambientais de T.
reesei. A relacdo desses genes de acordo com sua fungdo celular € apresentada na tabela 6.

e adistribuicéo das fungdes celulares pelo padréo de transcricdo, na figura 30.
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A: Os 61 transcritos cuja expressao foi induzida ou reprimida em 2 vezes, ou mais, em pelo
menos um dos pontos de tempo estudados, foram agrupados através do algoritmo SOM do
pacote de andlise do programa GeneCluster 2.1.7. Os grupos sdo apresentados através de figura
obtida pelo programa visualizador de dados TreeView. O nimero do grupo de padréo de
expressdo e a identificagdo do clone / gene sdo apresentados a direita do mapa de expressao. B:
Graficos de padrao de expressdo dos grupos de transcritos identificados pelo algoritmo SOM do
pacote de andlise do programa GeneCluster 2.1.7. Sdo apresentados o nimero do grupo (c#) e o
namer o de transcritos pertencente a cada grupo. A razéo de expressao do grupo € apresentada
pela média (linha azul) e oslimites do grupo (linhas ver melhas).



Tabela 6: Distribuicéo por fungdo celular dos genes cuja expressio foi afetada pelo choque térmico a 40°C e pela adicao de cadmio (11) para 250
mmol.L™. Sio apresentadas a funcéo e sub-funcdo celulares, a identificagio do gene / clone TrEST e sua descricio e o grupo de padréo de
expressdo ao qual pertence, de acordo com 0 agrupamento apresentado na figura 29. Os genes cuja expressdo teve mesmo comportamentoem
resposta ao choque térmico e a adi¢éo de cadmio (11) estdo destacados em cor es. osinduzidos, emver melho, e osreprimidosem verde.

Funcéo Celular I dentificacdo & Descricao Grupo

Defesa Celular

Resposta a estresses TrEST-A3340 30 kDaheat shock protein (P19752) [N. crassa] 1
TrEST-A0004  Heat shock protein Hsp98 (P31540) [N. crassa] 2
TrEST-A0074  Heat shock protein Hsp98 (P31540) [N. crassa) 2
TrEST-A2012  Probable Dnal-like heat-shock protein (EAK98400) [C. albicans] 3
TrEST-A2428  Molecular chaperone Hsp90 (EAL85888) [A. fumigatus] 3
TrEST-A0191  Stressresponse Rci peptide (EAL92348) [A. fumigatus] 5

Sinlaizacdo Celular

Efetores/moduladores TrEST-A1813 Related to Pall protein (Q9P6T5) [N. crassa) 4
Modificagéo protéica TrEST-A1058  Calnexin (EAL89509) [A. fumigatus] 9
Estrutura Celular
Parede celular TrEST-A3142  Putative N-acetyl glucosamine-6-phosphate deacetylase NagA (EAL87759) [A. fumigatus] 3
M etabolismo
Aminoacidos TrEST-A2908  Glycine cleavage system T protein (EAL90405) [A. fumigatus] 8
TrEST-AQ758  Probable glycine decarboxylase P subunit (CAE76410) [N. crassa) 14
Energia/ciclo TCA TrND4 NADH::ubiquinone oxidoreductase chain 4 (AAL74179) [T. reesai] 12
TrND5 NADH::ubiquinone oxidoreductase chain 5 (AAL74164) [T. reesei] 12
Lipideos TrEST-A3673  Fatty acid synthase subunit alpha (P15368) [P. griseofulvum] 14
AcUcares/glicélise TrEST-A2258  Endochitinase classV precursor (AAL84699) [H. virens] 11
Transporte TrEST-A1842  ADP,ATP carrier protein (P02723) [N. crassa] 14

TrEST-A0901 Metalloreductase (EAL85037) [A. fumigatus] 17



Funcéo Celular I dentificacdo & Descricao Grupo

Sintese Protéica

Degradacao protéica TrEST-A4209  26S proteasome regulatory subunit-like protein (AAW69328) [M. grisea] 4
TrEST-A1821  Autophagy-related ubiquitin-like modifier Atg-8 (Q8WZY 7) [N. crassa] 10
TrEST-A0595 Subtilisin-like serine protease PR1H (CAC95047) [M. anisoplia€] 15
TrEST-BO7HO02  Serine protease 2 (CAC85639) [P. brassicae] 15

Modificagdo pos TrEST-A0636 Polyubiquitin 5 (UQBY) [S. cerevisiag] 6

traducional/enderecamento
TrEST-A3488 Putative protein-vacuolar targeting-related protein (AAW40887) [C. neoformans] 8

Proteinas ribossomais TrEST-B15D12 Ribosomal protein L27 (EAL88345) [A. fumigatus] 3
TrEST-BO6A02 Cytosolic small ribosomal subunit S15 (EAL86942) [A. fumigatus] 9

Sintese de RNA

Fatorestranscricionais TrEST-A3675  Multiprotein bridging factor (Q53IP3) [G. fujikuroi] 9
TrEST-A3454  Transcription factor (CAC88374) [H. jecorina] 10

N&o classificadas

Outros genes TrTRS1 Trichodermareesei DNA fragment trsl (Y 14562) [T. reesei] 12
TrEST-B0O6D08 Aminotransferase classV (EAL90276) [A. fumigatus] 14

Desconhecida

Relacionados a outras ORFs TrEST-B12D05 Hypothetical protein FG01866.1 (EAA67401) [G. zea€] 3

putativas

TrEST-A2618 Hypothetical protein FG01267.1 (EAA70576) [G. zeag] 5
TrEST-A1999  Hypothetical protein FG02234.1 (EAA69401) [G. zeae] 6
TrEST-A3946 Hypothetical protein FG10202.1 (EAA70045) [G. zeag] 6
TrEST-A3747  Hypothetical protein FG07160.1 (EAA76619) [G. zeae] 7
TrEST-A2606  Hypothetical protein MG07328.4 (EAA56973) [M. grisea) 7
TrEST-A3430 Hypothetical protein FG02859.1 (EAA72359) [G. zeag] 9
TrEST-A2812 Hypothetical protein FG01555.1 (EAA68510) [G. zeag] 10
TrEST-B14G08 Hypothetical protein FG06563.1 (EAA78348) [G. zeae] 14



Funcéo Celular I dentificacdo & Descricao Grupo

Desconhecida

Relacionados a outras ORFs TrEST-A0150  Hypothetical protein FG03319.1 (EAA71063) [G. zeag] 16

putativas
TrEST-A3427  Hypothetical protein FG09205.1 (EAA77045) [G. zeag] 16
TrEST-A3863  Hypothetical protein FG03319.1 (EAA71063) [G. zeag] 16
TrEST-A0358  Hypothetical protein FG04780.1 (EAA75739) [G. zeae] 17
TrEST-A2651  Hypothetical protein FG04780.1 (EAA75739) [G. zeag] 17
TrEST-A3914  Hypothetical protein FG02131.1 (EAA69762) [G. zeag] 17

Semsimilaridade TrEST-A0066 2
TrEST-A3112 3
TrEST-B27G10 3
TrEST-A1667 5
TrEST-B06F12 6
TrEST-A2520 8
TrEST-AQ0277 11
TrEST-A1879 11
TrEST-A3996 12
TrEST-A4034 13
TrEST-B33H12 13
TrEST-A1718 14
TrEST-A2609 15
TrEST-B28B09 15
TrEST-B35G01 15
TrEST-A3804 18
TrEST-B06CO7 18

Genes comumente induzidos Grupos1al.
Genes comumente reprimidos Grupos 14, 17e 18.



Induzidos pelo choque térmico Reprimidos pelo choque térmico
e pela adicao de caddmio (I1). e pela adicdo de cadmio (I1).

7, 25%

3; 25%
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Figura 30: Distribuicdo das fungdes celulares dos genes de T. reesel cuja expressdo foi alterada
pelo choque térmico a 40°C e pela adicéo de cadmio (11) a 250 nmol.L™. Ao lado de cada fatia,
sao apresentados, respectivamente aquela funcdo celular, o nUmero de genes que sofreu
alteracdo em sua expressao e a cor respondente por centagem em relacéo ao total de genes com
alteracdo. O grupo de funcdo desconhecida inclui osgenes/ clones TrEST sem similaridade de
seqliéncia no banco de dados publico e aqueles cuja similaridade se faz com potenciais ORFs
sem funcéo anotadas em genomas seqienciados.

Como visto na tabela 6 e na figura 30, metade dos 28 genes comumente induzidos
em choque térmico a 40°C e em resposta a adi¢do de ions de cadmio (I1) a 250 mmol.L-1
ndo tem funcéo conhecida, sendo 7 genes identificados com proteinas hipotéticas e oustros
7 sem similaridade de seqiéncia.

Dentre os demais 14 genes, a funcdo que mais se destaca sdo certamente os genes de
defesa celular relacionados justamente a resposta a estresses. genes que codificam para
proteinas de choque térmico HSP30, HSP90, HSP98 e DNAJ e um peptideo de resposta a
estresse de A. fumigatus. A HSP98, da familia das proteinas HSP100/CLP e similar a
proteina HSP104 de S cerevisiae e S. pombe, certamente funciona como membro da
resposta comum a estresses, visto sua funcdo altamente conservada de desagregacéo de
polipeptideos desnaturados que podem aparecer em funcdo das mais diversas condicdes de
estresse. A co-chaperone HSP90, a HSP30 e a ATPase DNAJ também estdo envolvidas na
renaturacao de proteinas que perderam sua conformagao nativa em funcdo desses estresses.

Além desses, sdo induzidos em ambos 0s estresses: 0 gene do co-sensor PALI,
relacionado & via de traducéo de sinal de resposta ao pH extracelular em A. nidulans; o

gene para a N-acetilglucosamina-6-fosfato desacetilase (NAGA), que esta relacionada a
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reciclagem da parede celular danificada em funcéo de estresses; 0 gene para a proteina T do
sistema de clivagem da glicina, responséavel pela sintese de N° N°-metileno-tetraidrofolato;
0S genes para poliubiquitina e de uma subunidade regulatdria do proteasomo que
certamente induzem a degradacéo protéica de peptideos disfuncionais que estejam aém da
capacidade de renaturaco das chaperonas; dois genes para proteinas ribossomais e um para
uma proteina responsavel pelo enderecamento vacuolar de peptideos

Por fim, o co-fator transcricional MBF1, responsavel pela interacdo entre dominios
de ligacdo a DNA de transativadores e o fator basal de transcricdo TBP, também sofreu
inducdo em ambos 0s estresses. Especula-se MBF1 promova uma maior estabilizagdo da
interacdo entre transativadores e TBP, que leavaria a0 aumento da transcricdo de certos
genes em condicdes em que o transativador necess&rio para a expressdo dos mesmos
estivesse presente. Tal hipdtese € corroborada pelo fato de que sua delecdo em S, cerevisiae
ndo € letal, mas diminui a transcricdo de genes dependentes do transativador GCN4,
aumentando a susceptibilidade dos mutantes ao composto 3-aminotriazol. A especificidade
de MBF1 em relacdo ao transativador parece ndo ser conservada, visto que somente sua
regido C-termina que interage com TBP tem similaridade de seqiiéncia entre proteinas de
diversos organismos. Pode-se imaginar assim que MBFL1 potencialize a transcricdo de
genes normalmente expressos em niveis mais baixos cujos produtos sdo necessarios para a
resposta comum a estresses de T. reesei.

Dentre os 12 genes reprimidos comumente no choque térmico e na adicdo de
cadmio (1), 7 ndo tém fungéo conhecida, sendo 4 produtos similares a proteinas hipotéticas
e ou 3 demais sem similaridade. Os 5 genes com funcdo conhecida sdo: 0 gene para a
subunidade P do complexo de clivagem da glicina, responsével pela descarboxilagdo da
glicina numa reagdo dependente de piridoxa-fosfato; o gene para uma subunidade da
sintase de &cidos graxos, o gene para a translocagdo de ADP/ATP através da membrana
mitocondrial; o gene para a metaloredutase, responsavel pela reducdo e absorcdo de ions
metalicos do meio extracelular; e o gene para uma aminotransferase.

Com o intuito de confirmar o padréo de expressdo verificado através dos
microarrays e realizar uma comparacdo de forma mais controlada entre as respostas
transcricionais de alguns genes frente aos quatro estresses estudados, foi realizada a andlise

da expressdo génica por meio de Northern blot e hibridizacdo das membranas com sondas
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especificas radioativamente marcadas. Os genes estudados foram o da fator de clivagem
envolvido na sinalizagdo para a sintese de esterdis, Scap (SREBP-cleavage activating
protein); o do co-sensor relacionado a sinalizacdo por pH, Pall; o da proteina quinase A,
dependente de cCAMP, Pka ; o da proteina de choque térmico Hsp98; os dos fatores
transcricionais Mbfl, Hacl (envolvido na resposta a proteinas desnaturadas), Atf21
(envolvido na expressao de genes reprimidos pela repressao catabdlica por nitrogénio) e o
de um fator transcricional sem especificidade (TrEST-A3600). Como controle da
concentracdo de RNA aplicado nos géis, foi realizada a hibridizacdo com sonda especifica
para RNA ribossomal 25S. As auto-radiografias dessa andlise comparativa sao apresentadas
na figura 31.

De forma geral, os resultados da figura 31 correspondem aos obtidos pelos
microarrays, considerando que as taxas de indugdo ou repressdo dada pelos dados de
microarray indicam muito mais uma tendéncia do que valores quantitativamente precisos.
Assim, comprovaram-se em resposta a0 choque térmico a 40°C as indugdes de expressao
dos genes Scap, Pal, Mbfl, Hsp98 e uma leve repressdo do gene Hacl. As indugdes da
expressao dos genes Mbfl, Hsp98 e Atf21 e a repressao da expressdo do gene do fator
transcricional codificado pelo TrEST-A3600 em funcdo da auséncia de fonte de nitrogénio
também foram ratificadas.

A inducdo da expressdo de Pall pela presenca de ions de cadmio (I1) foi igualmente
anotada, ainda que pelo northern blot tenha se mostrado como uma resposta transiente apos
30 minutos da adicdo embora os dados do microarray indicassem que ela se mantinha
durante todo o periodo estudado. Outras discrepancias foram as indugdes da expresséo de
Pall e Mbfl na auséncia de fonte de carbono que ndo apareceram nos dados de analise
comparativa dos microarrays de fonte de carbono. Nesse caso, porém, é importante lembrar
gue as tabelas comparativas sd contem genes para 0s quais houvesse dados estatisticamente
relevantes nas trés condicdes estudadas, ou sgja, para auséncia de carbono por duas horas e

para 30 e 90 minutos apods a reposicao da fonte de carbono pela adicdo de glicose.
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Figura 31: Confirmacdo dos padrdes de expressdo de alguns genes de T. reesei em resposta a diferentes
estresses ambientais, inicialmente indicados pela andlise de microarrays, através de northern blots
(Materiais e Métodos). Sdo exibidos dados de autorradiografias reveladas apGs exposicdo a membranas
hibridizadas por 12 horas. A. Padrdes de expressdo génica do fator SREBP-cleavage activating protein
(SCAP), envolvido na ativagdo de genes de esterdis; do co-sensor PALI, do sistema de traducgéo de sinal
regulado pelo pH e de um fator de transcrigdo sem especificidade definida (TrEST-A3600), em funcdo do
tempo de chogue térmico a 40°C, presenca de 250 nmol.L-1 Cd?*, e auséncia e reposicido de fontes de
carbono e nitrogénio. B. Padr 6es de expressdo génica do co-fator transcricional Multiprotein bridging factor
1 (MBF1), da proteina quinase dependente de AMP ciclico (PKA), da proteina de choque térmico HSP98, do
fator transcricional HAC1, envolvido na resposta a proteinas desenoveladas, e do fator transcricional
ATF21, envolvido na regulacdo da expressao génica por disponibilidade nutricional, em fun¢do do choque
térmico a 40°C e presenca, auséncia e reposicao de fontes de carbono e de nitrogénio. Como controle de
aplicacdo do RNA nos géis foi realizada hibridizacdo com sonda do rRNA 25S de T. reesei. Glu 1% - glicose
1%, No C —auséncia fonte de carbono, Glu 2% - glicose 2%, Pré-cult. —pré-cultura em meio completo, no
N —auséncia de fonte de nitr ogénio.



Com perspectivas futuras de aprofundar a andlise da variagdo da expressdo génica
de T. reesai frente a condicOes adversas e dessa forma identificar novos mecanismos que
organismo eucariéticos multicelulares possam utilizar para responder a tais desafios, foi
realizada uma comparacdo inicial dos genes cuja expressdo foi aterada em resposta a
chogue térmico a 40°C, a presenca de ions de cadmio (I1) e a hipdxia / andxia transiente
(tabela 7), visto a grande variacdo da expressdo génica de T. reesel em funcdo da
disponibilidade de oxigénio (Bonaccorsi, 2003; Bonaccorsi, 2005). Genes induzidos, ou
reprimidos, nos trés estresses podem ser considerados como 0s mais provaveis membros de
uma resposta comum a estresses ambientais.

Dos 23 genes com variagdo relevante na expressdo génica, presentes nos dados
obtidos para esses trés estresses, 8 foram comumente induzidos e somente 2 comumente
reprimidos. Os genes reprimidos nos trés estresses codificam uma proteina similar a uma
proteina hipotética de Giberella zeae e a metalorredutase, indicando que a captacdo de ions
de metais de transicdo, como processo de transporte ndo-essencial, durante a adaptacéo a
uma nova condi¢cdo ambiental é suspensa.

Dentre os genes induzidos nessas trés condicfes, incluemse aqueles para as
proteinas de choque térmico HSP30 e HSP98, para o co-sensor PALI e paraaNAGA, além
de dois genes cujos produtos ndo tém similaridade e um com similaridade a uma proteina
hipotética de G. zeae. Claramente, pelas funcbes que desempenham na desagregacdo e
renaturacdo de proteinas (HSP98 e HSP30), na reciclagem da parede celular (NAGA) e na
traducdo de um sinal, que pode ndo estar mais relacionado a condicdo da membrana
plasmética do que ao pH do meio especificamente (PALI), tais genes fazem parte da
resposta comum a estresses de T. reesal. Visto que a inducdo da expressdo do gene de
MBF1 foi verificada em hipoxia / andxia transiente através de Northern blots (Bonaccors,
2003; Bonaccorsi, 2005) e que o gene é induzido me choque térmico e pela presenca de
ions de cadmio (I1) (tabela 6), é igualmente comprovada sua atuacdo na resposta comum a
estresses.
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Tabela 7: Genes cuja expressdo foi afetada pela adi¢do de cadmio (11) ao meio, pelo choque térmico a 40°C e por hipoxia / anoxia transiente ([O,] < 0,2
mg.L ™). A expressdo dos genes em cada estresse esta representada pelos grupos de expressdo em que foram incluidos. Os genes cuja tendéncia de
expressdo nos trés tipos de estresse foi semelhante estdo destacados em vermelho, se induzidos, ou em verde, se reprimidos. Os grupos de expressdo que
representam, em cada caso, os genes induzidos e os reprimidos séo indicados.

Grupo Grupo Grupo

Funcéo Cd(l)y  40°C 0,

ID Clone & Descricao

Defesa Celular

Resposta a estresse TrEST-A3340 30 kDa heat shock protein (P19752) [N. crassa 1 2 3
TrEST-A0004  Heat shock protein Hsp98 (P31540) [N. crassd] 2 4 5
TrEST-A0074  Heat shock protein Hsp98 (P31540) [N. crassa] 3 4 5
TrEST-A2012  Probable Dnal-like heat-shock protein (EAK98400) [C. abicang) 7 6 14
TrEST-A0191  Stress response Rci peptide (EAL92348) [A. fumigatus] 2 11 15

Sinalizacdo Celular

Efetores/moduladores TrEST-A1813 Related to Pall protein (Q9P6TS5) [N. crassa) 4 11 6

Modificacao protéica TrEST-A1058  Calnexin (EAL89509) [A. fumigatus] 5 16 14

Estrutura Celular

Parede celular ;rurnqu—atﬁ;MZ Putative N-acetylglucosamine-6-phosphate deacetylase (NagA) (EAL87759) [A. 6 6 3

Metabolismo

Transporte TrEST-A0901  Metalloreductase (EAL85037) [A. fumigatus] 15 28 12

Sintese Protéica

Degradacdo protéica TrEST-BO7HO2 Serine protease 2 (CAC85639) [P. brassicae] 6 20 11
TrEST-A0595  Subtilisin-like serine protease PR1H (CAC95047) [M. anisopliag] 4 20 14

Desconhecida

Relacionada a provavel ORF TrEST-A3747  Hypothetical protein FG07160.1 (EAA76619) [G. zeag] 3 8 6
TrEST-A3914  Hypothetical protein FG02131.1 (EAA69762) [G. zeae] 14 28 6
TrEST-A0358  Hypothetical protein FG04780.1 (EAA75739) [G. zeag] 15 28 12
TrEST-A2812  Hypothetical protein FG01555.1 (EAA68510) [G. zeag] 4 14 14
TrEST-A0150  Hypothetical protein FG03319.1 (EAA71063) [G. zeag] 8 22 14
TrEST-A2606  Hypothetical protein MG07328.4 (EAA56973) [M. grisea) 6 12 15
TrEST-A3863  Hypothetical protein FG03319.1 (EAA71063) [G. zezg] 4 22 15

Sem similaridade TrEST-A0066 2 4 5
TrEST-B27G10 6 6 6
TrEST-A0277 2 21 11
TrEST-A2520 3 12 14
TrEST-A1667 2 11 15
Genes induzidos lall lal4 0a9
Genes reprimidos 12a15 15a30 10a15



Dentre os demais genes que sofreram variagdo tanto em choque térmico como na
presenca de cadmio e na hipoxia / andxia transiente, sdo igualmente interessantes agjueles
gue tém o mesmo comportamento em dois estresses, mas diferenciado num terceiro. Assim,
verificam-se dois grupos bem distintos com tal comportamento: o primeiro é de genes que,
embora induzidos em choque térmico e pela presenca de ions de cadmio (l1), sdo
reprimidos na hipoxia / andxia transiente; e 0 segundo € o de genes reprimidos tanto em
choque térmico quanto em hipoxia/ andxia transiente, masinduzidos pela presenca de ions
de cadmio (I1).

No primeiro grupo se encontram os genes da ATPase DNAJ, do ortélogo do
peptideo de resposta a estresse RCI de A. fumigatus, e de dois transcritos sem fungdo
conhecida e de outros dois sem similaridade de sequéncia protéica. Tais genes, portanto,
ndo fazem parte de uma resposta comum a estresses, nas devem responder ao estresse
oxidativo que é verificado tanto em choque térmico como resultado da diminuicdo da
reserva antioxidante de glutationa devido a presenca de ions de cadmio (11).

No segundo grupo se encontram 0s genes de duas serina proteases, da calnexina,
que atua como chaperone molecular e estd4 relacionada a producdo de peroxidase
mitocondria (dependente de manganés) e de tioperoxidases; e de trés genes com produtos
sem funcdo: dois similares a proteina hipotéticas de G. zeae e um sem smilaridade de
sequiéncia protéica. Considerando que esses genes sdo reprimidos normamente reprimidos
em resposta a outros estresses que ndo a presenca de ions de cadmio (l1), podemos
consideré&-los como membros da resposta mais especifica a essa condicdo. As ®rinas
proteases promovem a degradacéo de proteinas e peptideos afetados pela complexacdo de
seus grupos sulfidris pelos ions de cadmio (1) enquanto a calnexina promove a renaturacao,
ou o enovelamento de novo, de enzimas relacionadas a eliminacéo de radicais que possam
ter se formado devido a oscilagdo no potencia redox intracelular resultante da diminuicéo
dareserva de glutationa, certamente utilizada para a complexacdo dos ions de cadmio (I1) e
destoxificagdo do meio intracelular.
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6 —CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Por ser um organismo saprofito cujo habitat natural € o solo, Trichoderma reesel
pode se encontrar sob condicbes de estresse envolvendo a limitagdo de micro e
macronutrientes, a presenca de concentragcOes nocivas de ions de metais pesados e a
variagdo do pH. Essas condigbes, assim como o crescimento sob temperaturas elevadas,
podem ser ainda mais comuns em cultivos industriais em que T. reesei € utilizado por suas
caracteristicas de alto poder de sintese e secrecdo de proteinas.

A andlise davariacdo da expressdo génica de aproximadamente 2.000 transcritos de
T. reesel em funcdo do chogue térmico a 40°C, da presenca de ions de cadmio (1) em
concentracdo de 250 mmol.L?, e da auséncia de fontes de carbono ou de nitrogénio,
apontou que, como em S cerevisiae e S. pombe, varios genes tiveram um padrdo de
EXPressdo comum em resposta a esses estresses, além dagueles muitos cuja expressao
variou especificamente em resposta a um determinado estresse.

Em geral, as respostas aos estresses se compuseram da regulagdo negativa da
transcricéo de genes envolvidos em processos com alta demanda de energia como a sintese
protéica, evidenciada pela repressdo da expressdo de genes de proteinas ribossomais e do
anabolismo. Em contrapartida, genes codificando proteinas relacionadas a defesa celular,
como chaperonas, tiveram sua expressao induzida.

As respostas a0 choque térmico e ao tratamento com cadmio Il se mostraram
bastantes semelhantes. Genes relacionados a utilizacdo de reservas lipidicas foram
induzidos tanto na auséncia de fonte de carbono quanto de nitrogénio. A auséncia de fonte
de nitrogénio também induziu a expressao de genes relacionados a degradacéo de proteinas
e nucleotideos para sua utilizagdo dos catabdlitos como fonte aternativa de nitrogénio na
manutencdo da viabilidade celular.

Foram identificados reguladores transcricionais e componentes de vias de
snalizacdo celular com expressdo diferenciada frente a esses diferentes estresses

ambientais, que podem estar dessa forma relacionados a resposta especifica a um

determinado estresse ou comum a varios.
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A maior parte dos genes cuja expressao se aterou em fungdo dos diversos estresses
ambientais estudados ainda ndo tem fungdo celular conhecida, sendo essa observacdo uma
contribui¢do importante para sua anotagdo funcional.

A ampliacéo da analise desses dados com a introducéo dos dados provenientes dos
experimentos de limitacdo nutricional em comparagdo a disponibilidade de oxigénio
certamente fornecera um maior entendimento da resposta geral e especificade T. reesel a
estresses ambientais, que se espera poder ser aplicado tanto em pesquisa sobre 0s
mecanismos celulares e fisiol gicos do fungo quanto em aplicacfes industriais.

Outra é&rea de interesse a ser desenvolvida no futuro € a determinacéo das vias de
traducdo de sinal, seus componentes e os fatores transcricionals que possam estar
envolvidos na resposta a estresses em T. reesei e sua comparacdo com as ja conhecidas vias
de leveduras e de eucariotos superiores. Para tanto, sera necesséria andlise mais detalhada
da expressdo de fatores transcricionais e proteinas relacionadas a sinalizagéo celular frente
aos diferentes estresses estudados nesse trabal ho.

Uma vez que o fungo filamentoso Trichoderma reesel vem se tornando um
organismo de valor biotecnolégico por sua caracteristica de alto poder de sintese e secrecéo
de proteinas, esperamos que os dados apresentados fornecam um maior entendimento dos
processos celulares desse organismo e possam subsidiar futuros projetos visando uma
melhor adaptacdo do mesmo a ambientes industriais.
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APENDICE.

Este apéndice consiste de tabelas contendo os dados de expressdo génica dos clones
TrEST / genes de Trichoderma reesei, sob as quatro diferentes condicOes de estresse
ambiental estudadas (choque térmico, presenca de cadmio I, auséncia e reposicdo de fontes
de carbono e de nitrogénio), obtidos através da técnica de “microarray” de cDNA e
tratamento estatistico-matemético descritos em Materiais e Métodos.

Os clones / genes de T. reesei estdo agrupados segundo sua suposta fungdo celular
de acordo com sua anotagéo a partir do banco publico de dados, que também apresenta o
nimero de acesso e 0 organismo ao qual pertence a seqiiéncia mais relevante com melhor
similaridade.

Os dados de expressdo fornecidos estédo na forma de logaritmo na base 2 da relagéo
entre a condicdo de estudo e a condicdo de referéncia. E fornecido o niimero do grupo de
expressdo a que cada clone / gene se situou em cada uma das condic¢des pela andlise através
do algoritmo SOM.
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Tabela 8: Dados de expressédo do experimento de Choque Térmico a 40°C. Os clones TrEST/ genes de T. reesei estdo agrupados segundo a fungao celular em que foram anotados. Os dados de
anotacdo apresentados séo a identificacdo do clone, o codigo de acesso para a seqléncia similar mais relevante e o organismo da qual proveio. Os dados de expressdo sdo o grupo de padréo
de expresséo e os valores do logaritmo, na base 2, da razdo das fluorescéncias normalizadas (M) para os pontos de 15, 30 e 60 minutos apds o inicio do choque térmico a 40°C, e 60 minutos
apoés o retorno a temperatura normal de cultura (28°C).

40 °C 28°C
Funcéo Qone ID & Identificacéo Grupo Omin 15min 30 min 60 min 120 min
Defesa Celular
Destoxificag@o Tr EST- A0033 Rel ated to phenol 2-nonooxygenase (CAE76270) [N crassa] 8 0.00 1.12 1.52 1.45 -0.76
Tr EST- AO307 Cytochrone P450 (AAMABI16) [G zeae] 9 0.00 0.52 1.19 1.19 0.13
Tr EST- A3343 Super oxi de di snutase [ M), mitochondrial precursor (Q@Y783) [N crassal 16 0.00 -0.49 -0.50 0.25 1.13
Tr EST- A0803 Monooxygenase (EAL84931) [A funmi gatus] 17 0.00 0.17 -0.55 -0.56 -1.10
Tr EST- A3699 Rel ated to phenol 2-nonooxygenase (CAE76270) [N crassal 17 0.00 -0.57 0.14 -0.01 -1.41
Tr EST- A0620 Rel ated to gl yoxal oxidase precursor (CAE76318) [N crassal 24 0.00 -2.06 -3.35 -3.72 -0.12
Tr EST- A4158 Rel ated to gl yoxal oxidase precursor (CAE76318) [N crassal 24 0.00 -1.64 -2.65 -3.17 -0.45
Tr EST- A1642 Probabl e protein disul fide-isonerase precursor (erp38) (@2249) [N crassal 29 0.00 -1.17 -2.00 -0.57 0.36
Resposta a estresse Tr EST- A3340 30 kDa heat shock protein (P19752) [N crassal 2 0.00 6.67 7.06 5.74 2.46
Tr EST- AO004 Heat shock protein Hsp98 (P31540) [N crassal 4 0.00 4.85 3.90 2.63 -0.59
Tr EST- AO074 Heat shock protein Hsp98 (P31540) [N crassa] 4 0.00 4.59 3.86 2.64 -0.58
Tr EST- A2428 Mol ecul ar chaperone Hsp90 (EAL85888) [A funi gatus] 4 0.00 3.39 3.85 2.77 -1.28
Tr EST- A2012 Probabl e DnaJ-1i ke heat-shock protein (Ydjl) (EAK98400) [C. al bicans] 6 0.00 2.73 2.86 1.44 -0.86
Tr EST- A2330 Put ati ve Hsp70 chaperone (Bi P) (EAL87329) [A fumi gatus] 6 0.00 2.46 2.10 1.35 0.92
Tr EST- A3968 Heat shock protein 70 kDa (AAP40020) [H jecorina] 6 0.00 2.38 2.98 1.72 -0.78
Tr EST- A3124 Rel ated to DNAJ-1ike protein honol og (CAC28838) [N crassal 7 0.00 1.40 1.47 1.54 -0.51
Tr EST- B16D11 Rel ated to Hsp90 associ ated co-chaperone (CAD21185) [N crassal 7 0.00 1.38 1.82 1.29 -0.31
Tr EST- A0696 Put ati ve Hsp70 chaperone (HscA) (EAL85162) [A fum gatus] 10 0.00 1.17 1.22 0.52 0.33
Tr EST- A0191 Stress response RO peptide (EAL92348) [A funigatus] 11 0.00 1.32 1.91 1.55 -3.27
Tr EST- A0496 Probabl e heat - shock protein hsp60 (CAB91379) [N crassa] 13 0.00 0.55 0.43 0.35 -1.14
Tr EST- A2568 Hypoxi a-i nduchi |l e gene 1 (H Gl) (AAD33954) [H sapiens] 13 0.00 0.42 0.23 -0.07 -1.30
Diviséo Celular
Ciclo celular Tr EST- A0423 Checkpoi nt forkhead associated with RING 2 (Chf2) (DAAD5594) [S. cerevi siae] 18 0.00 0.39 -0.63 -2.97 1.80
Tr EST- A1043 Septin B (EAL86934) [A fum gatus] 23 0.00 -1.13 -1.61 -1.46 0.08
Estrutura dos cromossomos Tr EST- A0933 Put ati ve hi stone chaperone (ASF1) (EAL92478.) [A fum gatus] 19 0.00 -0.91 -1.44 -1.16 0.27
Tr EST- A2858 H stone H4 (EAA65376) [A nidul ans] 25 0.00 -0.77 -1.80 -0.96 0.75
Tr EST- A1561 H stone H3 (P07041) [N crassa] 26 0.00 -1.23 -2.15 -1.63 0.59
Tr EST- BO8B02 Put ati ve nucl eosore binding protein (Nhp6a) (EAL92420) [A fumi gatus] 26 0.00 -1.06 -1.96 -1.36 1.23
Sinalizacédo Celular
Canais e proteinas de transporte  Tr EST- A3723 Putative cal ci um P-type ATPase NCA-2 (CAE85558) [N crassal 14 0.00 -0.69 1.00 0.23 -1.18
Tr EST- A1513 Putative transport protein (NP_588478) [S. ponbe] 15 0.00 0.05 0.79 0.72 -2.16
Tr EST- B35B09 Rel ated to ER transl ocation conpl ex chain SEC66 (CAE76490) [N crassal 16 0.00 0.00 -0.13 -0.08 1.39
Efetores e moduladores Tr EST- A3462 Shol osnosensor protein (EAL91757) [A fum gat us] 19 0.00 -1.10 -0.81 -0.82 0.12
Sinalizadores intracelulares Tr EST- A1694 G protein al pha subunit (AAOL8659) [H virens] 9 0.00 0.62 1.19 1.22 -0.10
Tr EST- A3867 Rho3 protein (CAC0376) [H jecorinal 30 0.00 -1.13 -0.29 -0.31 -0.71
Modificacéo protéica Tr EST- A0783 Rel ated to protein phosphatase 1 regul ator (Q c8)(CAD21258) [N crassa] 7 0.00 1.84 2.02 1.33 -0.50



Funcéo done ID & Identificacéo Grupo O min 15min 30 min 60 min 120 min

Sinalizac&o Celular

Modificacéo protéica Tr EST- A2158 Rel ated to protein-tyrosi ne- phosphat ase (CAB91306) [N crassa]l 7 0.00 0.88 1.86 1.38 -0.26
Tr EST- A3670 Putative protein kinase (EAL89894) [A fum gatus] 8 0.00 1.25 0.90 0.65 -1.33
Tr EST- A2011 CAWP- dependent protein kinase catal ytic subunit (CAQ3748) [B. fuckeliana] 9 0.00 0.38 1.16 0.86 0.54
Tr EST- A1058 Cal nexi n (EAL89509) [A fum gat us] 16 0.00 0.69 0.68 0.05 1.26
Tr EST- A1661 Probabl e di s1- suppressing protei n ki nase Dskl (CAD79655) [N crassal 17 0.00 -0.32 -0.90 -0.82 -1.55
Tr EST- A3919 Rel ated to protein tyrosine phosphatase PPS1 (CAD21139) [N crassal 19 0.00 -1.36 -0.73 -0.60 -0.34
Tr EST- B12C11 Put ati ve serine/threoni ne phosphatase 2C ptc2 (AAP92916) [H jecorina] 19 0.00 -1.24 -1.50 -1.07 0.27
Tr EST- A3138 Casein kinase I, alpha chain (BTGL3) [N crassa] 29 0.00 -1.51 -1.75 -0.94 0.51
Tr EST- A0194 Serine/threoni ne ki nase R M5 (NP_116620) [S. cerevisi ae] 30 0.00 -1.39 -0.32 -0.37 -0.56

Estrutura Celular

Parede celular Tr EST- A3472 Putative cell wall glucanase (EAL86311) [A fum gatus] 5 0.00 2.04 2.65 2.15 -1.47
Tr EST- A3142 Put ati ve N-acetyl gl ucosam ne- 6- phosphat e deacetyl ase (EAL87759) [A fum gat us] 6 0.00 2.60 2.49 1.76 -0.30
Tr EST- A3360 1, 3-bet a- gl ucanosyl transf erase Gel 2 (EAL88984) [A fum gat us] 8 0.00 1.08 1.29 1.17 -1.09
Tr EST- A2896 Putative cell wall glucanase (EAL86311) [A fum gatus] 13 0.00 1.04 1.03 0.30 -1.04
Tr EST- B16@Q09 Extracel lular matrix protein precursor (AAL47843) [F. oxysporunj 18 0.00 -0.24 -0.79 -1.26 0.22
Tr HFB2 Hydrophobin 11 (Y11894) [T. reesei] 18 0.00 0.39 0.11 -1.49 1.42
Tr EST- A4289 Rel ated to beta- N-acetyl gl ucosani ni dase (CAE85548) [N crassa] 19 0.00 -1.71 -1.02 -0.99 -0.04

Citoesqueleto Tr EST- A4298 Ki nesi n (AACB9284) [B. fuckeliana] 30 0.00 -1.12 -0.03 0.06 -0.08

Metabolismo

Aminoécidos Tr EST- A2908 dycine cleavage system T protein (EAL90405) [A fum gatus] 12 0.00 1.53 1.49 0.42 -2.30
Tr EST- A3986 Probabl e car banoyl - phosphat e synt hase | arge chain (CAE76486) [N crassa) 15 0.00 0.07 0.78 0.64 -2.14
Tr EST- A0061 Probabl e branched- chai n am noaci ds am notransf erase (CACL8611) [N crassa] 16 0.00 0.30 0.43 -0.14 1.85
Tr EST- A2767 d utanm ne synthetase (d utamate--ammoni a |igase) (QUIMNG) [N haenat ococcal 16 0.00 -0.37 -0.09 0.50 1.03
Tr EST- A0359 Cyst at hi oni ne bet a- synt hase (AAW3774) [M grisea] 19 0.00 -1.21 -0.89 -1.06 0.19
Tr EST- A4205 Probabl e gl yci ne decarboxyl ase P subunit (CAE76410) [N crassa] 19 0.00 -0.87 -0.93 -1.38 -0.36
Tr EST- B21Q05 Cobal am n-i ndependent net hi oni ne synt hase (AAF82115) [A ni dul ans] 19 0.00 -1.11 -1.71 -1.18 -0.39
Tr EST- A3669 2-1sopropyl mal ate synt hase (EAL90831) [A fum gatus] 20 0.00 -0.86 -1.08 -0.92 -0.65
Tr EST- A2564 4- Am nobutyrate (GABA) aninotransferase (EAL91927) [A funigatus] 22 0.00 -0.31 -2.07 -2.53 -1.57
Tr EST- A0O758 Probabl e gl yci ne decar boxyl ase P subunit (CAE76410) [N crassa] 23 0.00 -1.01 -1.47 -1.58 -0.29
Tr EST- A2162 Putative aspartate transam nase (EAL93260) [A fumi gatus] 23 0.00 -0.40 -1.95 -1.85 -0.31
Tr EST- B34E01 Ar gi ni nosucci nate synt hase (EAL87525) [A funigatus] 23 0.00 -0.21 -1.74 -2.56 0.48
Tr EST- B33Gl12 Putative thiosul fate sul furtransferase (EAL84757) [A funigatus] 28 0.00 -1.68 -2.16 -1.21 0.96
Tr EST- A1230 Put ative serine hydroxynethyltransferase, nmitochondrial (Q/S5N8) [N crassa] 29 0.00 -1.86 -1.55 -0.38 0.11
Tr EST- A0127 S- Adenosyl net hi oni ne synt het ase (XP_331856) [N crassa] 30 0.00 -1.11 -0.72 -0.04 0.71

Cofatores Tr EST- B18Q03 Cl tetrahydrofol ate synthase (Cl-THFS) (EAL92712) [A fumi gat us] 20 0.00 -1.19 -1.24 -1.05 -0.97

Energia e ciclo de Krebs Tr EST- AO519 Putative DERL protein (EAL85573) [A fum gatus] 8 0.00 0.84 1.00 1.13 -1.11
Tr FUM Fumarase [T. reesei] 8 0.00 1.26 1.46 0.86 -0.77
Tr EST- B22D03 Succi nat e dehydrogenase, flavoprotein subunit (EAL92794) [A funi gatus] 10 0.00 0.72 1.14 -0.12 0.12
Tr ND2 NADH : ubi qui none oxi dor educt ase chain 2 (AAL74165) [T. reesei] 13 0.00 1.18 -0.29 0.12 -0.90
Tr ND4 NADH : ubi qui none oxi dor educt ase chain 4 (AAL74179) [T. reesei] 15 0.00 0.56 -0.09 -0.02 -1.90
Tr EST- B27F10 Cytochrone ¢ hene | yase (Hol ocytochrone-C synthase) (P14187) [N crassa] 16 0.00 0.22 0.39 0.72 1.46
Tr EST- A2387 D hydrol i poyl | ysi ne-resi due acetyl transferase (AAX07694) [M grisea] 17 0.00 0.23 -0.19 -0.09 -1.04



Funcéo done ID & Identificacéo Grupo O min 15min 30 min 60 min 120 min
Metabolismo
Energia e ciclo de Krebs Tr EST- A2977 Put ati ve pyruvate decarboxyl ase (Q9737) [S. ponbe] 17 0.00 -0.14 -0.39 -0.47 -1.64
Tr EST- A3975 A ternative oxidase precursor (ALTOX) (Q01355) [N crassa] 17 0.00 -0.02 0.14 -0.60 -1.66
Tr NDL NADH : ubi qui none oxi doreductase chain 1 (AAL74169) [T. reesei] 17 0.00 0.05 -0.22 -0.05 -1.00
Tr ND6 NADH : ubi qui none oxi dor educt ase chain 5 (AAL74164) [T. reesei] 17 0.00 0.14 -0.31 0.01 -1.35
Tr ND6 NADH : ubi qui none oxi doreduct ase chain 6 (AAL74172) [T. reesei] 17 0.00 -0.26 -0.94 -0.81 -1.32
Tr EST- A0264 Al dehyde dehydrogenase (ALDDH) (P42041) [A alternata] 19 0.00 -1.09 -1.50 -0.54 -0.50
Tr EST- A0593 ATP synt hase beta chain, mtochondrial precursor (EAA73638) [G zeae] 19 0.00 -0.82 -1.20 -0.88 -0.34
Tr EST- A2300 ATP synt hase al pha chain, mtochondrial precursor (P37211) [N crassal 19 0.00 -1.34 -1.21 -0.91 -0.11
Tr EST- B14A01 ATP synt hase beta chain, mtochondrial precursor (P23704) [N crassa] 19 0.00 -0.87 -1.14 -0.83 -0.18
Tr EST- B27Q05 NADH- ubi qui none oxi dor educt ase 78 kDa subunit (EAA74075) [G zeae] 19 0.00 -1.38 -1.48 -0.87 -0.17
Tr ALD2 Al dehyde dehydrogenase 2 [T. reesei] 20 0.00 -0.93 -1.37 -0.47 -0.80
Tr EST- A0954 Al cohol dehydrogenase, zinc-containing (EAL86477) [A fum gatus] 21 0.00 -0.78 -1.18 -1.29 -2.99
Tr EST- A3734 Fl avohenogl obi n (BAA33011) [F. oxysporunj 21 0.00 0.26 -1.89 -2.42 -2.36
Tr EST- A2353 Acetyl - coenzyme A synthetase (Acetate--CoA |igase) (P16929) [N crassal 25 0.00 -0.77 -1.02 -0.73 0.54
Tr EST- B16@08 ATP citrate |lyase, subunit 2 (CAB76164) [S. nacrospora] 25 0.00 -1.32 -1.36 -0.46 0.71
Tr SUCCOA Succi nyl - CoA synthetase [T. reesei] 25 0.00 -1.08 -1.68 -1.00 0.69
Tr Y&R Succi nyl - CoA synthetase [T. reesei] 25 0.00 -0.94 -1.92 -1.07 0.70
Tr EST- A3742 Cytochrone ¢ oxi dase pol ypeptide Vib () [A fum gatus] 30 0.00 -1.02 -0.58 -0.20 0.56
Gliconeogénese Tr PCK Phosphoenol pyruvat e carboxyki nase [T. reesei] 15 0.00 0.37 0.29 -0.02 -1.61
Lipideos Tr EST- A3347 Phosphol i pase D (BAG67175) [E. nidul ans] 5 0.00 1.52 2.23 1.68 -1.02
Tr EST- A1254 Oxysterol binding protein-like protein (AAW9321) [M grisea] 8 0.00 0.74 1.26 1.11 -0.41
Tr EST- A1896 Rel ated to acyl - oA thiol esterase (CAE76614) [N crassa] 9 0.00 0.29 1.16 1.13 0.42
Tr EST- B22D08 3- hydr oxy- 3- net hyl gl ut aryl - coenzyne A reductase (QL2577) [G fujikuroi] 9 0.00 1.06 1.52 1.07 0.66
Tr EST- A057 Rel ated to SREBP cl eavage activating protein (CAB88621) [N crassa] 12 0.00 1.09 1.13 1.07 -2.42
Tr EST- A4208 Rel ated to fatty acid hydroxyl ase (CAD21081) [N crassa] 14 0.00 -0.19 0.95 0.89 -1.04
Tr EST- B25B12 Put ati ve phosphol i pase D (PLD) (EAL93951) [A fum gatus] 17 0.00 -0.20 -0.70 -0.34 -1.19
Tr EST- A4222 Short chai n dehydr ogenase/reductase fam |y (EAL84601) [A fum gatus] 18 0.00 -0.31 -0.47 -1.08 0.12
Tr EST- A0439 Epoxi de hydrol ase (AAW7995) [S. carzinostaticus] 20 0.00 -0.71 -0.84 -1.01 -0.94
Tr EST- A1302 Put ative acyl - CoA dehydrogenase (EAL89939) [A funi gatus] 23 0.00 -0.69 -1.44 -1.97 0.13
Tr EST- A3673 Fatty aci d synthase subunit al pha (P15368) [P. gri seof ul vunj 25 0.00 -0.82 -1.48 -0.29 0.51
Tr EST- A1958 Rel ated to sphi ngoi d base- phosphat e phosphat ase (CAD21069) [N crassa] 29 0.00 -1.96 -2.02 -1.13 0.55
Tr EST- A0634 d eate delta-12 desaturase (AAG6933) [E. nidul ans] 30 0.00 -1.24 -0.73 0.50 0.89
Tr EST- A4303 deate del ta-12 desaturase (BAD04850) [A oryzae] 30 0.00 -1.99 -1.37 0.37 0.79
Nucleotideos Tr EST- A2852 Al | ant oi nase (EAL87322) [A fum gatus] 7 0.00 1.66 2.15 1.38 -0.17
Tr EST- A3683 Phosphori bosyl f or nyl gl yci nani di ne synt hase (EAL86032) [A funigatus] 18 0.00 0.14 -1.05 -1.12 -0.17
Tr EST- A0752 Uricase (BAB18098) [T. inflatunj 23 0.00 -0.53 -1.59 -1.45 -0.32
Tr EST- A3190 QO otidine 5 -phosphate decarboxyl ase (UMW synthase) (P21594) [H jecorina] 24 0.00 -2.43 -2.91 -2.35 -0.08
Tr URA3 QO oti di ne-5' - phosphat e decar boxyl ase (X55880) [T. reesei] 24 0.00 -2.26 -2.72 -2.29 0.03
Tr EST- A3972 Adenyl osucci nat e synt het ase (AAL56637) [E. nidul ans] 25 0.00 -0.22 -0.91 -0.68 1.08
Tr EST- A3570 Adenyl osucci nate | yase (Adenyl osucci nase) (Q5911) [S. cerevi siae] 26 0.00 -1.18 -2.13 -1.26 0.94
Tr EST- A0026 Put ati ve inosi ne-5' - nonophosphat e dehydr ogenase (EAL87456) [A fum gat us] 30 0.00 -1.07 -0.37 0.31 0.78
Acucares e glicélise Tr EST- A1935 NADP( +) - dependent gl ycerol dehydrogenase (CAD42649) [E. nidul ans] 3 0.00 2.77 3.37 3.21 -0.12
Tr EST- A3541 L-xyl ul ose reductase (@BNK50) [H jecorina] 3 0.00 2.01 3.61 4.11 -1.52
TrGPD d ycer ophosphat e dehydrogenase [T. reesei] 5 0.00 0.91 2.86 2.47 -1.53
Tr EST- A1305 Fruct ose- 1, 6- bi phosphat e al dol ase (AAL34519) [P. brasiliensis] 8 0.00 1.16 1.53 1.32 -1.03
Tr EST- A4093 Probabl e transal dol ase (T43036) [S. ponbe] 8 0.00 0.69 0.76 1.07 -0.97



Funcéo done ID & Identificacéo Grupo O min 15min 30 min 60 min 120 min

Metabolismo

Acucares e glicélise Tr FBA Fruct ose- 1, 6- bi sphosphat e al dol ase [T. reesei] 8 0.00 1.13 1.50 1.36 -1.11
Tr TAL Transal dol ase [T. reesei] 8 0.00 0.60 0.86 1.23 -0.84
Tr EST- A2041 Probabl e transket ol ase (CACL18218) [N crassal 9 0.00 0.15 0.56 1.46 -0.30
Tr EST- A4206 Tri osephosphat e i sonerase (TIM (Q/S2Z9) [N crassal 9 0.00 0.36 0.94 1.24 -0.20
Tr TP Tri osephosphat e i sonerase [T. reesei] 9 0.00 0.36 0.95 1.30 -0.05
Tr EST- A0613 Xylitol dehydrogenase (AAO42466) [H jecorina] 12 0.00 1.10 0.98 0.88 -2.20
Tr QUT QAycerol kinase [T. reesei] 13 0.00 0.58 0.12 0.24 -1.31
Tr EST- A3061 Phosphoenol pyruvat e car boxyki nase (AAP13543) [C. bassi ana] 14 0.00 0.21 0.12 0.54 -1.20
Tr PFK Phosphof ruct oki nase [T. reesei] 14 0.00 0.05 0.86 0.63 -1.23
Tr TKL Transketol ase [T. reesei] 14 0.00 0.10 0.57 1.40 -0.73
Tr EST- AO705 L-xyl ul ose reductase (@BNK50) [H jecorina] 17 0.00 -0.32 -0.05 -0.08 -1.27
Tr EST- BO9F02 6- Phosphogl uconat e dehydr ogenase (BAQD6328) [A oryzae] 17 0.00 -0.11 -0.41 0.09 -1.24
Tr EST- B34E03 Al pha- nannosi dase | C (AAGL8507) [E. ni dul ans] 19 0.00 -1.87 -0.88 -1.14 0.07
Tr EST- A2258 Endochi ti nase class V precursor (AAL84699) [H virens] 21 0.00 -0.23 -0.53 -0.75 -3.16
Tr EST- A2626 Putative Xu-5-p / Fru-6-P phosphoket ol ase (AAM6259) [C. neof or mans] 21 0.00 -0.78 -1.60 -1.54 -2.09
Tr EST- AO086 Rel ated to beta-1, 3 exoglucanase precursor (CAC18170) [N crassal 25 0.00 -0.85 -1.70 -1.29 1.15
Tr EST- A0750 Xyl osi dase / arabi nosi dase (AAO76888) [B. thetaiotaom cron] 26 0.00 -1.21 -2.48 -1.74 0.99
TrPKI 1 Pyruvate ki nase (LO7060) [T. reesei] 29 0.00 -1.47 -2.35 -1.34 0.27
Tr EST- AO075 Put ative nal ate dehydrogenase (EAL84651) [A funigatus] 30 0.00 -1.28 -0.42 -0.25 0.63

Transporte Tr EST- A3927 Putative MFS transporter (EAL85184) [A fum gatus] 6 0.00 2.22 2.12 1.90 0.78
Tr EST- A1813 Related to Pall protein (QP6T5) [N crassa] 11 0.00 2.49 2.89 2.00 -2.49
Tr EST- A3656 Put ative transnenbrane transporter (NP_595211) [S. ponbe] 12 0.00 1.01 1.12 1.07 -1.71
Tr EST- A2756 Putative MSF transporter (EAL88366) [A funi gatus] 13 0.00 0.82 0.20 0.29 -1.51
Tr EST- A1790 MFS phosphol i pid transporter (Atl), putative (EAL88628) [A fum gatus] 19 0.00 -1.16 -0.64 -1.05 0.24
Tr EST- A1842 ADP, ATP carrier protein (P02723) [N crassal 19 0.00 -1.41 -1.14 -0.63 0.20
Tr EST- BO6EO6 MSTA protein (CAC80843) [E nidul ans] 22 0.00 -1.62 -2.60 -2.23 -1.28
Tr EST- AO087 Putative MFS transporter (EAL85766) [A funigatus] 23 0.00 -1.37 -1.73 -1.83 0.14
Tr EST- A0714 HEX1 (AACB6234) [H jecorina] 23 0.00 -0.88 -2.39 -2.29 0.34
Tr EST- A1956 Putative mtochondrial ABGCtype iron exporter (Atnil)(EAL89127) [A funigatus] 23 0.00 -0.69 -1.75 -1.93 0.11
Tr EST- A1178 Protein transport protein Secl3 (P53024) [P. pastoris] 25 0.00 -0.60 -1.17 -0.62 0.88
Tr EST- A0793 Put ative peptide transporter (CAD27303) [A funigatus] 28 0.00 -1.82 -1.84 -1.57 0.78
Tr EST- A0901 Met al | or educt ase (EAL85037) [A fumi gat us] 28 0.00 -2.07 -1.73 -1.41 1.61
Tr EST- A3556 Putative MFS transporter (EAL84203) [A fum gatus] 29 0.00 -1.71 -2.27 -1.41 0.36
Tr EST- B35E06 Put ative siderochrome-iron transporter (Sitl) (EAL86866) [A fum gatus] 30 0.00 -1.34 -0.18 0.04 0.92

Sintese Protéica

Modificagbes pos-traducionais e Tr EST- A0636 Pol yubi quitin 5 (UQBY) [S. cerevisiae] 7 0.00 1.96 1.51 0.91 0.20

enderegcamento
Tr EST- A4257 41 kDa peptidyl-prolyl cis-trans isonmerase (Rotamase) (QP3X9) [N crassa] 7 0.00 1.44 1.59 0.94 0.16
Tr EST- A3488 Put ative protein-vacuol ar targeting-related protein (AAM0887) [C neof or mans] 12 0.00 0.86 1.47 1.16 -2.15
Tr EST- A0364 Put ative coatoner subunit zeta (EAL93214) [A fum gatus] 15 0.00 0.23 -0.09 0.16 -2.33
Tr EST- A1647 hnRN\P ar gi ni ne n-net hyl transf erase (EAL88330) [A fum gatus] 16 0.00 -0.41 -0.45 -0.26 1.30
Tr EST- A3157 Protein transport protein Sec24, putative (EAL89123) [A funigatus] 19 0.00 -1.21 -1.19 -1.48 -0.20
Tr EST- A0205 Nucl ear transport factor 2 (AAK71467) [A nidul ans] 25 0.00 -0.82 -1.05 -0.40 0.99
Tr EST- A1149 Put ati ve endosomal cargo receptor (P24) (EAL90474) [A funigatus] 25 0.00 -1.18 -1.74 -1.08 0.84



Funcéo done ID & Identificacéo Grupo O min 15min 30 min 60 min 120 min

Sintese Protéica

Modificagbes pos-traducionais e Tr EST- A3562 Protei n mannosyl transferase 1 (EAL92923) [A fum gatus] 29 0.00 -1.39 -1.52 -1.33 0.51

enderegcamento
Tr EST- A1274 Putative serine pal mtoyltransferase 2 (EAL90517) [A funigatus] 30 0.00 -1.41 -0.67 -0.66 0.27

Degradacéo protéica Tr EST- A4209 26S proteasone regul atory subunit-like protein (AAW9328) [M grisea] 6 0.00 2.80 2.97 1.52 -0.84
Tr EST- A4200 Subtilisin-like protease PRID (CAB89873) [M anisopli ae] 8 0.00 0.95 1.24 1.12 -0.46
Tr EST- A2912 Ani nopept i dase (EAL89884) [A funigatus] 12 0.00 0.83 0.81 0.73 -1.98
Tr EST- A0O738 Put ati ve met hi oni ne ani nopepti dase, type | (EAL85121) [A funi gatus] 17 0.00 0.15 0.12 -0.22 -1.00
Tr EST- A1821 Aut ophagy-rel ated ubiquitin-like nodifier Atg-8 (@BWZY7) [N crassal 17 0.00 -0.17 -0.02 0.13 -1.29
Tr EST- A0595 Subtilisin-like serine protease PRIH (CAC95047) [M ani sopli ae] 20 0.00 -1.66 -1.34 -0.89 -1.13
Tr EST- BO7H02 Serine protease 2 (CAC85639) [P. brassicae] 20 0.00 -0.96 -1.24 -0.95 -1.05
Tr EST- A3560 Aspartic protease (BACD0848) [A oryzae] 24 0.00 -1.89 -3.24 -2.49 0.28
Tr EST- 4172 Rel ated to endosormal Vps protein conpl ex subunit (CAD21186) [N crassa] 25 0.00 -1.09 -1.54 -1.34 1.32
Tr EST- A4013 Seri ne-type carboxypepti dase homnol og precursor (JC7666) [E. ni dul ans] 29 0.00 -1.18 -1.95 -1.00 0.06

Proteinas ribossomais Tr EST- A2562 40S ribosomal protein S2-1ike protein (AAX07689) [M grisea] 3 0.00 1.85 3.55 4.09 -1.00
Tr EST- A0O510 Mtochondrial ribosomal protein L2 (EAL89576) [A fum gatus] 5 0.00 1.80 2.59 2.07 -0.16
Tr EST- B15D12 60S ribosonal protein L27 (EAL88345) [A funigatus] 6 0.00 271 2.84 1.54 0.05
Tr EST- BO6A02 Cytosolic small ribosomal subunit S15 (EAL86942) [A funi gatus] 9 0.00 0.39 0.49 1.60 0.26
Tr EST- A2975 40S ribosonmal protein S3a (AAT81418) [F. catus] 12 0.00 0.86 1.02 0.93 -1.79
Tr EST- A2605 Putative cytosolic large ribosonal subunit L11 (EAL90014) [A funigatus] 13 0.00 0.56 0.65 0.25 -1.52
Tr EST- A2519 Putative mtochondrial 60S ribosomal protein L15 (EAL90522) [A fumi gatus] 16 0.00 -0.28 -0.57 0.08 1.03
Tr EST- A4274 Rel ated to mtochondrial 60S ribosonal protein L5 (CADL1403) [N crassal 16 0.00 -0.35 0.37 0.39 1.07
Tr EST- B12E02 60s ribosomal protein L7 subunit (NP_594185) [S. ponbe] 16 0.00 -0.28 -0.06 -0.11 1.19
Tr EST- A0252 60s ribosonal protein |10a. (NP_587891) [S. ponbe] 25 0.00 -0.58 -1.55 -0.90 1.52
Tr EST- AO387 40S ri bosonmal S30/ubiquitin fusion (EAL85794) [A fum gatus] 25 0.00 -1.08 -1.22 -1.00 0.82
Tr EST- AA073 60S ri bosonmal protein L23-1ike protein (AAX07639) [M grisea] 25 0.00 -0.93 -0.66 -0.08 1.25
Tr EST- BO8BAL1 40S ribosonmal protein S7 (XP_322344) [N crassa] 25 0.00 -1.00 -1.22 -0.68 1.47
Tr EST- BO8CL1 60S ri bosonal protein L27a (L29) (EAA78050) [G zeae] 25 0.00 -0.72 -1.23 -0.79 1.15
Tr EST- B44H09 60S ri bosonmal protein L23-1ike protein (AAX07700) [M grisea] 25 0.00 -1.10 -0.91 -0.57 1.36
Tr EST- A0632 40S ribosonal protein S9 (EAL93345) [A fumi gatus] 26 0.00 -1.69 -2.51 -1.24 1.42
Tr EST- A0681 60S ri bosomal protein L3 (P59671) [N crassal 26 0.00 -0.94 -2.91 -1.43 1.22
Tr EST- A0866 60s ribosonal protein |2 (EAL86003) [A fum gatus] 26 0.00 -0.96 -2.79 -1.73 0.59
Tr EST- A1100 60S ri bosonal protein L17 (XP_323005) [ Neurospora crassal 26 0.00 -1.28 -2.43 -1.19 1.25
Tr EST- A1150 Probabl e 40s ribosomal protein S6.e, cytosolic [N crassa] 26 0.00 -1.51 -2.97 -1.38 1.31
Tr EST- A1638 60S ri bosonal protein Srpl (AAP58401) [S. sclerotioruni 26 0.00 -1.47 -2.44 -1.52 1.40
Tr EST- A1844 60S ri bosonal protein L32 (EAL93935) [A funigatus] 26 0.00 -1.73 -3.07 -1.31 1.59
Tr EST- A2322 40S ribosonal protein S9 (S7) (EAA70965) [G zeae] 26 0.00 -1.62 -2.43 -1.39 1.25
Tr EST- A2663 60S ri bosonal protein L13 (QOYV5) [I. pu.] 26 0.00 -1.23 -2.71 -1.34 1.61
Tr EST- A2843 40S ribosomal protein S4 (S7) (C69950) [Y. lipolytical 26 0.00 -1.44 -2.73 -1.38 1.62
Tr EST- A2850 Horol ogy to 60S ribosomal protein L18 (NP_014098) [S. cerevisiae] 26 0.00 -1.24 -2.56 -1.29 1.68
Tr EST- A2862 60S ri bosonal protein L19B (NP_587807) [S. ponbe] 26 0.00 -1.54 -2.59 -1.47 1.07
Tr EST- A3403 40s ribosomal protein Sl0a (EAL89106) [A fumi gatus] 26 0.00 -1.21 -2.20 -1.20 1.27
Tr EST- A3413 Honol ogy to 60S ribosonal protein L14 (L23) (NP_009466) [S. cerevi siae] 26 0.00 -1.57 -2.69 -0.96 1.54
Tr EST- A3432 60s ribosonmal protein |2 (NP_595879) [S. ponbe] 26 0.00 -0.88 -2.74 -1.73 0.87
Tr EST- A3445 40S ribosomal protein S5 (XP_329834) [N crassa] 26 0.00 -1.30 -2.86 -1.15 1.26
Tr EST- A3455 60S aci dic ribosomal protein P2 (P42037) [A alternata] 26 0.00 -1.49 -2.80 -1.84 1.56
Tr EST- A3716 60S ri bosomal protein L3 (AF198447) [E nidul ans] 26 0.00 -0.86 -2.51 -1.39 1.38



Funcéo done ID & Identificacéo Grupo O min 15min 30 min 60 min 120 min

Sintese Protéica

Proteinas ribossomais Tr EST- A4246 40S ribosomal protein S9 (S16) (EAL93345) [A fum gat us] 26 0.00 -1.78 -2.73 -1.30 1.39
Tr EST- A4260 60S ri bosonal protein L15 (XP_328215) [N crassal 26 0.00 -1.19 -3.16 -1.50 1.18
Tr EST- B12D07 Honol ogy to 60S ribosonmal protein L18a (NP_013969) [S. cerevisiae] 26 0.00 -1.34 -2.19 -1.14 1.24
Tr EST- B16E02 40S ribosomal protein S26E (CRP5) (P21772) [N crassa] 26 0.00 -1.73 -2.75 -1.46 1.20
Tr EST- B25E08 60S acidic ribosomal protein PO (Q®6TJ5) [N crassa] 26 0.00 -0.75 -2.73 -1.86 0.82
Tr EST- A0553 Probabl e 60S ri bosomal protein L22 (CAD70890) [N crassal 27 0.00 -2.10 -3.22 -2.17 1.09
Tr EST- A0689 60S ribosonmal protein L34-B-like protein (AAX07647) [M grisea] 27 0.00 -1.83 -2.96 -1.51 1.01
Tr EST- A0712 60S ribosonmal protein L44 (L41) (P52809) [P. ja.] 27 0.00 -1.79 -2.78 -1.55 1.02
Tr EST- A0756 60S ri bosonmal protein L3le (EAL89163) [A fum gatus] 27 0.00 -2.02 -2.75 -1.42 0.92
Tr EST- A2163 40S ribosonmal protein S23 (QPHE74) [N crassa] 27 0.00 -1.98 -2.88 -1.51 0.94
Tr EST- A3248 40S ribosonmal protein S18-1ike protein (AAX07649) [M grisea] 27 0.00 -2.01 -3.13 -1.48 1.03
Tr EST- A3483 40S ribosomal protein S12 (XP_326287) [N crassa] 27 0.00 -2.33 -3.33 -1.71 1.23
Tr EST- A3506 Simlar to 60S ribosonal protein L12 (XP_231785) [R norvegi cus] 27 0.00 -2.68 -3.59 -1.43 1.46
Tr EST- A4084 60S ri bosomal protein L14-A-like protein (AAN9343) [M grisea] 27 0.00 -2.17 -3.41 -1.76 1.03
Tr EST- A4086 60S ribosormal protein L33-A (L37A) (QUSX4) [S. ponbe] 27 0.00 -2.16 -3.40 -1.54 0.92
Tr EST- A4138 60S ribosonal protein L37 (Q@QT1) [E nidul ans] 27 0.00 -1.72 -3.52 -1.91 0.95
Tr EST- A4225 Probabl e 60S ri bosomal protein L26 (CAD21040) [N crassal 27 0.00 -2.29 -3.12 -1.65 1.05
Tr EST- B17HO1 Cytosolic 60S ribosomal protein L30 (EAL93216) [A fum gatus] 27 0.00 -2.43 -2.69 -1.41 1.04
Tr EST- A0192 40S ribosomal protein S21 (CRP7) (XP_329751) [N crassa] 28 0.00 -2.05 -2.31 -1.46 1.36
Tr EST- A2015 60s ribosonal protein |7-c. (NP_595736) [S. ponbe] 28 0.00 -1.69 -2.10 -1.00 1.60
Tr EST- A2187 60S ri bosonal protein L39 (Q@BHV8) [D. hansenii] 28 0.00 -1.68 -1.97 -1.12 1.03
Tr EST- B14B08 40S R BOSOVAL PROTEIN S19 (S16) (gb| EAAG7435.1|) [G zeae] 28 0.00 -1.71 -2.31 -1.31 1.68
Tr EST- B33Q02 40S ribosonal protein S24 (P14249) [R ra.] 28 0.00 -1.89 -2.58 -1.21 1.43
Tr EST- B37B02 60S ribosonal protein L36 (Q@PHR7) [T. hamatunj 28 0.00 -1.75 -2.05 -1.28 1.49
Tr EST- A3679 60S ri bosomal protein L16 (EAA69730) [G zeae] 29 0.00 -1.42 -1.85 -1.36 0.08

Fatores de tradugéo Tr EST- A4195 Translation initiation factor SU1 (EAL92942) [A fum gatus] 7 0.00 1.07 1.49 1.13 0.04
Tr EST- B39B11 Probabl e transl ation elongation factor EF-Tu (CAC28833) [N crassa] 10 0.00 1.20 -0.22 0.29 0.08
Tr EST- A3815 Transl ation Hongation factor 2 (EAA77131) [G zeae] 19 0.00 -1.06 -1.40 -0.65 -0.35
Tr EST- A1154 Rel ated to el F3 subunit (CAE85545) [N crassal 25 0.00 -0.58 -1.22 -0.59 1.45
Tr EST- B23Q@07 Eukaryotic peptide chain rel ease factor subunit 1 (eRFl)(EAA76974) [G zeae] 25 0.00 -0.76 -1.32 -0.60 1.37
Tr EST- A1025 Putative el F3 subunit E fCe (EAL92445) [A fum gatus] 29 0.00 -1.58 -1.31 -0.60 0.75
Tr EST- A3737 Eukaryotic translation initiation factor 6 (NP_588491) [S. ponbe] 29 0.00 -2.20 -1.01 -1.44 -0.09
Tr EST- A1781 el F3 subunit 6 interacting protein-like protein (AAX07645) [M grisea] 30 0.00 -1.12 -1.04 -0.14 0.45

Sintese e metabolismo de tRNAs  Tr EST- A3740 Rel ated to mitochondrial phenyl al anyl -t RNA synt het ase (CAB91431) [N crassa] 7 0.00 1.22 1.47 1.02 0.00
Tr EST- A4154 Putative aspartate--tRNA |igase (AAW4431) [C neof or nans] 12 0.00 1.85 2.42 0.77 -1.60

Sintese de RNA

RNA polimerase Tr EST- A3721 Rel ated to DNA-directed RNA pol ymerase 13.3kDa chain (CAC28816) [N crassal 25 0.00 -1.07 -1.23 -0.84 1.02

Processamento de RNAs Tr EST- A4171 Probabl e conponent of the U3 small nucleolar RNP (CAC18315) [N crassa] 17 0.00 -0.40 -0.27 -0.52 -1.16
Tr EST- A1624 rRNA i ntron-encoded honing endonucl ease (AAK13589) [Q sativa] 30 0.00 -1.35 -0.49 -0.75 0.61

Fatores transcricionais Tr EST- A0638 Putative QH2 finger domain protein (EAL89750) [A funigatus] 10 0.00 1.47 0.90 0.10 0.08
Tr EST- A3675 Ml tiprotein bridging factor (3IP3) [G fujikuroi] 10 0.00 0.93 1.14 0.09 -0.18
Tr EST- A1599 Sul fur netabolite repression control protein (EAA58743) [A nidul ans] 17 0.00 -0.28 -0.61 -0.56 -1.53
Tr EST- A3454 Transcription factor HAQ (CAC88374) [H jecorina] 17 0.00 -0.35 -0.09 0.10 -1.07
Tr EST- A3379 pH-response transcription factor pacC R MOl (Q6X49) [A chrysogenuni 19 0.00 -0.95 -0.86 -1.25 0.08



Funcéo done ID & Identificacéo Grupo O min 15min 30 min 60 min 120 min

Sintese de RNA

Fatores transcricionais Tr EST- A4080 Transcription factor PacC (CAD65803) [G fujikuroi] 19 0.00 -1.63 -1.00 -1.49 0.21
Tr EST- A3600 Transcription factor [H jecorina] 26 0.00 -1.33 -2.71 -1.41 1.44
Tr EST- A3522 Rel ated to the conponent Tral of the SAGA conpl ex (CAC18279) [N crassal 30 0.00 -1.09 -0.71 -0.44 0.39
Tr EST- A4069 Rel ated to transcription activator anyR (CAC28588) [N crassal 30 0.00 -1.26 0.08 0.00 0.06

N&o-classificada

Outros genes Tr EST- A1904 Integral nenbrane protein [A fum gatus] 3 0.00 2.24 3.59 3.08 -0.23
Tr EST- A2106 Putative glycosyl transferase (EAL86644) [A fum gatus] 7 0.00 0.97 1.70 1.10 -0.29
Tr EST- A3021 Ypt-interacting protein yop-1 (@B71R7) [N crassa] 7 0.00 1.06 1.82 1.79 -0.70
Tr EST- A3544 Sncl gene product (AAT78419) [H jecorina] 7 0.00 1.52 1.94 1.35 -0.21
Tr EST- A4002 Rel ated to nenbrane protein (CAC18292) [N crassal 7 0.00 1.59 1.60 2.02 0.46
Tr EST- A1902 Al do/ keto reductase fam |y oxidoreductase (NP_594384) [S. ponbe] 9 0.00 0.58 1.17 1.09 0.40
Tr EST- A3405 Put at uve phosphoket ol ase (AAWI6259) [C. neof ormans var. neof or nans] 9 0.00 0.65 1.03 0.73 -0.36
Tr EST- A0888 Exost osi n-3 (@XZ08) [D. nel anogast er] 10 0.00 1.14 0.90 0.42 -0.16
Tr EST- A1116 Nonri bosormal peptide synthetase; NRPS (AAW8457) [H virens] 12 0.00 1.13 1.36 1.24 -1.64
Tr EST- A2617 Integral menbrane protein (EAL88317) [A funigatus] 12 0.00 1.08 1.38 0.74 -1.50
Tr EST- A2823 Put ative short-chai n oxidoreductase famly protein (EAL85687) [A fum gatus] 13 0.00 0.59 0.02 0.12 -1.42
Tr EST- A4264 Rel ated to ATRCPH N1 (CAD21224) [N crassa] 14 0.00 -0.49 0.77 0.64 -1.07
Tr EST- A0909 d ock-control |l ed gene-9 protein (AACG4285) [N crassal 15 0.00 0.09 0.01 0.06 -1.94
Tr EST- A0020 WD repeat protein (EAL90030) [A funigatus] 16 0.00 0.04 -0.15 0.03 1.04
Tr EST- AA055 Ket ol -aci d reduct oi sonerase, mtochondrial (P38674) [N crassal 16 0.00 -0.04 -0.01 0.04 1.04
Tr TRS1 Trichodernma reesei DNA fragment trsl (Y14562) [T. reesei] 17 0.00 0.25 -0.17 -0.07 -1.58
Tr EST- AO034 Probabl e ganma- adaptin precursor (CAC28785) [N crassal 19 0.00 -0.94 -1.25 -0.55 -0.21
Tr EST- A1949 FAD- dependent oxi dor educt ase-1i ke protein (AAX07713) [M grisea] 19 0.00 -1.06 -1.09 -1.00 0.21
Tr EST- BO6D08 Am not r ansf erase class V (EAL90276) [A fumi gatus] 19 0.00 -1.31 -1.39 -0.70 -0.10
Tr EST- AO174 Phosphoket ol ase (ZP_00032418) [B. fungorunj 20 0.00 -0.81 -1.31 -1.28 -1.58
Tr EST- A2502 CAP20- | i ke protein (AAKE9534) [B. graninis] 20 0.00 -1.04 -0.67 -0.58 -0.81
Tr EST- B42E12 Rel ated to SCJ1 protein (CADr0988) [N crassal 20 0.00 -1.26 -1.13 -1.55 -0.90
Tr EST- A2337 Topi sonerase || associated protein Patl honol og (EAL91531) [A funigatus] 22 0.00 -1.50 -1.60 -1.91 -1.04
Tr EST- A2655 Zinc binding dehydrogenase fanily protein (EAL90771) [A fum gatus] 23 0.00 -0.42 -1.22 -1.48 0.02
Tr EST- A3183 Bet a- 1, 3- gl ucanosyl transf erase (AAP91684) [P. brasiliensis] 23 0.00 -0.69 -1.25 -1.61 -0.04
Tr EST- A0728 EsdC protein, required for sexual devel opnent (AAMD5965) [A ni dul ans] 24 0.00 -1.92 -2.60 -2.44 -0.16
Tr EST- B33F12 Probabl e nenbrane protein YMR92w (Q3554) [S. cerevisiae] 25 0.00 -0.56 -0.89 -0.35 1.13
Tr EST- A3592 Stonatin-like protein (BAB68403) [G fujikuroi] 26 0.00 -1.55 -2.86 -1.93 1.42
Tr EST- A3941 Putative mtochondrial DNA replication protein (EAL85883) [A fum gatus] 28 0.00 -2.20 -2.11 -1.33 1.34
Tr EST- A2501 DUF895 donai n nenbrane protein (EAL85180) [A fum gatus] 29 0.00 -1.79 -1.42 -0.59 0.33
Tr EST- A3687 Related to rasp f 7 allergen (CAD70798) [N crassa) 29 0.00 -2.00 -2.00 -0.78 -0.67
Tr EST- A0922 Haenol ysin-111 famly protein (EAL92524) [A fum gatus] 30 0.00 -0.62 -1.13 0.05 -0.11

Desconhecida

Relacionados a ORFs previstas Tr EST- AO030 Hypot hetical protein M0777.4 (EAAA9119) [M gri sea] 3 0.00 2.31 3.65 3.56 -0.45
Tr EST- A0O317 Putative protein (CAD71042) [N crassa] 3 0.00 2.48 3.56 3.49 -0.64
Tr EST- A0437 Hypot hetical protein M0777.4 (EAAM9119) [M gri sea] 3 0.00 2.28 3.69 3.61 -0.44
Tr EST- A0491 Predicted protein (XP_323654) [N crassal 3 0.00 2.32 3.67 3.61 -0.62



Funcéo done ID & Identificacéo Grupo O min 15min 30 min 60 min 120 min
Relacionados a ORFs previstas Tr EST- A0525 Hypot heti cal protein MX0777.4 (EAA49119) [M grisea] 3 0.00 2.19 3.69 3.59 -0.63
Tr EST- AO526 Hypot hetical protein M0777.4 (EAAMA9119) [M gri sea] 3 0.00 2.44 3.62 3.63 -0.62
Tr EST- A0555 Hypot heti cal protein M00777.4 (EAA9119) [M grisea] 3 0.00 2.38 3.68 3.57 -0.62
Tr EST- AO757 Hypot hetical protein M00777.4 (EAM9119)[M gri sea] 3 0.00 2.03 3.42 3.33 0.25
Tr EST- AO860 Hypot hetical protein M00777.4 (EAAA9119) [M gri sea] 3 0.00 2.27 3.65 3.62 -0.63
Tr EST- A1008 Hypot heti cal protein MX0777.4 (EAA49119) [M grisea] 3 0.00 2.28 3.72 3.57 -0.52
Tr EST- A1020 Hypot heti cal protein MX0777.4 (EAA49119) [M grisea] 3 0.00 2.28 3.72 3.64 -0.58
Tr EST- A1028 Hypot heti cal protein MX0777.4 (EAA9119) [M grisea] 3 0.00 2.23 3.71 3.62 -0.49
Tr EST- A1181 Hypot heti cal protein FQ9906.1 (EAA70132) [G zeae] 3 0.00 2.18 3.72 3.64 -0.38
Tr EST- A1238 Hypot heti cal protein FQ)9906.1 (EAA70132) [G zeae] 3 0.00 2.22 3.73 3.47 -0.43
Tr EST- A1353 Hypot heti cal protein MX0777.4 (EAA9119) [M grisea] 3 0.00 2.40 3.57 3.58 -0.58
Tr EST- A2567 Hypot hetical protein M0777.4 (EAAM9119) [M grisea] 3 0.00 2.29 3.67 3.57 -0.62
Tr EST- A2854 Hypot hetical protein M0777.4 (EAAA9119) [M gri sea] 3 0.00 1.95 3.35 3.21 -0.53
Tr EST- A2904 Predicted protein (XP_322451) [N crassa] 3 0.00 2.72 3.81 3.71 -0.47
Tr EST- A3117 Hypot hetical protein M0777.4 (EAA49119) [M grisea] 3 0.00 2.26 3.78 3.63 -0.38
Tr EST- A3146 Predicted protein (XP_323654) [N crassal 3 0.00 2.32 3.77 3.58 -0.46
Tr EST- A3191 Hypot heti cal protein MX00777.4 (EAA49119) [M grisea] 3 0.00 2.46 3.65 3.59 -0.59
Tr EST- A3794 Predicted protein (XP_323654) [N crassa] 3 0.00 2.44 3.76 3.65 -0.38
Tr EST- A1890 Hypot hetical protein (XP_330348) [N crassal 5 0.00 1.73 2.42 2.06 -0.31
Tr EST- A2821 Hypot hetical protein M0777.4 (EAAM9119) [M grisea] 5 0.00 1.79 2.67 2.60 -0.66
Tr EST- A3475 Hypot hetical protein FQ9623.1 (EAA76515) [G zeae] 6 0.00 2.40 3.35 1.99 0.03
Tr EST- B12D05 Hypot heti cal protein FQ1866.1 (EAA67401) [G zeae] 6 0.00 2.26 2.82 1.84 0.17
Tr EST- A0456 Hypot hetical protein FQ)1141.1 (EAA68421) [G zeae] 7 0.00 1.19 2.31 1.84 -0.10
Tr EST- A1887 Hypot heti cal protein FQ)8639.1 (EAA72667) [G zeae] 7 0.00 0.60 1.79 1.71 -0.30
Tr EST- A1903 Hypot hetical protein (XP_324032) [N crassal 7 0.00 1.28 1.79 1.46 -0.10
Tr EST- A1999 Hypot hetical protein FQR2234.1 (EAA69401) [G zeae] 7 0.00 1.08 241 0.82 -0.31
Tr EST- A3946 Hypot heti cal protein FGL0202.1 (EAA70045) [G zeae] 7 0.00 1.06 1.96 1.74 -0.69
Tr EST- A1960 Hypot hetical protein M7171.4 (EAA56816) [M gri sea] 8 0.00 0.99 1.13 0.85 -0.79
Tr EST- A2415 Conserved hypot hetical protein (CACL0089) [N crassal 8 0.00 1.18 1.50 0.82 -0.57
Tr EST- A2986 Hypot hetical protein FQ1026.1 (EAA67844) [G zeae] 8 0.00 0.85 1.17 1.18 -0.34
Tr EST- A3680 Predicted protein (XP_329164) [N crassa] 8 0.00 0.89 1.00 0.55 -1.05
Tr EST- A3747 Hypot heti cal protein FQ)7160.1 (EAA76619) [G zeae] 8 0.00 1.23 1.89 1.43 -1.14
Tr EST- AD007 Hypot hetical protein FQ7892.1 (EAA77264) [G zeae PH 1] 9 0.00 0.79 1.37 1.37 0.27
Tr EST- A0021 Putative HAD superfam |y hydrol ase (EAL91771) [A fum gatus] 9 0.00 0.09 1.35 0.67 -0.35
Tr EST- A1173 Hypot heti cal protein FG04053.1 (EAA70991) [G zeae] 9 0.00 0.60 1.39 0.79 -0.35
Tr EST- A1229 Hypot heti cal protein M06601.4 (EAA56630) [M grisea] 9 0.00 0.34 1.14 1.14 0.48
Tr EST- A1637 Hypot hetical protein FQ2564.1 (EAA68807) [G zeae] 9 0.00 0.32 0.93 1.02 0.07
Tr EST- A1863 Predicted protein (XP_330098) [N crassa] 9 0.00 0.04 1.39 0.74 -0.22
Tr EST- A2820 Hypot hetical protein FQ6701.1 (EAA76214) [G zeae] 9 0.00 0.88 1.13 0.92 0.15
Tr EST- A3491 Hypot hetical protein FQ)4478.1 (EAA73262) [G zeae] 9 0.00 0.52 1.23 1.26 -0.11
Tr EST- A4005 Hypot heti cal protein M301306.4 (EAA55655) [M grisea] 9 0.00 0.59 1.50 1.05 0.00
Tr EST- B44F04 Hypot hetical protein FQ0434.1 (EAA68783) [G zeae] 9 0.00 0.85 1.62 0.69 0.21
Tr EST- A0369 Hypot hetical protein FQ)1613.1 (EAA67539) [G zeae] 10 0.00 0.48 1.04 0.43 -0.01
Tr EST- A3480 Predicted protein (XP_324560) [N crassa] 10 0.00 0.87 1.15 0.18 -0.05
Tr EST- A3646 Hypot hetical protein FQ8365.1 (EAA72153) [G zeae] 10 0.00 1.01 0.97 0.79 -0.06
Tr EST- A2618 Hypot heti cal protein FQ1267.1 (EAA70576) [G zeae] 11 0.00 1.98 2.84 1.98 -3.97
Tr EST- A0684 Hypot hetical protein FQ6846.1 (EAA76368) [G zeae] 12 0.00 0.96 1.73 1.00 -1.48
Tr EST- A1094 Hypot hetical protein FQ6539.1 (AA78324) [G zeae] 12 0.00 0.86 1.46 1.22 -2.20



Funcéo done ID & Identificacéo Grupo O min 15min 30 min 60 min 120 min

Desconhecida

Relacionados a ORFs previstas Tr EST- A2606 Hypot heti cal protein M307328.4 (EAA56973) [M grisea] 12 0.00 1.49 2.27 1.36 -1.89
Tr EST- A2918 Hypot hetical protein AN2628.2 (EAA62975) [A nidul ans] 12 0.00 1.05 1.23 1.19 -2.20
Tr EST- A3377 Hypot hetical protein M05574.4 (EAA54783) [M gri sea] 12 0.00 0.80 1.48 1.25 -2.15
Tr EST- A3619 Hypot hetical protein (XP_328245) [N crassal 12 0.00 1.17 1.35 1.20 -1.59
Tr EST- A3916 Hypot heti cal protein FQ4153.1 (EAA70807) [G zeae] 12 0.00 0.55 1.52 0.98 -1.62
Tr EST- A0532 Hypot hetical protein FQ6022.1 (EAA74132) [G zeae] 13 0.00 0.50 0.02 0.06 -1.28
Tr EST- A2006 Hypot hetical protein FQ5186.1 (EAA73899) [G zeae] 13 0.00 0.94 0.84 0.46 -1.20
Tr EST- A2386 Hypot hetical protein FQ4031.1 (EAA73499) [G zeae] 13 0.00 0.75 0.18 0.25 -1.16
Tr EST- A2593 Predicted protein (XP_325742) [N crassa] 13 0.00 0.85 0.31 0.28 -1.17
Tr EST- A3430 Hypot hetical protein FQ2859.1 (EAA72359) [G zeae] 13 0.00 1.62 -0.23 0.27 -0.72
Tr EST- A3621 Hypot hetical protein FQ0925.1 (EAA67702) [G zeae] 13 0.00 0.78 0.82 0.38 -1.45
Tr EST- A0802 Predicted protein (XP_328533) [N crassal 14 0.00 -0.37 0.17 0.11 -1.23
Tr EST- A2812 Hypot heti cal protein FQ)1555.1 (EAA68510) [G zeae] 14 0.00 -0.37 0.72 -0.29 -1.48
Tr EST- A3935 Hypot heti cal protein M30432.4 (EAAM8774) [M grisea] 14 0.00 0.11 0.31 0.86 -1.13
Tr EST- A0334 Hypot heti cal protein FQ9552.1 (EAA77109) [G zeae] 15 0.00 0.29 0.04 0.14 -2.50
Tr EST- A0834 Predicted protein (EAA33307) [N crassal 15 0.00 0.23 0.00 0.17 -2.09
Tr EST- A2035 Predicted protein (XP_329036) [N crassa] 15 0.00 0.29 0.08 0.15 -2.52
Tr EST- A0630 Hypot hetical protein (XP_323195) [N crassa] 16 0.00 -0.17 -0.18 0.01 1.20
Tr EST- A0927 Hypot hetical protein M303520.4 (EAA51925) [M gri sea] 16 0.00 -0.31 -0.31 0.49 2.23
Tr EST- A3733 Hypot heti cal protein M309899.4 (EAA6678) [M grisea] 16 0.00 0.09 -0.38 0.09 1.68
Tr EST- A3825 Hypot hetical protein FQ)8885.1 () [G zeae] 16 0.00 -0.75 -0.40 0.11 1.15
Tr EST- BO9AO7 Hypot heti cal protein FQ)2606.1 (EAA67426) [G zeae] 16 0.00 -0.38 -0.39 0.34 1.08
Tr EST- B20F01 Hypot heti cal protein F2233.1 (EAA69400) [G zeae] 16 0.00 -0.34 0.34 0.00 1.60
Tr EST- B33Q01 TruD dormai n protein (EAL91002) [A funigatus] 16 0.00 -0.30 -0.65 -0.04 1.10
Tr EST- B34A02 Predicted protein (EAA72476) [G zeae] 16 0.00 0.22 0.31 0.33 1.49
Tr EST- A0101 Hypot hetical protein (XP_325380) [N crassa] 17 0.00 -0.13 -0.82 -0.86 -1.57
Tr EST- A2143 Predicted protein (XP_324593) [N crassa] 18 0.00 1.16 -0.84 -0.97 -0.34
Tr EST- A4040 Hypot heti cal protein (EAA29849) [N crassa] 18 0.00 -0.14 -0.78 -1.69 -0.15
Tr EST- A2343 Hypot heti cal protein (EAA34675) [N crassa] 19 0.00 -0.72 -1.38 -0.75 0.05
Tr EST- A2488 Hypot hetical protein FGLO787.1 (EAA75141) [G zeae] 19 0.00 -1.40 -1.44 -0.71 -0.56
Tr EST- A4108 Hypot heti cal protein FQ8506. 1 (EAA72083) [G zeae] 19 0.00 -1.15 -1.30 -1.21 0.09
Tr EST- A4163 Hypot heti cal protein M01717.4 (EAA56066) [M grisea] 19 0.00 -1.10 -0.98 -0.94 -0.38
Tr EST- B20Q09 Hypot heti cal protein FG)2071.1 (EAA69593) [G zeae] 19 0.00 -1.35 -1.61 -1.56 -0.20
Tr EST- B24E02 Hypot hetical protein FGL0848.1 (EAA74301) [G zeae] 19 0.00 -1.45 -0.82 -0.77 -0.12
Tr EST- B44F09 Hypot hetical protein FQ4232.1 (EAA73558) [G zeae] 19 0.00 -0.99 -1.79 -0.81 -0.20
Tr EST- A2336 Hypot heti cal protein M300602.4 (EAA48944) [M grisea] 20 0.00 -1.11 -1.16 -1.50 -0.68
Tr EST- A2382 Predicted protein (XP_325975) [N crassa] 20 0.00 -0.40 -1.21 -1.24 -0.56
Tr EST- A2755 Hypot hetical protein (EAA31251) [N crassa] 20 0.00 -0.37 -0.96 -0.81 -1.35
Tr EST- A3513 Predicted protein (EAA30746) [N crassa] 20 0.00 -0.52 -1.50 -1.28 -1.02
Tr EST- BO8H10 Hypot hetical protein FQ)9286.1 (EAA76927) [G zeae] 20 0.00 -1.33 -1.32 -1.66 -0.93
Tr EST- AO069 Hypot hetical protein (XP_322114) [N crassal 21 0.00 -0.37 -1.09 -1.10 -2.01
Tr EST- A1356 ANL zinc finger protein (EAL84575) [A fum gatus] 21 0.00 -1.20 -1.55 -2.23 -2.55
Tr EST- A3427 Hypot hetical protein FQ9205.1 (EAA77045) [G zeae] 21 0.00 -0.21 -1.09 -1.65 -1.65
Tr EST- A0150 Hypot heti cal protein FR3319.1 (EAA71063) [G zeae] 22 0.00 -0.11 -1.75 -2.12 -1.25
Tr EST- A3863 Hypot heti cal protein FQ)3319.1 (EAA71063) [G zeae] 22 0.00 -0.17 -2.14 -3.32 -1.98
Tr EST- A3280 Hypot hetical protein (XP_322321) [N crassal 23 0.00 -0.42 -1.87 -2.08 0.11



Funcéo done ID & Identificacéo Grupo O min 15min 30 min 60 min 120 min

Desconhecida

Relacionados a ORFs previstas Tr EST- B11D07 Hypot hetical protein (XP_327057) [N crassal 23 0.00 -0.26 -1.64 -1.87 0.55
Tr EST- A0398 Hypot heti cal protein FQ0415.1 (EAA68764) [G zeae] 24 0.00 -1.10 -2.05 -3.28 -0.29
Tr EST- A1748 Hypot hetical protein M04965.4 (EAA52273) [M gri sea] 24 0.00 -1.99 -2.72 -2.56 -0.41
Tr EST- A3477 Hypot heti cal protein (BACS55902) [A oryzae] 24 0.00 -0.94 -2.30 -3.20 0.35
Tr EST- A0451 Hypot hetical protein (XP_326319) [N crassa] 25 0.00 -0.76 -1.45 -0.52 0.72
Tr EST- A3751 Hypot hetical protein FQ08636.1 (EAA72664) [G zeae] 25 0.00 -0.48 -1.58 -1.08 0.61
Tr EST- A0522 Predicted protein (XP_327076) [N crassa] 26 0.00 -1.30 -2.10 -1.45 1.07
Tr EST- A1688 Hypot heti cal protein MX09211.4 (EAA55404) [M grisea] 26 0.00 -1.17 -2.39 -1.13 1.71
Tr EST- A3987 Hypot heti cal protein M305021.4 (EAA52329) [M grisea] 26 0.00 -1.25 -2.83 -1.29 1.46
Tr EST- A4193 R3H and G patch donain protein, putative (EAL93030) [A funigatus] 26 0.00 -0.71 -2.82 -1.61 0.36
Tr EST- B37Q07 Hypot hetical protein FQ8888.1 (EAA72062) [G zeae] 26 0.00 -1.35 -2.52 -1.01 1.21
Tr EST- A0193 Predicted protein (XP_323446) [N crassal 27 0.00 -2.69 -2.65 -1.50 0.30
Tr EST- A4130 Hypot heti cal protein FQ)1026.1 (EAA67844) [G zeae] 27 0.00 -2.00 -2.82 -1.72 -0.05
Tr EST- A0358 Hypot hetical protein FQ4780.1 (EAA75739) [G zeae] 28 0.00 -1.93 -1.73 -1.31 1.68
Tr EST- A2651 Hypot heti cal protein FQ4780.1 (EAA75739) [G zeae] 28 0.00 -2.39 -1.90 -1.59 1.50
Tr EST- A3914 Hypot hetical protein FQ2131.1 (EAA69762) [G zeae] 28 0.00 -2.08 -1.57 -1.48 1.74
Tr EST- A2104 Hypot hetical protein FQ7929.1 (EAA77301) [G zeae] 29 0.00 -1.74 -1.46 -1.17 0.20
Tr EST- A4047 Hypot heti cal protein FQ8805.1 (EAA72005) [G zeae] 29 0.00 -1.60 -1.29 -0.93 0.27
Tr EST- A4228 GPR/FUN34 fanily protein (EAL87502) [A fum gatus] 29 0.00 -1.77 -2.09 -1.19 0.32
Tr EST- B14Q08 Hypot heti cal protein FQ6563. 1 (EAA78348) [G zeae] 29 0.00 -2.00 -0.96 -0.65 0.40
Tr EST- AO064 Hypot hetical protein FQ6697.1 (EAA77633) [G zeae] 30 0.00 -1.02 -0.74 -0.28 0.71
Tr EST- A0503 Bol A domai n protein (EAL84742) [A fum gat us] 30 0.00 -1.39 -0.18 0.33 -0.04
Tr EST- A1185 Hypot hetical protein FQ6189. 1 (EAA74545) [G zeae] 30 0.00 -1.16 0.18 0.26 0.17
Tr EST- A4111 Hypot heti cal protein FQ)0731.1 (EAA70677) [G zeae] 30 0.00 -1.40 -0.65 -0.44 -0.03
Tr EST- B34A09 Hypot heti cal protein FQR4033.1 (EAA73501) [G zeae] 30 0.00 -1.85 -0.61 -0.35 0.30

Sem SeqUiéncia Similar Tr EST- A0883 1 0.00 -0.17 1.01 2.49 2.55
Tr EST- B41D07 1 0.00 0.56 1.32 1.25 1.77
Tr EST- AD444 3 0.00 2.48 3.69 3.63 -0.56
Tr EST- A1465 3 0.00 2.06 3.57 4.07 -1.45
Tr EST- A1719 3 0.00 2.43 3.50 3.47 -0.80
Tr EST- A2961 3 0.00 2.38 3.55 3.52 -0.62
Tr EST- A3649 3 0.00 2.42 3.50 3.49 -0.70
Tr EST- AD066 4 0.00 4.41 3.74 2.45 -0.74
Tr EST- A1165 5 0.00 1.46 2.74 2.54 -0.24
Tr EST- A1591 5 0.00 1.93 2.64 1.72 -0.33
Tr EST- A1783 5 0.00 1.74 3.30 2.23 0.11
Tr EST- A2548 5 0.00 1.15 2.33 2.75 -0.62
Tr EST- A3011 5 0.00 1.72 2.57 2.30 0.05
Tr EST- A3446 5 0.00 1.25 2.63 2.19 -0.56
Tr EST- A3846 5 0.00 2.00 2.88 2.79 0.07
Tr EST- A4030 5 0.00 1.07 3.06 2.76 -0.36
Tr EST- A0731 6 0.00 4.12 2.59 1.50 0.22
Tr EST- A1788 6 0.00 2.94 3.97 2.20 -0.15
Tr EST- A2323 6 0.00 231 2.65 2.08 -0.39
Tr EST- A3112 6 0.00 2.49 3.12 2.16 -0.53
Tr EST- B27GLO 6 0.00 3.18 3.32 1.83 -0.22



Funcéo done ID & Identificacéo Grupo O min 15min 30 min 60 min 120 min

Desconhecida

Sem Sequéncia Similar Tr EST- A0225 7 0.00 1.23 1.88 1.18 -0.25
Tr EST- A0428 7 0.00 1.28 1.43 1.57 -0.57
Tr EST- A0739 7 0.00 1.11 1.87 0.50 -0.23
Tr EST- A0961 7 0.00 0.84 1.66 1.38 -0.26
Tr EST- A1265 7 0.00 1.73 1.84 0.56 -0.20
Tr EST- A1778 7 0.00 1.10 2.09 1.84 0.06
Tr EST- A1802 7 0.00 0.94 1.87 1.17 -0.50
Tr EST- A2525 7 0.00 1.77 2.34 1.07 -0.17
Tr EST- A3034 7 0.00 2.04 2.43 1.15 -0.50
Tr EST- A4109 7 0.00 1.34 1.54 1.05 0.12
Tr EST- B24H08 7 0.00 1.42 1.74 0.99 -0.21
Tr EST- A0629 8 0.00 0.86 1.31 0.80 -1.27
Tr EST- A0680 8 0.00 1.34 1.01 1.04 -0.68
Tr EST- A1223 8 0.00 1.07 1.00 1.09 -0.75
Tr EST- A2285 8 0.00 1.17 1.12 1.14 -0.66
Tr EST- A2578 8 0.00 1.10 0.94 1.05 -0.91
Tr EST- A2818 8 0.00 1.04 0.90 0.87 -0.96
Tr EST- A2999 8 0.00 1.15 0.92 1.00 -0.97
Tr EST- A3013 8 0.00 0.51 1.43 0.83 -0.78
Tr EST- A3944 8 0.00 0.58 1.54 1.67 -0.73
Tr EST- A4256 8 0.00 1.20 1.10 1.18 -0.71
Tr EST- BO6F12 8 0.00 1.50 1.31 0.75 -0.43
Tr EST- BO9EO1 8 0.00 1.07 1.05 0.95 -0.41
Tr EST- A0120 9 0.00 0.53 1.63 0.91 -0.11
Tr EST- A0235 9 0.00 0.70 1.71 0.93 -0.18
Tr EST- A0687 9 0.00 0.50 1.05 0.79 0.59
Tr EST- A1632 9 0.00 0.65 1.10 0.75 0.46
Tr EST- A1752 9 0.00 -0.38 0.80 1.38 0.27
Tr EST- A1770 9 0.00 0.67 1.27 1.09 0.18
Tr EST- A2173 9 0.00 -0.07 0.65 1.12 0.14
Tr EST- A2461 9 0.00 0.61 1.25 1.33 0.07
Tr EST- A3397 9 0.00 0.23 1.39 0.88 -0.34
Tr EST- A3448 9 0.00 0.45 1.11 0.72 0.08
Tr EST- A3520 9 0.00 0.65 1.59 0.94 0.08
Tr EST- A3559 9 0.00 0.62 1.07 0.97 0.58
Tr EST- A3587 9 0.00 0.21 1.08 1.09 -0.30
Tr EST- BO9Q08 9 0.00 0.86 1.31 1.05 0.25
Tr EST- B28B03 9 0.00 0.62 1.15 1.08 -0.18
Tr EST- B39B10 9 0.00 0.69 1.04 0.75 0.35
Tr EST- B41D08 9 0.00 0.63 1.54 0.99 -0.06
Tr EST- A2379 10 0.00 1.53 1.66 0.50 0.10
Tr EST- A2426 10 0.00 1.12 1.20 0.88 -0.02
Tr EST- A2938 10 0.00 0.81 1.20 0.21 -0.36
Tr EST- A3684 10 0.00 1.07 1.22 0.15 -0.32
Tr EST- A3870 10 0.00 1.23 1.08 0.66 -0.09
Tr EST- BO9H6 10 0.00 0.56 1.04 -0.08 0.25



Funcéo done ID & Identificacéo Grupo O min 15min 30 min 60 min 120 min

Desconhecida

Sem Sequéncia Similar Tr EST- B41Q07 10 0.00 0.71 1.23 0.19 0.12
Tr EST- A1667 11 0.00 0.93 1.68 1.31 -3.22
Tr EST- A0132 12 0.00 1.16 1.18 0.94 -1.39
Tr EST- A0256 12 0.00 1.34 2.13 1.16 -1.79
Tr EST- AO878 12 0.00 1.18 1.12 1.03 -2.39
Tr EST- A0940 12 0.00 1.09 1.13 1.04 -2.35
Tr EST- A1651 12 0.00 1.18 1.29 1.11 -1.55
Tr EST- A2332 12 0.00 0.82 1.08 0.96 -2.34
Tr EST- A2491 12 0.00 1.18 1.18 0.91 -1.93
Tr EST- A2520 12 0.00 1.37 1.11 0.36 -1.47
Tr EST- A3132 12 0.00 1.34 1.41 1.31 -1.52
Tr EST- A3548 12 0.00 1.22 1.36 1.17 -1.92
Tr EST- A0637 13 0.00 0.90 0.87 0.39 -1.24
Tr EST- A3996 13 0.00 1.03 -0.12 -0.10 -1.62
Tr EST- BOBAO3 13 0.00 0.61 0.39 0.52 -1.20
Tr EST- B16A01 13 0.00 1.13 0.38 0.29 -0.94
Tr EST- B26E12 13 0.00 0.98 0.34 0.36 -1.02
Tr EST- B41A06 13 0.00 1.24 0.22 0.35 -1.54
Tr EST- A2107 14 0.00 0.26 1.21 0.36 -0.76
Tr EST- A2250 14 0.00 -0.03 0.23 0.14 -1.09
Tr EST- A2398 14 0.00 -0.39 0.28 0.10 -1.08
Tr EST- A2819 14 0.00 -0.19 0.57 0.35 -1.02
Tr EST- A3894 14 0.00 0.23 0.47 0.46 -1.05
Tr EST- B25Q05 14 0.00 0.01 0.19 0.62 -1.01
Tr EST- A1327 15 0.00 -0.14 0.36 0.10 -1.67
Tr EST- A1819 15 0.00 0.27 0.03 0.02 -1.81
Tr EST- A1879 15 0.00 0.26 0.32 0.07 -2.40
Tr EST- A1883 15 0.00 0.76 0.55 0.34 -2.18
Tr EST- A0822 16 0.00 -0.74 -0.19 -0.32 1.05
Tr EST- A3375 16 0.00 -0.06 -0.32 -0.35 1.44
Tr EST- A3387 16 0.00 0.03 0.44 0.27 1.18
Tr EST- A4034 16 0.00 0.35 0.20 -0.05 1.08
Tr EST- B12Q02 16 0.00 0.00 0.28 0.80 1.28
Tr EST- B20D03 16 0.00 0.17 0.66 0.66 1.19
Tr EST- B33HL2 16 0.00 -0.07 -0.16 0.57 2.03
Tr EST- B38F11 16 0.00 0.38 0.06 -0.04 1.24
Tr EST- A0299 17 0.00 -0.37 -0.28 -0.46 -1.05
Tr EST- A0394 17 0.00 -0.07 -0.30 -0.37 -1.59
Tr EST- A0581 17 0.00 -0.14 -0.25 -0.51 -1.49
Tr EST- A0706 17 0.00 -0.33 -0.13 -0.17 -1.21
Tr EST- A1670 17 0.00 0.17 -0.73 -1.35 -1.03
Tr EST- A2210 17 0.00 -0.38 -0.41 -0.61 -1.24
Tr EST- A2309 17 0.00 -0.41 -0.29 -0.49 -1.13
Tr EST- A2826 17 0.00 -0.41 -0.10 -0.30 -1.25
Tr EST- A3035 17 0.00 0.41 -0.15 -0.04 -1.31
Tr EST- A3433 17 0.00 -0.29 -0.28 -0.52 -1.06



Funcéo done ID & Identificacéo Grupo O min 15min 30 min 60 min 120 min

Desconhecida

Sem Sequéncia Similar Tr EST- A3982 17 0.00 -0.23 0.05 -0.77 -1.17
Tr EST- A4000 17 0.00 0.07 -0.27 -0.38 -1.11
Tr EST- A4215 17 0.00 0.11 -0.01 -0.22 -1.00
Tr EST- A0283 18 0.00 -0.45 -0.40 -1.06 0.77
Tr EST- A1822 18 0.00 -0.07 -0.57 -1.08 0.52
Tr EST- A1893 18 0.00 0.21 -0.70 -1.61 1.00
Tr EST- BO6EO8 18 0.00 0.05 -0.60 -1.10 0.44
Tr EST- BOBAO8 18 0.00 -0.56 -0.80 -1.28 0.36
Tr EST- B18Q02 18 0.00 -0.65 -0.76 -1.13 0.64
Tr EST- A1602 19 0.00 -1.36 -1.28 -0.61 0.29
Tr EST- A2514 19 0.00 -1.43 -1.17 -1.59 -0.05
Tr EST- A2609 19 0.00 -0.74 -0.79 -1.11 -0.24
Tr EST- A3956 19 0.00 -0.73 -1.33 -1.05 -0.03
Tr EST- B17B10 19 0.00 -1.44 -1.02 -0.80 -0.04
Tr EST- B17Q03 19 0.00 -1.20 -1.07 -0.74 -0.20
Tr EST- B18Q05 19 0.00 -0.93 -1.14 -0.72 0.27
Tr EST- B41H02 19 0.00 -0.41 -1.09 -0.76 -0.42
Tr EST- B41HO7 19 0.00 -1.12 -1.42 -1.42 -0.18
Tr EST- B44D09 19 0.00 -1.27 -1.48 -1.42 -0.06
Tr EST- A0200 20 0.00 -0.71 -1.12 -0.76 -1.14
Tr EST- A2429 20 0.00 -0.84 -0.95 -1.28 -1.11
Tr EST- A3450 20 0.00 -1.50 -1.10 -1.16 -1.33
Tr EST- BOSEO1 20 0.00 -1.06 -2.05 -1.27 -1.03
Tr EST- B35Q01 20 0.00 -1.19 -1.50 -1.28 -1.13
Tr EST- A0277 21 0.00 -0.63 -0.24 -1.38 -2.90
Tr EST- A2002 22 0.00 -0.69 -2.28 -2.25 -0.60
Tr EST- B11Q04 22 0.00 -1.60 -2.27 -2.14 -1.12
Tr EST- B22H02 22 0.00 -1.71 -2.64 -2.28 -1.51
Tr EST- AO175 23 0.00 -0.83 -1.20 -2.41 -0.20
Tr EST- A0930 23 0.00 -0.49 -1.68 -2.05 0.36
Tr EST- A1059 23 0.00 -0.44 -1.67 -1.97 0.06
Tr EST- A2968 23 0.00 -1.08 -2.24 -1.43 -0.09
Tr EST- A3695 23 0.00 -0.24 -1.26 -1.54 0.15
Tr EST- A3707 23 0.00 -0.97 -1.42 -1.70 0.90
Tr EST- BO9F04 23 0.00 -0.11 -1.23 -1.50 -0.30
Tr EST- A3804 24 0.00 -2.12 -2.76 -2.65 -0.18
Tr EST- B0O6Q07 24 0.00 -2.06 -3.94 -4.73 0.01
Tr EST- B41EO4 24 0.00 -1.52 -3.36 -3.35 -0.22
Tr EST- A0996 25 0.00 -0.90 -1.14 -0.50 0.93
Tr EST- A1050 25 0.00 -0.70 -1.20 -0.54 1.37
Tr EST- A2475 25 0.00 -1.15 -1.73 -1.14 0.90
Tr EST- A4061 25 0.00 -0.56 -1.57 -0.95 0.72
Tr EST- B12F10 25 0.00 -0.90 -1.22 -0.82 0.72
Tr EST- B12H02 25 0.00 -1.12 -1.91 -0.92 1.20
Tr EST- B19E10 25 0.00 -1.16 -1.24 -0.95 1.78
Tr EST- B23F08 25 0.00 -1.00 -1.01 -0.84 1.02



Funcéo done ID & Identificacéo Grupo O min 15min 30 min 60 min 120 min

Desconhecida

Sem Sequéncia Similar Tr EST- B28B09 25 0.00 -0.52 -1.11 -0.97 1.03
Tr EST- B33E01 25 0.00 -0.22 -0.93 -0.81 1.03
Tr EST- B33H09 25 0.00 -0.89 -1.06 -0.86 1.68
Tr EST- B34H04 25 0.00 -1.03 -1.27 -0.41 1.35
Tr EST- B41B03 25 0.00 -0.52 -1.62 -0.81 1.70
Tr EST- B43C12 25 0.00 -1.03 -1.15 -1.01 1.37
Tr EST- B43E10 25 0.00 -1.18 -1.66 -1.03 1.10
Tr EST- A0583 26 0.00 -1.43 -3.15 -1.54 1.32
Tr EST- A3580 26 0.00 -1.37 -2.98 -1.97 1.54
Tr EST- A3905 26 0.00 -1.26 -2.04 -0.96 1.05
Tr EST- BO8QD7 26 0.00 -0.69 -2.41 -1.37 1.36
Tr EST- B1OD10 26 0.00 -1.27 -2.10 -1.09 0.94
Tr EST- B18E12 26 0.00 -1.40 -2.79 -1.34 1.37
Tr EST- B22B07 26 0.00 -0.68 -2.54 -1.27 1.02
Tr EST- B39EO1 26 0.00 -1.30 -2.31 -1.27 0.83
Tr EST- B41D02 26 0.00 -0.87 -2.78 -1.76 0.95
Tr EST- B41EO3 26 0.00 -1.56 -2.92 -1.66 1.19
Tr EST- B16Q03 27 0.00 -1.84 -2.49 -1.32 0.69
Tr EST- B18F09 27 0.00 -2.02 -3.45 -1.76 0.84
Tr EST- B41F08 27 0.00 -1.63 -3.05 -1.82 1.06
Tr EST- A2868 28 0.00 -1.92 -2.46 -1.08 1.32
Tr EST- A2998 28 0.00 -2.76 -2.13 -1.66 1.26
Tr EST- B28Q09 28 0.00 -2.13 -1.99 -1.06 0.91
Tr EST- A0571 29 0.00 -251 -1.64 -1.01 0.21
Tr EST- A0572 29 0.00 -1.92 -1.29 -1.07 0.82
Tr EST- A0824 29 0.00 -2.02 -1.58 -0.66 0.35
Tr EST- A1872 29 0.00 -1.38 -2.04 -1.14 0.35
Tr EST- BO7HL1 29 0.00 -1.26 -1.94 -0.80 -0.16
Tr EST- B18Q01 29 0.00 -1.92 -1.64 -0.86 0.13
Tr EST- B43E09 29 0.00 -251 -2.08 -1.23 0.36
Tr EST- A0727 30 0.00 -2.31 -0.69 -0.21 0.45
Tr EST- A1718 30 0.00 -1.02 -0.72 -0.52 0.33
Tr EST- A2450 30 0.00 -1.16 -0.61 -0.12 -0.09
Tr EST- A3960 30 0.00 -1.50 -0.71 -0.17 0.45
Tr EST- B28GL1 30 0.00 -1.13 -0.50 -0.02 -0.37



Tabela 9: Dados de expresséao do experimento de Envenenamento com Cadmio (ll). Os clones TrEST/ genes de T. reesei estdo agrupados segundo a funcéo celular em que foram anotados. Os dados de
anotagdo apresentados séo a identificagdo do clone, o c6digo de acesso para a seqiiéncia similar mais relevante e o organismo da qual proveio. Os dados de expresséo sdo o grupo de padréo de
expressdo e os valores do logaritmo, na base 2, da razdo das fluorescéncias normalizadas para os pontos de 30, 60 e 120 minutos ap6s a adi¢do de sulfato de cadmio (Il) para concentragdao final de
aproximadamente 250 mmol/L.

Funcao Qone ID & Identificagéo Grupo Cd?* 0 min Cd? 30 min Cd* 60 min Cd* 120 min

Defesa Celular

Destoxificagéo Tr EST- A2590 Antioxidant protein LsfA (EAL89931) [A fumi gatus] 7 0.00 0.82 1.08 0.02
Resposta a estresse Tr EST- A3340 30 kDa heat shock protein (P19752) [N crassal 1 0.00 2.54 3.18 2.14
Tr EST- AO004 Heat shock protein Hsp98 (P31540) [N crassal 2 0.00 2.20 2.20 1.47
Tr EST- A0191 Stress response Rci peptide (EAL92348) [A fumigatus] 2 0.00 2.33 2.36 1.75
Tr EST- AO074 Heat shock protein Hsp98 (P31540) [N crassa] 3 0.00 1.99 1.99 1.19
Tr EST- A2012 Probabl e DnaJ-1i ke heat-shock protein (EAK98400) [C. al bi cans] 7 0.00 1.19 0.61 0.21
Tr EST- A2428 Mol ecul ar chaper one Hsp90 (EAL85888) [A fumi gatus] 7 0.00 1.26 0.69 -0.27
Divisdo Celular
Ciclo celular Tr EST- A4128 Cel | division control protein Cdc48 (EAL94007) [A fum gatus] 8 0.00 0.91 1.25 0.56
Tr EST- A0415 Cel|l division control protein Cdc48 (EAL94007) [A fumigatus] 9 0.00 0.62 1.08 0.72
Tr EST- A0011 Piml protein (EAL84622) [A fun gatus] 9 0.00 0.49 0.74 1.03
Sinalizacédo Celular
Efetores e moduladores Tr EST- A1813 Related to Pall protein (Q@P6T5) [N crassa] 4 0.00 1.80 1.47 1.15
Modificacéo protéica Tr EST- A1058 Cal nexi n (EAL89509) [A fum gat us] 5 0.00 1.80 1.57 0.01
Metabolismo
Aminoécidos Tr EST- B43Q07 Al pha- ket ogl ut ar at e- dependent taurine di oxygenase (EAL92780) [A fum gatus] 1 0.00 291 3.55 1.58
Tr EST- A2908 dycine cleavage system T protein (EAL90405) [A funi gatus] 6 0.00 1.37 1.05 0.76
Tr EST- BO6D08 Am not ransf erase class V (EAL90276) [A funi gatus] 12 0.00 -0.45 -1.00 -0.57
Tr EST- AO758 Probabl e gl yci ne decarboxyl ase P subunit (CAE76410) [N crassal 13 0.00 -1.03 -0.90 -0.27
Cofatores Tr EST- A0231 Pyri doxi ne bi osynthesis protein Pdx1 (C69905) [C nicotianae] 12 0.00 -0.40 -0.73 -1.71
Energia e ciclo de Krebs Tr ATP8 ATP synthase protein 8 (AAL74177) [T. reesei] 10 0.00 0.39 0.09 1.15
Tr ND6 NADH : ubi qui none oxi dor educt ase chain 5 (AAL74164) [T. reesei] 10 0.00 0.50 -0.03 1.24
Tr ND4 NADH : ubi qui none oxi dor educt ase chain 4 (AAL74179) [T. reesei] 11 0.00 0.11 0.06 1.14
Lipideos Tr EST- A3165 NADP- dependent | eukotri ene b4 12- hydr oxydehydr ogenase (AAC24957) [B. fuckeliana] 9 0.00 0.53 0.72 1.30
Tr EST- A3673 Fatty acid synthase subunit al pha (P15368) [P. gri seof ul vuni 12 0.00 -0.55 -1.08 -0.60
Acucares e glicélise Tr EST- A2258 Endochi tinase class V precursor (AAL84699) [H virens] 3 0.00 1.37 2.15 1.43
Tr EST- A3142 Put ati ve N acetyl gl ucosanm ne- 6- phosphat e deacetyl ase (EAL87759) [A fum gatus] 6 0.00 1.07 0.72 0.55
Tr EST- A0137 Probabl e nyo-inositol 1-phosphate synthase (CAD70896) [N crassal 7 0.00 0.95 1.13 0.16
Tr EST- B34B10 d ycogeni n (AAS68518.1) [N crassal 13 0.00 -1.21 -0.96 -0.17
Transporte Tr EST- A1842 ADP, ATP carrier protein (P02723) [N crassal 13 0.00 -0.58 -1.13 -0.27
Tr EST- A3037 Qr copper transporter fanmly protein (EAL87467) [A fum gatus] 13 0.00 -1.20 -0.93 0.08

Tr EST- A0901 Met al | or educt ase (EAL85037) [A fumi gat us] 15 0.00 -2.53 -2.86 0.28



Funcao Qone ID & ldentificagéo Grupo Cd? 0 min Cd* 30 min Cd* 60 min Cd?* 120 min

Sintese Protéica

ModificagBes poés-traducionais e Tr EST- A3488 Put ative protein-vacuolar targeting-related protein (AAWMO0887) [C neof or nans] 3 0.00 2.06 1.97 1.39
enderecamento
Tr EST- A0636 Pol yubi quitin 5 (UQBY) [S. cerevisiae] 8 0.00 0.97 1.29 0.48
Tr EST- B17F07 Probabl e phosphonmannomut ase (EAA34550) [N crassal 8 0.00 0.87 1.36 0.44
Degradacéo protéica Tr EST- A4209 26S proteasone regul atory subunit-like protein (AAW9328) [M grisea] 3 0.00 1.20 1.98 1.39
Tr EST- A0595 Subtilisin-like serine protease PRLH (CAC5047) [M anisopliae] 4 0.00 1.52 1.33 0.93
Tr EST- BO7HO2 Serine protease 2 (CAC85639) [P. brassicae] 6 0.00 1.10 1.10 0.83
Tr EST- A1821 Aut ophagy-rel ated ubiquitin-like nodifier Atg-8 (@BWZY7) [N crassa] 8 0.00 0.88 1.14 0.60
Proteinas ribossomais Tr EST- B15D12 R bosomal protein L27 (EAL88345) [A fum gatus] 5 0.00 1.53 1.19 0.17
Tr EST- BO6A02 Cytosolic small ribosomal subunit S15 (EAL86942) [A fum gatus] 8 0.00 0.77 1.19 0.17
Tr EST- B14D06 60S ri bosonal protein L27a (L29) (EAA78050) [G zeae] 13 0.00 -1.04 -0.89 -0.03
RNA ribossomal Tr25S 25S ribosomal RNA (X77580) [T. reesei] 9 0.00 0.64 1.15 0.95

Sintese de RNA

Fatores transcricionais Tr EST- A3454 Transcription factor (CAC88374) [H jecorina] 7 0.00 1.00 0.80 0.14
Tr EST- A3675 Ml tiprotein bridging factor (B3IP3) [G fujikuroi] 7 0.00 1.04 1.02 0.20

N&o-classificada

Outros genes Tr EST- A0896 Put ati ve senescence-associ ated protein (BAB33421) [P. sativuni 9 0.00 0.43 1.14 1.08
Tr TRS1 Trichodernma reesei DNA fragment trsl (Y14562) [T. reesei] 11 0.00 0.06 -0.14 1.03

Desconhecida

Relacionados a ORFs preditas Tr EST- B34005 Hypot heti cal protein AN2200.2 (EAA63857) [A nidul ans] 1 0.00 2.94 3.73 1.59
Tr EST- A2618 Hypot hetical protein FQ1267.1 (EAA70576) [G zeae] 3 0.00 1.80 2.05 1.32
Tr EST- A3747 Hypot hetical protein FQ)7160.1 (EAA76619) [G zeae] 3 0.00 1.57 1.75 1.19
Tr EST- A2812 Hypot heti cal protein FQ)1555.1 (EAA68510) [G zeae] 4 0.00 1.60 1.80 1.01
Tr EST- A3651 Hypot hetical protein FQ)6162.1 (EAA74726) [G zeae] 4 0.00 1.39 1.61 0.64
Tr EST- A3863 Hypot hetical protein FG)3319.1 (EAA71063) [G zeae] 4 0.00 1.17 1.95 0.74
Tr EST- A3427 Hypot hetical protein FQ9205.1 (EAA77045) [G zeae] 5 0.00 1.29 1.24 0.42
Tr EST- A3764 Hypot hetical protein FQ0925.1 (EAA67702) [G zeae] 5 0.00 1.50 1.28 0.55
Tr EST- A1999 Hypot hetical protein FG)2234.1 (EAA69401) [G zeae] 6 0.00 1.12 0.89 0.70
Tr EST- A2606 Hypot hetical protein M07328.4 (EAA56973) [M grisea] 6 0.00 1.13 1.22 0.68
Tr EST- A3946 Hypot hetical protein FGL0202.1 (EAA70045) [G zeae] 6 0.00 1.12 1.03 0.42
Tr EST- B12005 Hypot hetical protein FQ)1866.1 (EAA67401) [G zeae] 7 0.00 1.00 0.90 0.41
Tr EST- A0150 Hypot hetical protein FQR3319.1 (EAA71063) [G zeae] 8 0.00 0.95 1.50 0.51
Tr EST- A0326 Hypot hetical protein FQ09503.1 (EAA76292) [G zeae] 8 0.00 0.86 1.15 0.25
Tr EST- A3430 Hypot hetical protein FQR2859.1 (EAA72359) [G zeae] 8 0.00 0.46 1.39 0.56
Tr EST- A0140 Unnaned protein product (CAHO0942) [K lactis] 9 0.00 0.60 1.04 0.87
Tr EST- A1668 Hypot hetical protein FG01169.1 (EAA68635) [G zeae] 10 0.00 0.46 0.49 1.19
Tr EST- A0897 Hypot hetical protein FQ)7275.1 (EAA77508) [G zeae] 13 0.00 -1.09 -0.97 -0.05
Tr EST- A3914 Hypot hetical protein FG)2131.1 (EAA69762) [G zeae] 14 0.00 -1.87 -1.87 0.04
Tr EST- B14Q08 Hypot heti cal protein FQ6563. 1 (EAA78348) [G zeae] 14 0.00 -1.76 -1.48 0.01



Funcao Qone ID & ldentificagéo Grupo Cd? 0 min Cd* 30 min Cd* 60 min Cd?* 120 min

Desconhecida

Relacionados a ORFs preditas Tr EST- A0358 Hypot hetical protein FQ4780.1 (EAA75739) [G zeae] 15 0.00 -2.58 -2.80 0.31
Tr EST- A2651 Hypot hetical protein FQ4780.1 (EAA75739) [G zeae] 15 0.00 -2.63 -2.84 0.36
Sem Sequéncia Similar Tr EST- AO066 2 0.00 2.11 2.20 1.40
Tr EST- A0277 2 0.00 2.58 2.05 1.60
Tr EST- A1667 2 0.00 2.26 2.40 1.85
Tr EST- A1879 2 0.00 2.22 2.67 1.81
Tr EST- B42A11 2 0.00 242 2.18 1.52
Tr EST- A2520 3 0.00 2.03 1.76 1.12
Tr EST- B11EO1 4 0.00 1.84 1.64 0.70
Tr EST- A3112 6 0.00 1.17 1.07 0.53
Tr EST- BO6F12 6 0.00 0.99 1.02 0.91
Tr EST- B27GLO 6 0.00 1.28 1.02 0.73
Tr EST- BA1HO3 6 0.00 0.99 1.02 0.46
Tr EST- A2091 7 0.00 1.01 1.07 0.14
Tr EST- A2609 7 0.00 1.01 0.90 0.20
Tr EST- A2747 7 0.00 1.07 1.04 0.13
Tr EST- B28B09 7 0.00 0.85 1.05 0.22
Tr EST- B35B11 7 0.00 1.32 0.77 0.22
Tr EST- B38F03 7 0.00 0.90 1.03 0.32
Tr EST- B18Q08 8 0.00 0.70 1.01 0.48
Tr EST- A0373 9 0.00 0.65 1.18 0.93
Tr EST- A2965 9 0.00 0.53 1.15 1.12
Tr EST- B35Q01 9 0.00 0.61 1.00 1.25
Tr EST- A3996 11 0.00 -0.05 0.24 1.01
Tr EST- A3804 12 0.00 -0.52 -1.17 -0.70
Tr EST- AA034 13 0.00 -1.22 -1.12 -0.16
Tr EST- BO6Q07 13 0.00 -0.48 -1.08 0.24
Tr EST- B33B06 13 0.00 -1.08 -0.74 -0.24
Tr EST- B33H12 13 0.00 -1.26 -1.22 0.29
Tr EST- A0678 14 0.00 -1.94 -1.85 -0.34
Tr EST- A1718 14 0.00 -1.77 -1.39 -0.08
Tr EST- A1982 14 0.00 -1.66 -1.43 0.07
Tr EST- A2367 14 0.00 -1.36 -1.34 -0.39



Tabela 10: Dados de expressédo do experimento de Limitagédo de Fonte de Nitrogénio e Pulso de sulfato de amoénio. Os clones TrEST/ genes de T. reesei estdo agrupados segundo a funcéo celular em
que foram anotados. Os dados de anotacdo apresentados sé&o a identificacdo do clone, o c6digo de acesso para a sequéncia similar mais relevante e o organismo da qual proveio. Os dados de
expressdo sdo o grupo de padrdo de expressao e os valores do logaritmo, na base 2, da razdo das fluorescéncias normalizadas para os pontos de 2 horas sem fonte de carbono, e 30 e 60 minutos
ap6s a adicdo de sulfato de amdnio para concentracéo final de aproximadamente 15,0 mmol/L.

Funcéo done ID & Identificagédo Grupo noNOmin noN 120 min N 30 min N 60 min

Defesa Celular

Destoxificagé@o Tr EST- A1642 Probabl e protein disul fide-isomerase precursor (T47259) [N crassal 8 0.00 1.28 0.38 0.06
Tr EST- A0620 Rel ated to gl yoxal oxidase precursor (CAE76318) [N crassal 10 0.00 0.32 -1.35 -0.72
Tr EST- A4158 Rel ated to gl yoxal oxidase precursor (CAE76318) [N crassa] 10 0.00 0.32 -1.17 -0.75
Tr EST- A1817 Aur eobasi din A resi stance protein honol og (QL0142) [S. ponbe] 14 0.00 -2.58 -2.47 -3.64
Tr EST- A2601 Rel ated to phenol 2-nonooxygenase (CAE76270) [N crassa] 16 0.00 -1.17 -1.04 -1.54
Tr EST- A3699 Rel ated to phenol 2-nonooxygenase (CAE76270) [N crassa] 17 0.00 -2.22 -0.95 -2.25
Tr EST- A2590 Antioxidant protein LsfA (EAL89931) [A fumi gatus] 20 0.00 -2.54 0.74 0.33
Tr EST- A3477 Hypot heti cal protein (BACS5902) [A oryzae] 24 0.00 -1.33 1.70 1.60

Resposta a estresse Tr EST- AO074 Heat shock protein Hsp98 (P31540) [N crassa] 10 0.00 0.24 -1.04 -0.58
Tr EST- AO004 Heat shock protein Hsp98 (P31540) [N crassal 11 0.00 0.16 -1.42 -0.92
Tr EST- A0191 Stress response Rci peptide (EAL92348) [A funigatus] 12 0.00 -2.22 -1.81 -2.12

Divisédo Celular

Ciclo celular Tr EST- A0415 Cel | division control protein Cdc48 (EAL94007) [A fum gatus] 4 0.00 1.05 0.86 0.87
Tr EST- A4128 Cel | division control protein Cdc48 (EAL94007) [A fumi gatus] 8 0.00 1.40 0.81 0.05
Tr EST- A1043 Septin B (EAL86934) [A fumi gatus] 10 0.00 0.62 -0.79 0.39
Tr EST- A2598 Probabl e nucl eosone assenbly protein | (CAD70974) [N crassal 10 0.00 0.39 -0.63 -0.27
Tr EST- A4264 Rel ated to ATROPH N1 (CAD21224) [N crassa] 11 0.00 -0.07 -0.57 -1.44
Tr EST- A0423 Checkpoi nt forkhead associated with R NG 2 (DAAD5594) [S. cerevi si ae] 18 0.00 -1.80 -0.98 -0.20

Sinalizacéo Celular

Canais e proteinas de transporte  Tr EST- A1513 Putative transport protein (NP_588478) [S. ponbe] 8 0.00 1.09 0.11 -0.35
Tr EST- A3656 Put ative transmenbrane transporter (NP_595211) [S. ponbe] 12 0.00 -2.16 -2.93 -2.69
Tr EST- A2883 Vacuol ar H+ Ca2+ exchanger (EAL87625) [A fumi gatus] 22 0.00 -0.83 0.38 0.21
Tr EST- AO089 Put ati ve menbrane transporter (CAC36925) [S. ponbe] 24 0.00 -1.19 1.47 0.95

Efetores e moduladores Tr EST- A3985 Rabll binding protein (AAD21616) [...] 16 0.00 -1.51 -1.68 -1.74

Sinalizadores intracelulares Tr EST- A2439 Rhol GIP-binding protein (AAM3110) [M rouxii] 4 0.00 1.54 0.84 1.18
Tr EST- A1694 G protein al pha subunit (AAQL8659) [H virens] 10 0.00 0.29 -0.97 -0.69

Mnodificagdo protéica Tr EST- A0709 Seri ne/ threoni ne protein phosphat ase PP1-1 (P20604) [S. cerevi siae] 4 0.00 1.07 1.19 1.19
Tr EST- A2346 Negative regul ator of sexual conjugation and neiosis (Ranl) (P08092) [S. ponbe] 4 0.00 1.03 1.79 0.92
Tr EST- A3919 Rel ated to protein tyrosine phosphatase PPS1 (CAD21139) [N crassa] 8 0.00 1.45 0.78 0.23
Tr EST- A0880 Serine threonine protein kinase S\NF1 (AAK69560) [H jecorinal 10 0.00 0.48 -0.32 -0.76
Tr EST- A1058 Cal nexi n (EAL89509) [A fumi gatus] 10 0.00 0.85 -1.03 0.25
Tr EST- A3568 Put ative histidine kinase M27M (AAR30136) [G noniliforms] 19 0.00 -1.05 -0.55 -0.04



Funcéo done ID & Identificacéo Grupo noN O min noN 120 min N 30 min N 60 min

Estrutura Celular

Parede celular Tr EST- A3010 Tri hydr ophobi n precursor (CFTHL) (@W4) [C fusiforms] 1 0.00 6.20 5.67 6.00
Tr H-B2 Hydrophobin I'l (Y11894) [T. reesei] 1 0.00 4.84 4.78 4.54
Tr EST- A1070 Putative glycosyl transferase (EAL86644) [A fumi gatus] 11 0.00 -0.18 -1.52 -1.00
Tr EST- A3360 1, 3-bet a- gl ucanosyl transf erase Gel 2 (EAL88984) [A fum gat us] 14 0.00 -2.96 -3.12 -2.73
Tr EST- A3572 Probabl e fanmly 17 gl ucosi dase SOM1 precursor (P53189) [S. cerevisiae] 16 0.00 -1.47 -2.11 -1.29

Citoesqueleto Tr EST- A1698 Cofilin (P78929) [S. ponbe] 10 0.00 0.40 -0.79 -0.60
Tr EST- B15F04 Actin (P78711) [N crassa] 17 0.00 -1.69 -1.00 -1.52

Metabolismo

Aminoécidos Tr EST- BO6D08 Am not ransferase class V (EAL90276) [A fum gatus] 5 0.00 1.26 0.98 0.41
Tr EST- A2564 4- Ami nobut yrate (GABA) aninotransferase (EAL91927) [A fum gatus] 8 0.00 1.15 -0.12 -0.38
Tr EST- A3986 Probabl e carbanoyl - phosphat e synthase |arge chain (CAE76486) [N crassa] 8 0.00 1.10 0.21 -0.33
Tr EST- A0224 Aspartate ami notransferase 1 (P28011) [M sa...] 10 0.00 0.36 -0.92 -0.48
Tr EST- A2767 d utam ne synthetase (Q utanate--amoni a |igase) (QUUNG) [N haemat ococca] 10 0.00 0.26 -1.35 0.24
Tr EST- B22B10 ATP phosphori bosyl t ransf erase (ATP-PRT) (P40373) [S. ponbe] 10 0.00 0.44 -1.07 0.26
Tr EST- A0O758 Probabl e gl yci ne decarboxyl ase P subunit (CAE76410) [N crassal 11 0.00 -0.79 -1.27 -1.85
Tr EST- A0206 Put ati ve phospho- 2- dehydr o- 3- deoxyhept onat e al dol ase (Q9755) [S. ponbe] 15 0.00 -3.60 -1.43 -2.08
Tr EST- B36E04 3- I sopropyl mal at e dehydrogenase (QBTWA) [S. na...] 15 0.00 -2.87 -1.50 -1.56
Tr EST- A3669 2-1sopropyl mal ate synt hase (EAL90831) [A fum gatus] 17 0.00 -2.11 -0.58 -1.38
Tr EST- A4066 Putative aspartate anminotransferase [A funigatus] 17 0.00 -2.29 -1.13 -1.33
Tr EST- B4A0Q09 3- 1 sopropyl mal at e dehydrogenase (I MXMH) (P34738) [N crassal 17 0.00 -1.99 -0.07 -1.38
Tr EST- A2008 Chori smate synt hase (QL2640) [N crassa] 18 0.00 -1.07 -0.52 -0.96
Tr EST- B21Q05 Cobal am n-i ndependent met hi oni ne synt hase (AAF82115) [A ni dul ans] 18 0.00 -1.27 -0.61 -1.07
Tr EST- B43Q09 Probabl e t hreoni ne synthase (CAD21138) [N crassa] 18 0.00 -2.09 -0.31 -0.80
Tr EST- A4055 Ket ol -aci d reduct oi somerase, nitochondrial precursor (P38674) [N crassa] 19 0.00 -1.68 -0.27 -0.43
Tr EST- A4078 Honoci trate synthase, nmitochondrial precursor (QL2726) [Y. lipolitica] 19 0.00 -2.02 0.00 -0.53
Tr EST- B33Gl12 Putative thiosul fate sul furtransferase (EAL84757) [A funigatus] 19 0.00 -1.80 -0.11 0.06
Tr EST- B16Q02 Sulfite reductase [ NADPH fl avoprotein conponent (P39692) [S. cerevi siae] 24 0.00 -0.40 1.48 1.14
Tr EST- B43Q07 Al pha- ket ogl ut ar at e- dependent taurine di oxygenase (EAL92780) [A fumi gatus] 25 0.00 -2.66 1.31 1.47

Cofatores Tr EST- B27F10 Cytochrome ¢ hene |yase (Hol ocytochrome-C synthase) (P14187) [N crassa] 8 0.00 0.55 -0.59 0.72
Tr EST- A0365 Thi azol e bi osynthetic enzyme (Sti35) (P23618) [F. oxysporunj 12 0.00 -1.74 -2.63 -2.93
Tr EST- AO014 Pr obabl e copropor phyri nogen oxi dase precursor (CAD21231) [N crassal 14 0.00 -3.25 -3.25 -3.41
Tr EST- A3414 Probabl e copropor phyrinogen |11 oxidase (QQUTE2) [S. ponbe] 14 0.00 -2.51 -2.99 -3.16
Tr EST- A0231 Pyri doxi ne bi osynthesis protein Pdx1l (C69905) [C nicotianae] 16 0.00 -1.74 -1.32 -1.30
Tr EST- A3748 Rel ated to al pha-ribazol e-5' - phosphat e phosphat ase (CAE75728) [N crassal 16 0.00 -1.37 -1.48 -1.21

Energia e ciclo de Krebs Tr ALD2 Al dehyde dehydrogenase 2 [T. reesei] 3 0.00 2.44 2.93 1.15
Tr EST- A0857 2-Methyl citrate synthase, mtochondrial precursor (Q@TEMB) [E nidul ans] 8 0.00 0.88 -0.06 -0.21
Tr EST- B16Q08 ATP citrate |lyase, subunit 2 (CAB76164) [S. nacrospora] 10 0.00 0.29 -0.27 -0.78
Tr EST- A3036 Acet ate kinase (Acetokinase) (QF1X7) [L. sn...] 11 0.00 -0.67 -1.30 -2.25
Tr EST- A2977 Put ative pyruvate decarboxyl ase (Q9737) [S. ponbe] 12 0.00 -2.06 -2.23 -2.92
Tr EST- A1365 Cytochrone c¢549 (BAAB5768) [F. oxyspor unj 15 0.00 -3.48 -2.71 -1.91
Tr EST- A3734 Fl avohenogl obi n (BAA33011) [F. oxysporunj 16 0.00 -1.86 -1.70 -1.57
Tr EST- A3975 Al ternative oxi dase precursor (ALTOX) (Q1355) [Neurospora crassal 16 0.00 -1.73 -1.82 -1.64
Tr EST- A4311 ATP synthase 9 (CAC27323) [C gl oeospori oi des] 16 0.00 -1.89 -1.37 -1.21
Tr EST- B18H08 D hydrol i poam de succi nyl transferase (AAD47296) [A funi gatus] 16 0.00 -2.25 -1.72 -1.32
TTaT Gtrate synthase [T. reesei] 18 0.00 -1.62 -0.71 -0.68
Tr EST- A0697 Wi qui nol -cytochrone ¢ reductase iron-sul fur subunit (P07056) [N crassa] 18 0.00 -1.39 -0.74 -0.67
Tr EST- A3742 Cytochronme c oxi dase pol ypeptide Vib () [A funigatus] 18 0.00 -1.18 -1.01 -1.00



Funcéo done ID & Identificacéo Grupo noN O min noN 120 min N 30 min N 60 min

Metabolismo

Energia e ciclo de Krebs Tr EST- A4179 Mal at e dehydrogenase-1ike protein (AAX07691) [M grisea] 18 0.00 -1.41 -1.30 -0.89
Tr EST- BO6H05 Gtrate synthase, mtochondrial precursor (P34085) [N crassal 18 0.00 -1.55 -0.84 -0.81
Tr EST- AO075 Put ative nal ate dehydrogenase (EAL84651) [A funi gatus] 19 0.00 -1.11 -0.28 -0.17
Tr EST- A2353 Acetyl - coenzyme A synthetase (Acetate--CoA |igase) (P16929) [N crassal 19 0.00 -1.02 0.04 -0.16
Tr EST- BO8D10 Pl asma nenbrane ATPase (CABB82547) [d onus nosseae] 19 0.00 -0.86 -0.55 0.27
Tr EST- B25Q04 Gtrate synthase, mtochondrial precursor (Q0098) [E. nidul ans] 19 0.00 -1.28 -0.45 -0.26
Tr ND6 NADH : ubi qui none oxi dor educt ase chain 5 (AAL74164) [T. reesei] 22 0.00 -0.95 0.14 0.59
Tr ND6 NADH : ubi qui none oxi dor educt ase chain 6 (AAL74172) [T. reesei] 22 0.00 -1.07 0.25 0.26
Tr ATP9 ATP synthase subunit 9 [T. reesei] 23 0.00 -0.38 0.41 0.85
Tr EST- A0333 Cytochrone ¢ oxi dase pol ypeptide VI (Q1359) [N crassa] 23 0.00 -0.08 1.33 0.86
Ciclo do glioxilato TriCL Isocitrate lyase [T. reesei] 3 0.00 1.91 1.88 1.12
Tr | SCCLY Isocitrate lyase [T. reesei] 3 0.00 2.25 2.17 1.25
TrM.S Mal ate synthase [T. reesei] 3 0.00 2.68 2.03 1.36
Lipideos Tr EST- A4263 Phosphat i dyl seri ne decarboxyl ase-rel ated (EAM3286) [C. phaeobact er oi des] 2 0.00 2.40 3.69 2.35
Tr EST- A2547 Enoyl - GoA hydrat ase, nitochondrial precursor (@BBHI5) [M nuscul us] 7 0.00 1.74 0.31 -0.23
Tr EST- A2798 Probabl e 3- hydr oxybut yryl - CoA dehydr ogenase (CAE76156) [N crassal 7 0.00 1.81 0.18 0.08
Tr EST- A3347 Phosphol i pase D (BAG67175) [E. ni dul ans] 8 0.00 1.14 0.57 0.47
Tr EST- A3673 Fatty acid synthase subunit al pha (P15368) [P. griseof ul vuni 10 0.00 0.36 -0.44 -0.71
Tr EST- A0439 Epoxi de hydrol ase (AAW7995) [S. carzinostaticus] 11 0.00 0.04 -1.43 -1.76
Tr EST- A0634 Jeate delta-12 desaturase (AAG6933) [E nidul ans] 11 0.00 -0.05 -0.88 -1.16
Tr EST- A4303 d eate delta-12 desaturase (BAD04850) [A oryzae] 11 0.00 -0.08 -1.23 -1.78
Tr EST- AA057 Rel ated to SREBP cl eavage activating protein (CAB88621) [N crassal 13 0.00 -3.70 -5.00 -4.63
Tr EST- A4208 Rel ated to fatty acid hydroxyl ase (CAD21081) [N crassa] 16 0.00 -1.64 -1.46 -1.48
Tr EST- A1935 NADP( +) - dependent gl ycerol dehydrogenase (CAD42649) [E. ni dul ans] 18 0.00 -1.61 -1.01 -1.04
Tr EST- A3749 Probable G5 sterol desaturase (Q7SBB6) [N crassa] 18 0.00 -1.39 -1.29 -0.95
Tr EST- A4136 Put ative isoflavone reductase (CAE4A7972) [A fumi gatus] 24 0.00 -0.06 2.11 2.13
Nucleotideos Tr EST- A2852 Al | ant oi nase (EAL87322) [A funigatus] 7 0.00 2.44 -0.84 -0.22
Tr EST- A0752 Uricase (BAB18098) [T. inflatunj 10 0.00 1.40 -0.74 -0.69
Tr EST- A3972 Adenyl osucci nat e synt hetase (AAL56637) [E. nidul ans] 18 0.00 -1.40 -0.77 -0.74
Tr EST- AO005 Probabl e di hydroorotase (DHGCase) (QUTIO) [S. ponbe] 19 0.00 -1.28 -0.21 -0.30
Tr EST- A3570 Adenyl osucci nate | yase (Adenyl osucci nase) (Q5911) [S. cerevi siae] 19 0.00 -1.24 0.10 0.15
Tr EST- A0026 Put ati ve inosine-5'-nonophosphat e dehydrogenase (EAL87456) [A fum gatus] 21 0.00 -1.96 0.61 0.39
Acucares e glicélise Tr EST- A0264 Al dehyde dehydr ogenase (ALDDH) (P42041) [A alternata] 3 0.00 1.86 2.30 0.83
Tr EST- A3422 d ucoanyl ase precursor (P14804) [N crassa] 3 0.00 0.95 2.59 1.69
Tr EST- A0137 Probabl e nyo-inositol 1-phosphate synthase (CAD70896) [N crassal 4 0.00 1.88 0.73 1.50
Tr ARAB Ar abi nosidase [T. reesei] 4 0.00 1.20 1.52 1.80
Tr EST- A1373 d ucosani ne- 6- phosphat e deam nase ((BA094) [B. tn...] 5 0.00 0.14 1.71 -0.11
Tr EST- A3541 L-xyl ul ose reductase (@BNK50) [H jecorina] 5 0.00 0.18 1.60 -0.82
Tr EST- A2258 Endochi ti nase class V precursor (AAL84699) [H virens] 9 0.00 0.37 -0.17 -1.33
TrAYP d ycogen phosphoryl ase [T. reesei] 9 0.00 0.17 -0.32 -1.61
Tr GPH d ycogen phosphoryl ase [T. reesei] 9 0.00 0.45 -0.10 -1.39
Tr EST- A2499 d ycogen phosphoryl ase-1ike protein (AAU6197) [M haptotyl unj 10 0.00 0.36 -1.07 -0.49
Tr EST- A0909 A ock-control | ed gene-9 protein (AAC64285) [N crassa] 12 0.00 -1.54 -1.99 -2.29
Tr EST- A0613 Xylitol dehydrogenase (AAO42466) [H jecorina] 14 0.00 -2.81 -3.16 -3.32
Tr EST- A1895 Enol ase (AAK51201) [P. citrinunj 16 0.00 -1.84 -1.22 -1.27
Tr ENO Enol ase [T. reesei] 17 0.00 -1.90 -1.22 -1.34
Tr EST- A2626 Putative Xu-5-P / Fru-6-P phosphoketol ase (AAMG6259) [C. neof or mans] 17 0.00 -2.26 -0.46 -2.17
Tr EST- B34B10 d ycogenin (AAS68518.1) [N crassal 17 0.00 -1.83 -0.63 -2.67
Tr TDH Tri ose- phosphat e dehydrogenase [T. reesei] 17 0.00 -1.60 -1.04 -1.61



Funcéo done ID & Identificacéo Grupo noN O min noN 120 min N 30 min N 60 min

Metabolismo

Acucares e glicélise Tr EST- A0174 Phosphoket ol ase (ZP_00032418) [B. fungorunj 17 0.00 -1.64 -0.18 -1.50
Tr EST- A0750 Xyl osi dase / arabi nosi dase (AACO76888) [B. thetai otaonicron] 18 0.00 -2.35 -1.01 -0.50
Tr EST- B42H12 D- 3- phosphogl ycer at e dehydrogenase 2 (P40510) [S. cerevisi ae] 18 0.00 -1.86 -0.97 -0.82
Tr EST- B34E03 Al pha- mannosi dase | C (AAGL8507) [E. nidul ans] 19 0.00 -1.12 -0.66 -0.47
Tr XYLANL Endo- bet a- 1, 4- xyl anase | (S51973) [T. reesei] 22 0.00 -0.91 0.94 0.73
Tr EST- B14Q06 d ucoki nase (AAY83347) [H jecorina] 23 0.00 0.14 1.20 1.51
Tr ALK d ucoki nase [T. reesei] 23 0.00 0.18 1.31 1.25
TrGPD d ycer ophosphat e dehydrogenase [T. reesei] 23 0.00 -0.28 0.89 0.96

Transporte Tr EST- BO6EO6 MBTA protein (CAC30843) [E. nidul ans] 2 0.00 1.37 3.54 3.36
Tr EST- B21B12 Rel ated to triose phosphat e/ phosphate transl ocator (CAD70482) [N crassal 4 0.00 1.67 1.22 1.06
Tr EST- AO793 Putative peptide transporter (CAD27303) [A fum gatus] 7 0.00 1.96 0.86 -0.27
Tr EST- A3961 Prol i ne-specific permease (P18696) [E nidul ans] 7 0.00 1.92 0.12 0.13
Tr EST- A1813 Related to Pall protein (Q@P6T5) [N crassal 10 0.00 -0.12 -1.91 -0.08
Tr EST- A4185 Putative amino acid pernease fanily protein (EAL84500) [A fum gatus] 10 0.00 0.43 -1.08 -0.57
Tr EST- A1890 Hypot hetical protein (XP_330348) [N crassal 16 0.00 -1.67 -1.83 -1.66
Tr EST- A3556 Putative MFS transporter (EAL84203) [A funigatus] 16 0.00 -2.11 -1.92 -0.85
Tr EST- BO6A05 MDR-|i ke ABC transporter (AAF65762) [B. fuckeliana] 16 0.00 -1.22 -1.75 -1.89
Tr EST- A3927 Putative MFS transporter (EAL85184) [A funigatus] 17 0.00 -1.93 -1.26 -1.61
Tr EST- B34E01 Argi ni nosucci nate synt hase (EAL87525) [A fumi gatus] 18 0.00 -1.53 -0.46 -0.76
Tr EST- A1842 ADP, ATP carrier protein (P02723) [N crassa] 19 0.00 -1.49 -0.12 -0.34
Tr EST- A4068 Mtochondrial phosphate carrier protein (P23641) [S. cerevi siae] 19 0.00 -1.75 -0.80 -0.21
Tr EST- BO7C11 ADP, ATP carrier protein (ADP/ ATP transl ocase) (P02723) [N crassal 19 0.00 -1.47 -0.14 -0.32
Tr EST- AM4172 Rel ated to endosomal Vps protein conplex subunit (CAD21186) [N crassa] 22 0.00 -1.32 0.51 0.49

Sintese Protéica

Modificagbes poés-traducionais e Tr EST- B23E11 Probabl e 26S ATP/ ubi qui ti n-dependent protei nase chain $S4 (CAB88559) [N crassal 8 0.00 0.98 -0.17 -0.16
enderegcamento
Tr EST- A0636 Pol yubiquitin 5 (UQBY) [S. cerevisiae] 10 0.00 0.58 -0.60 0.16
Tr EST- A2933 Wi quitin Gtermnal hydrol ase L3 (EAL87650) [A fum gatus] 10 0.00 1.61 -0.74 -1.28
Tr EST- A3562 Protei n mannosyl transferase 1 (EAL92923) [A fum gat us] 10 0.00 0.32 -0.92 -0.05
Tr EST- A0364 Put ative coatoner subunit zeta (EAL93214) [A fum gatus] 11 0.00 -0.57 -1.27 -2.06
Degradacéo protéica Tr EST- A0595 Subtilisin-like serine protease PRIH (CAC95047) [M ani sopli ae] 6 0.00 3.82 1.08 1.32
Tr EST- BO7H02 Serine protease 2 (CAC85639) [P. brassicae] 6 0.00 3.47 0.75 1.12
Tr EST- AO041 Vacuol ar protease A precursor (Q1294) [N crassa] 7 0.00 2.04 0.67 0.47
Tr EST- A1821 Aut ophagy-rel ated ubiquitin-like nodifier Atg-8 (BWZY7) [N crassa] 7 0.00 1.63 0.55 0.33
Tr EST- A4013 Seri ne-type carboxypepti dase honol og precursor (JC7666) [E. nidul ans] 7 0.00 2.43 0.68 0.58
Tr EST- AO75 Aut ophagy-rel ated protein 11 (Q/S055) [N crassal 8 0.00 0.94 -0.09 0.22
Tr EST- A4289 Rel ated to beta- N acetyl gl ucosani ni dase (CAEB5548) [N crassa] 8 0.00 1.23 0.78 0.18
Tr EST- A1696 Beta- Tr CP (Bet a-transduci n repeat-contai ning protein) (Q1854) [X |aevis] 10 0.00 0.50 -1.02 -0.60
Tr EST- A1711 Lysosonmal aspartic protease precursor (Q3168) [A aegypti] 10 0.00 0.49 -0.93 -0.37
Tr EST- A1882 Car boxypeptidase S (P27614) [S. cerevisi ae] 10 0.00 0.91 -0.91 -0.47
Tr EST- A3028 Probabl e proteasone subunit al pha type 5 (QUT97) [S. ponbe] 10 0.00 0.57 -1.18 -0.60
Tr EST- A2912 Ani nopept i dase (EAL89884) [A funigatus] 12 0.00 -1.93 -2.26 -2.13
Tr EST- A3560 Aspartic protease (BAQD0848) [A oryzae] 22 0.00 -1.19 0.16 0.23
Proteinas ribossomais Tr EST- A2562 40S ribosomal protein S2-1ike protein (AAX07689) [M grisea] 5 0.00 0.65 1.66 -0.42
Tr EST- A0210 Rel ated to ribosomal protein YnmL20, nitochondrial (CAD36998) [N crassa] 10 0.00 0.51 -1.01 -0.47
Tr EST- A3633 40S ri bosonmal protein S3 (060128) [S. ponbe] 10 0.00 0.48 -0.85 -0.39

Tr EST- B16E08 Rel ated to 60S ribosonal protein L1 (CAD71231) [N crassal 19 0.00 -1.03 -0.01 -0.08



Funcéo done ID & Identificacéo Grupo noN O min noN 120 min N 30 min N 60 min

Sintese Protéica

Proteinas ribossomais Tr EST- A3413 Horol ogy to 60S ribosomal protein L14 (L23) (NP_009466) [S. cerevisiae] 20 0.00 -2.49 0.45 0.56
Tr EST- A0252 60s ribosonmal protein |10a. (NP_587891) [S. ponbe] 20 0.00 -2.52 0.47 0.44
Tr EST- AO553 Probabl e 60S ribosomal protein L22 (CAD70890) [N crassa] 20 0.00 -2.79 0.52 0.50
Tr EST- A0681 60S ri bosonal protein L3 (P59671) [N crassa] 20 0.00 -3.42 0.27 0.11
Tr EST- AO712 60S ri bosonal protein L44 (L41) (P52809) [P. ja.] 20 0.00 -2.48 -0.05 0.22
Tr EST- A0756 60S ri bosonal protein L3le (EAL89163) [A fum gatus] 20 0.00 -2.55 0.17 0.19
Tr EST- A0866 60s ribosonal protein |2 (EAL86003) [A fum gatus] 20 0.00 -2.73 0.28 0.15
Tr EST- A1844 60S ri bosonal protein L32 (EAL93935) [A funigatus] 20 0.00 -2.58 0.77 0.85
Tr EST- A2015 60s ribosonmal protein | 7-c. (NP_595736) [S. ponbe] 20 0.00 -2.64 0.51 0.62
Tr EST- A2163 40S ribosonmal protein S23 (QQHE74) [N crassal 20 0.00 -2.48 0.41 0.47
Tr EST- A2663 60S ri bosonal protein L13 (QOYV5) [|. punctatus] 20 0.00 -2.68 0.51 0.55
Tr EST- A2843 40S ribosomal protein S4 (S7) ((69950) [VY. lipolytica] 20 0.00 -2.74 0.53 0.47
Tr EST- A2850 Honol ogy to 60S ribosonal protein L18 (NP_014098) [S. cerevisiae] 20 0.00 -2.83 0.53 0.42
Tr EST- A3248 40S ribosomal protein S18-1ike protein (AAX07649) [M grisea] 20 0.00 -2.62 0.03 0.24
Tr EST- A3432 60s ribosonal protein |2 (NP_595879) [S. ponbe] 20 0.00 -2.64 0.65 0.46
Tr EST- A3445 40S ribosomal protein S5 (XP_329834) [N crassal 20 0.00 -2.54 0.24 0.28
Tr EST- A3455 60S acidic ribosomal protein P2 (P42037) [A alternata] 20 0.00 -2.72 0.62 0.69
Tr EST- A3483 40S ribosomal protein S12 (XP_326287) [N crassal 20 0.00 -2.75 0.33 0.40
Tr EST- A3506 Simlar to 60S ribosonal protein L12 (XP_231785) [R norvegicus] 20 0.00 -2.31 0.42 0.39
Tr EST- A3716 60S ri bosonal protein L3 (AF198447) [E nidul ans] 20 0.00 -3.25 0.48 0.33
Tr EST- A4084 60S ri bosonal protein L14-A-like protein (AAW9343) [M grisea] 20 0.00 -2.49 0.35 0.47
Tr EST- A4086 60S ri bosonal protein L33-A (L37A) (QUSX4) [S. ponbe] 20 0.00 -2.48 0.62 0.64
Tr EST- A4138 60S ri bosonal protein L37 (Q@QT1) [E nidul ans] 20 0.00 -2.53 0.43 0.40
Tr EST- A4225 Probabl e 60S ribosonmal protein L26 (CAD21040) [N crassa] 20 0.00 -2.94 -0.03 0.22
Tr EST- A4246 40S ribosomal protein S9 (S16) (EAL93345) [A funi gatus] 20 0.00 -2.59 0.39 0.41
Tr EST- A4260 60S ri bosomal protein L15 (XP_328215) [N crassa] 20 0.00 -2.64 0.42 0.16
Tr EST- BO6A02 Cytosolic small ribosonal subunit S15 (EAL86942) [A fum gat us] 20 0.00 -3.13 0.85 0.58
Tr EST- B14B08 40S ribosonal protein S19 (S16) (EAA67435) [G zeae] 20 0.00 -2.51 0.17 0.29
Tr EST- B16E02 40S ribosormal protein S26E (CRP5) (P21772) [N crassa] 20 0.00 -2.42 0.52 0.66
Tr EST- B17HO1 Cytosolic 60S ribosomal protein L30 (EAL93216) [A fumi gatus] 20 0.00 -2.50 0.40 0.76
Tr EST- B22F11 40S ribosormal protein S7 (O43105) [N crassa) 20 0.00 -2.33 0.35 0.50
Tr EST- B25E08 60S acidic ribosonmal protein PO (Q6TJ5) [N crassa] 20 0.00 -2.47 -0.01 0.31
Tr EST- B33@02 40S ribosomal protein S24 (P14249) [R ra.] 20 0.00 -2.48 0.40 0.73
Tr EST- A0192 40S ribosomal protein S21 (CRP7) (XP_329751) [N crassa] 21 0.00 -2.01 0.43 0.72
Tr EST- A0632 40S ribosonmal protein S9 (EAL93345) [A fum gatus] 21 0.00 -2.25 0.52 0.36
Tr EST- A0689 60S ribosonal protein L34-B-1ike protein (AAX07647) [M grisea] 21 0.00 -2.19 0.00 0.21
Tr EST- A1100 60S ri bosonal protein L17 (XP_323005) [N crassa] 21 0.00 -2.14 0.25 0.21
Tr EST- A1150 Probabl e 40s ribosomal protein S6.e, cytosolic [N crassal 21 0.00 -2.18 0.17 0.21
Tr EST- A1638 60S ribosonal protein Srpl (AAP58401) [S. sclerotioruni 21 0.00 -1.74 0.60 0.68
Tr EST- A2187 60S ribosonal protein L39 (@BHV8) [D. hansenii] 21 0.00 -2.16 0.52 0.60
Tr EST- A2322 40S ribosomal protein S9 (S7) (EAA70965) [G zeae] 21 0.00 -2.22 0.40 0.38
Tr EST- A2862 60S ri bosonmal protein L19B (NP_587807) [S. ponbe] 21 0.00 -1.99 0.27 0.33
Tr EST- A4073 60S ri bosonal protein L23-1ike protein (AAX07639) [M grisea] 21 0.00 -2.02 0.38 0.15
Tr EST- BO7B05 40S ribosomal protein S14 (P48150) [C el egans] 21 0.00 -1.78 1.01 0.80
Tr EST- BO8AL1 40S ribosonal protein S7 (XP_322344) [N crassa] 21 0.00 -2.11 0.33 0.24
Tr EST- BO8C11 60S ri bosomal protein L27a (L29) (EAA78050) [G zeae] 21 0.00 -1.57 0.84 1.04
Tr EST- B12D07 Honol ogy to 60S ribosomal protein L18a (NP_013969) [S. cerevisiae] 21 0.00 -2.11 0.51 0.58
Tr EST- B20B05 60S ri bosonal protein L30-1 (L32) (P52808) [S. ponbe] 21 0.00 -1.80 0.20 0.71

Tr EST- B37B02 60S ri bosonal protein L36 (@®HR7) [T. hanat unj 21 0.00 -1.75 0.49 0.61



Funcéo done ID & Identificacéo Grupo noN O min noN 120 min N 30 min N 60 min

Sintese Protéica

Proteinas ribossomais Tr EST- A3403 40s ribosomal protein Sl0a (EAL89106) [A fum gatus] 22 0.00 -0.76 0.61 0.75
Tr EST- A2282 60S ri bosonmal protein L10a (P62907) [R novergicus] 22 0.00 -1.40 0.38 0.03
Tr EST- A3798 40S ribosonmal protein S27 (0Or4330) [S. ponbe] 22 0.00 -1.24 0.55 0.32
Tr EST- A3820 60S ri bosonal protein L9-B (L8) (P51401) [S. cerevisiae] 22 0.00 -1.28 0.59 0.50
Tr EST- B12E02 60s ribosonal protein L7 subunit (NP_594185) [S. ponbe] 22 0.00 -0.83 0.82 0.48
Tr EST- B17D10 60S ri bosonmal protein L5 (CPR4) ((69953) [N crassal 22 0.00 -1.29 0.54 0.62
Tr EST- A0387 40S ribosormal S30/ ubiquitin fusion (EAL85794) [A funigatus] 23 0.00 -0.64 0.97 0.98
Tr EST- A0983 Probabl e ribosonmal protein 10, cytosolic (CAD70957) [N crassal 23 0.00 -0.24 0.87 1.09
Tr EST- BO6HO1 Put ative 60S ribosomal protein L35 (AAMB2709) [T. aestivuni 23 0.00 -0.31 0.59 0.94
Tr EST- B14D06 60S ri bosonal protein L27a (L29) (EAA78050) [G zeae] 23 0.00 0.16 0.40 1.62
Tr EST- B25D02 60S ri bosonal protein L8 (L7a) (QOL3672) [S. ponbe] 23 0.00 -0.20 1.07 1.04
Tr EST- B43A11 60S ri bosonal protein L37A (AAK52799) [B. bel cheri] 23 0.00 -0.34 0.14 0.92
Tr EST- B44H09 60S ri bosonal protein L23-1ike protein (AAX07700) [M grisea] 24 0.00 -1.16 1.14 1.15

Fatores de tradugéo Tr EST- A3417 Transl ation initiation factor el F1; Suilp (NP_014155) [S. cerevi siae] 8 0.00 0.84 -0.57 0.26
Tr EST- A4195 Translation initiation factor SU1 (EAL92942) [A fumi gatus] 10 0.00 0.70 -0.65 -0.03
Tr EST- B23Q07 Eukaryotic peptide chain release factor subunit 1 (eRFl) (EAA76974) [G zeae] 21 0.00 -1.75 0.30 0.53
Tr EST- A1025 Putative el F3 subunit E fCe (EAL92445) [A fum gat us] 22 0.00 -1.02 0.56 0.39
Tr EST- A1208 Transl ation rel ease factor eRF3 (AAD01748) [P. anserinal 22 0.00 -0.52 0.52 0.13
Tr EST- A1781 Eukaryotic ei F3 subunit 6 interacting protein-like protein (AAXO7645) [M grisea] 22 0.00 -0.76 0.71 0.45
Tr EST- A3815 El ongation factor 2 (EAA77131) [G zeae] 22 0.00 -1.11 0.49 0.17
Tr EST- B17H05 Putative sterigmatocystin biosynthesis protein stcT (QO0717) [E nidul ans] 22 0.00 -0.54 1.00 0.27
Tr EST- B39B11 Probabl e transl ation el ongation factor EF-Tu, mitochondrial (CAC28833) [N crassal 22 0.00 -1.12 0.58 0.41
Tr TEF1 Transl ation elongation factor la (Z23012) [T. reesei] 22 0.00 -0.95 0.85 0.43

Sintese e metabolismo de tRNAs Tr EST- AO538 Arginyl -t RNA synt het ase, cytopl asmc (Q5506) [S. cerevisiae] 10 0.00 0.49 -1.03 -0.51
Tr EST- A1878 Phenyl al anyl -t RNA synt het ase beta chain (QOL3432) [C al bicans] 18 0.00 -1.10 -0.46 -0.75
Tr EST- A3843 Leucyl -t RNA synt het ase, mtochondrial precursor (P15181) [N crassal 18 0.00 -1.46 -1.00 -0.76
Tr EST- B25A02 Probabl e i sol eucyl -trna synt hetase (CAD29604) [A fum gatus] 19 0.00 -1.18 0.08 -0.98
Tr EST- A0265 Putative lysyl-trna synthetase (NP_595892) [S. ponbe] 22 0.00 -0.91 0.53 -0.18

Sintese de RNA

Processamento de RNA Tr EST- A1624 rRNA i ntron-encoded honing endonucl ease (AAK13589) [Q sativa]l 7 0.00 1.87 0.87 -0.29
Tr EST- A4276 Probabl e ATP-dependent RNA hel i case DBP3 (Helicase CA3) (P20447) [S. cerevi siae] 18 0.00 -1.13 -1.11 -1.02
Tr EST- A4151 Putative helicase G6F12.16c (Q14232) [S. ponbe] 23 0.00 -0.43 0.84 0.95

Fatores transcricionais Tr EST- A3454 Transcription factor (CAC88374) [H jecorinal 4 0.00 1.27 1.51 1.33
Tr EST- A0314 ATF/ CREB-fanily transcription factor atf2l (T40132) [S. ponbe] 5 0.00 0.95 1.13 -0.07
Tr EST- A0464 Rel ated to cAMP-dependent transcription factor atf-2 (CAD70949) [N crassa] 5 0.00 1.12 1.67 0.36
Tr EST- A4069 Rel ated to transcription activator anyR (CAC28588) [N crassal 5 0.00 0.94 2.50 0.63
Tr EST- A1599 Sul fur netabolite repression control protein (EAA58743) [A nidul ans] 16 0.00 -1.22 -1.25 -1.95
Tr EST- A3600 Transcription factor (CAC88374) [H jecorina] 20 0.00 -3.01 0.27 0.23
Tr EST- A0013 Putative transcription factor (Sndl/pl00) (EAL91676) [A fumi gatus] 23 0.00 0.41 0.61 1.88

Nao-classificada

Outros genes Tr EST- A3021 Ypt-interacting protein yop-1 (@B71R7) [N crassal 2 0.00 3.05 2.57 2.85
Tr EST- A0896 Put ati ve senescence-associ ated protein (BAB33421) [P. sativuni 4 0.00 1.32 141 1.65
Tr EST- A1949 FAD- dependent oxi dor educt ase-1i ke protein (AAX07713) [M grisea] 5 0.00 1.33 141 0.19
Tr EST- A1854 MBPL1 protein (TAT-bindi ng honol og 4) (P28737) [S. cerevisi ael 8 0.00 0.88 -0.19 0.52
Tr EST- A0310 Hypot heti cal protein (XP_324581) [N crassa] 10 0.00 0.78 -0.52 -0.91



Funcéo done ID & Identificacéo Grupo noN O min noN 120 min N 30 min N 60 min

Nao-classificada

Outros genes Tr EST- A1902 Al do/ ket o reductase fam |y oxi doreductase (NP_594384) [S. ponbe] 10 0.00 0.58 -0.87 -0.43
Tr EST- A2106 Putative glycosyl transferase (EAL86644) [A funmi gatus] 10 0.00 0.18 -1.12 -0.43
Tr EST- A3941 Putative mitochondrial DNA replication protein (Yhn2) (EAL85883) [A  fum gatus] 10 0.00 0.55 -0.77 -0.12
Tr EST- B20F07 Putative lectin fanmily integral nmenbrane protein (EAL93512) [A fum gatus] 10 0.00 0.32 -0.72 0.13
Tr EST- AO700 Related to tol protein (CAB98221) [N crassal 12 0.00 -1.84 -2.42 -2.31
Tr EST- A0954 Al cohol dehydrogenase, zinc-containing (EAL86477) [A fum gatus] 12 0.00 -1.97 -1.65 -2.49
Tr EST- A1904 Integral menbrane protein [A fum gatus] 14 0.00 -2.85 -3.15 -2.87
Tr EST- A0922 Haenolysin-111 famly protein (EAL92524) [A funi gatus] 16 0.00 -1.12 -1.67 -2.01
Tr EST- A1576 Conserved hypot hetical protein (EAL92224) [A funi gatus] 17 0.00 -1.61 -0.95 -1.69
Tr EST- A3592 Stonatin-like protein (BAB68403) [G fujikuroi] 20 0.00 -2.53 0.54 0.57
Tr EST- B33Q02 Chl orophyl | a-b binding protein 91R (LHCOP) (P04783) 20 0.00 -2.65 0.63 0.80
Tr EST- A3687 Related to rasp f 7 allergen (CAD70798) [N crassa] 24 0.00 0.11 1.21 2.01

Desconhecida

Relacionados a ORFs putativas Tr EST- A2986 Hypot hetical protein FQ1026.1 (EAA67844) [G zeae] 2 0.00 3.14 2.83 3.13
Tr EST- A0334 Hypot heti cal protein FQ)9552.1 (EAA77109) [G zeae] 3 0.00 1.93 2.93 0.98
Tr EST- A0834 Predicted protein (EAA33307) [N crassa] 3 0.00 1.59 2.46 0.89
Tr EST- A2035 Predicted protein (XP_329036) [N crassal 3 0.00 1.84 2.88 0.84
Tr EST- A0326 Hypot heti cal protein FQ)9503.1 (EAA76292) [G zeae] 4 0.00 1.06 1.14 0.67
Tr EST- A0889 Hypot hetical protein FQ0314.1 (EAA68704) [G zeae] 4 0.00 1.61 1.34 2.49
Tr EST- A1185 Hypot heti cal protein FQ)6189.1 (EAA74545) [G zeae] 4 0.00 1.24 0.92 0.64
Tr EST- A2445 Hypot heti cal protein FQD5653.1 (EAA75224) [G zeae] 4 0.00 1.96 1.45 1.20
Tr EST- A3430 Hypot heti cal protein FQ)2859.1 (EAA72359) [G zeae] 4 0.00 151 1.39 1.08
Tr EST- A3998 Hypot heti cal protein FG)9950.1 (EAA67688) [G zeae] 4 0.00 1.05 1.17 0.95
Tr EST- A4005 Hypot heti cal protein M01306.4 (EAA55655) [M grisea] 4 0.00 1.02 1.16 0.89
Tr EST- B39A04 Hypot hetical protein M02573.4 () [M grisea] 4 0.00 1.08 1.30 1.00
Tr EST- AO087 Putative MFS transporter (EAL85766) [A funi gatus] 4 0.00 1.66 0.33 1.59
Tr EST- A0459 Hypot hetical protein FQ8467.1 (EAA70782) [G zeae] 5 0.00 1.16 1.32 0.63
Tr EST- A3935 Hypot heti cal protein M30432.4 (EAA48774) [M grisea] 5 0.00 0.82 1.69 -0.72
Tr EST- A1000 Hypot heti cal protein M02574.4 (EAA47331) [M grisea] 6 0.00 2.99 0.60 1.30
Tr EST- A2501 DUF895 donai n nenbrane protein (EAL85180) [A fum gatus] 6 0.00 3.72 2.44 0.54
Tr EST- A4046 Conserved fungal protein () [A fum gatus] 6 0.00 4.06 1.05 -0.29
Tr EST- A0150 Hypot hetical protein FQ3319.1 (EAA71063) [G zeae] 7 0.00 1.95 0.33 0.04
Tr EST- A1593 Hypot hetical protein FGL0260. 1 (EAA69958) [G zeae] 7 0.00 2.01 0.60 -0.26
Tr EST- A3863 Hypot heti cal protein FQI3319.1 (EAA71063) [G zeae] 7 0.00 2.44 0.32 0.27
Tr EST- A0275 Predicted protein (EAA76942) [G zeae] 8 0.00 0.99 -0.20 0.76
Tr EST- A0694 Hypot heti cal protein FQ)9552.1 (EAA77109) [G zeae] 8 0.00 1.14 -0.41 0.93
Tr EST- A0O787 Hypot heti cal protein FGD9308.1 (EAA76055) [G zeae] 8 0.00 1.05 0.84 0.46
Tr EST- A2559 Conserved hypot hetical protein (CACL8240) 8 0.00 1.06 -0.43 0.18
Tr EST- A2812 Hypot heti cal protein FQ)1555.1 (EAA68510) [G zeae] 8 0.00 1.31 0.30 0.28
Tr EST- A3280 Hypot hetical protein (XP_322321) [N crassa] 8 0.00 1.33 0.45 0.41
Tr EST- A3491 Hypot hetical protein FQ4478.1 (EAA73262) [G zeae] 8 0.00 1.34 0.01 0.40
Tr EST- A3821 Putative integral nenbrane protein, Mv17/PMP22 famly (EAL90362) [A fumi gatus] 8 0.00 1.39 -0.07 0.33
Tr EST- B11D07 Hypot hetical protein (XP_327057) [N crassa] 8 0.00 1.27 0.47 0.50
Tr EST- B33F12 Probabl e menbrane protein YMR292w (Q3554) [S. cerevi si ae] 8 0.00 0.73 -0.45 0.62
Tr EST- A2637 Hypot heti cal protein FQI8396.1 (EAA71148) [G zeae] 9 0.00 1.16 0.74 -0.87
Tr EST- AO030 Hypot hetical protein M0777.4 (EAAM9119) [M grisea] 9 0.00 0.79 0.75 -1.07
Tr EST- A0O317 Putative protein (CAD71042) [N crassa] 9 0.00 0.57 0.55 -1.16



Funcéo done ID & Identificacéo Grupo noN O min noN 120 min N 30 min N 60 min

Desconhecida

Relacionados a ORFs putativas Tr EST- A0437 Hypot heti cal protein M300777.4 (EAA49119) [M grisea] 9 0.00 0.74 0.71 -1.49
Tr EST- A0456 Hypot hetical protein FQ1141.1 (EAA68421) [G zeae] 9 0.00 0.38 0.11 -0.68
Tr EST- AO525 Hypot hetical protein M00777.4 (EAAM9119) [M grisea] 9 0.00 0.64 0.56 -1.93
Tr EST- A0O555 Hypot heti cal protein M00777.4 (EAA49119) [M grisea] 9 0.00 0.61 0.57 -1.63
Tr EST- A0860 Hypot hetical protein M0777.4 (EAAM9119) [M grisea] 9 0.00 0.74 0.74 -1.70
Tr EST- A0962 Hypot heti cal protein M300777.4 (EAA49119) [M grisea] 9 0.00 0.73 0.72 -1.58
Tr EST- A1008 Hypot heti cal protein M00777.4 (EAA49119) [M grisea] 9 0.00 0.64 0.59 -1.34
Tr EST- A1020 Hypot heti cal protein M00777.4 (EAAM9119) [M grisea] 9 0.00 0.49 0.42 -1.86
Tr EST- A1028 Hypot heti cal protein M300777.4 (EAA49119) [M grisea] 9 0.00 0.56 0.51 -1.74
Tr EST- A1181 Hypot hetical protein FQ9906.1 (EAA70132) [G zeae] 9 0.00 0.76 0.75 -1.59
Tr EST- A1238 Hypot hetical protein FQ9906.1 (EAA70132) [G zeae] 9 0.00 0.77 0.71 -1.30
Tr EST- A2567 Hypot heti cal protein M00777.4 (EAA49119) [M gri sea] 9 0.00 0.70 0.66 -1.71
Tr EST- A2618 Hypot hetical protein FQ1267.1 (EAA70576) [G zeae] 9 0.00 0.53 1.00 -0.85
Tr EST- A2854 Hypot heti cal protein M300777.4 (EAA49119) [M grisea] 9 0.00 0.51 0.41 -1.18
Tr EST- A3117 Hypot heti cal protein M00777.4 (EAA49119) [M grisea] 9 0.00 0.78 0.77 -1.64
Tr EST- A3146 Predicted protein (XP_323654) [N crassa] 9 0.00 0.63 0.60 -1.65
Tr EST- A3191 Hypot heti cal protein M300777.4 (EAA49119) [M grisea] 9 0.00 0.51 0.44 -1.94
Tr EST- A3573 Hypot hetical protein M00777.4 (EAAM9119) [M grisea] 9 0.00 0.67 0.68 -1.40
Tr EST- A3794 Predicted protein (XP_323654) [N crassal 9 0.00 0.81 0.80 -1.31
Tr EST- AO007 Hypot heti cal protein FQ)7892.1 (EAA77264) [G zeae] 10 0.00 0.53 -1.03 -0.39
Tr EST- A0115 Hypot hetical protein FQ8440.1 (EAA71917) [G zeae] 10 0.00 0.39 -0.44 -0.80
Tr EST- A1280 Predicted protein (XP_324663) [N crassa] 10 0.00 0.92 -0.73 -0.96
Tr EST- A1360 Hypot heti cal protein M305446.4 (EAA54654) [M grisea] 10 0.00 0.58 -1.10 -0.37
Tr EST- A1637 Hypot heti cal protein FQ)2564.1 (EAA68807) [G zeae] 10 0.00 0.55 -0.66 -0.29
Tr EST- A2317 Hypot heti cal protein FG)0935.1 (EAA67712) [G zeae] 10 0.00 0.68 -0.67 -0.15
Tr EST- A3916 Hypot hetical protein FQ4153.1 (EAA70807) [G zeae] 10 0.00 0.37 -1.43 0.09
Tr EST- B19EO3 Hypot hetical protein FQ6558. 1 (EAA78343) [G zeae] 10 0.00 0.42 -1.23 -0.62
Tr EST- A1094 Hypot heti cal protein FQ06539.1 (AA78324) [G zeae] 11 0.00 -0.52 -1.67 -0.96
Tr EST- A3427 Hypot heti cal protein FQ)9205.1 (EAA77045) [G zeae] 11 0.00 -0.13 -0.65 -1.15
Tr EST- A3733 Hypot heti cal protein M39899.4 (EAA46678) [M grisea] 11 0.00 0.74 -3.00 -2.20
Tr EST- A3946 Hypot heti cal protein FGL0202.1 (EAA70045) [G zeae] 11 0.00 0.36 -1.41 -1.85
Tr EST- A4133 Hypot hetical protein FQ0855.1 (EAA70448) [G zeae] 11 0.00 -0.25 -0.40 -1.48
Tr EST- AO009 Hypot heti cal protein FQ)4866.1 (EAA74194) [G zeae] 12 0.00 -1.65 -2.58 -1.74
Tr EST- A2918 Hypot hetical protein AN2628.2 (EAA62975) [A nidul ans] 13 0.00 -3.59 -5.21 -4.30
Tr EST- A2904 Predicted protein (XP_322451) [N crassal 14 0.00 -3.25 -3.61 -3.32
Tr EST- A3619 Hypot heti cal protein (XP_328245) [N crassa] 14 0.00 -2.93 -3.62 -3.20
Tr EST- A2382 Predicted protein (XP_325975) [N crassa] 15 0.00 -2.76 -2.26 -2.54
Tr EST- A3513 Predicted protein (EAA30746) [N crassal 15 0.00 -2.81 -2.27 -2.60
Tr EST- A2915 Hypot heti cal protein FGD2456.1 (EAA70531) [G zeae] 16 0.00 -1.05 -1.62 -1.69
Tr EST- AO779 Hypot heti cal protein FGLO755.1 (EAA75012) [G zeae] 17 0.00 -2.59 -0.40 -1.13
Tr EST- A3311 Probabl e gamma- but yr obet ai ne di oxygenase (Q8KK0) 17 0.00 -1.71 -1.09 -1.71
Tr EST- A4228 GPRFUN34 fanmily protein (EAL87502) [A fum gatus] 17 0.00 -2.10 -0.93 -1.48
Tr EST- AO064 Hypot hetical protein FQ6697.1 (EAA77633) [G zeae] 18 0.00 -1.16 -0.76 -0.78
Tr EST- A1229 Hypot heti cal protein M06601.4 (EAA56630) [M grisea] 18 0.00 -1.20 -0.81 -0.48
Tr EST- A2651 Hypot hetical protein FQ4780.1 (EAA75739) [G zeae] 18 0.00 -1.08 -1.37 -0.91
Tr EST- A3914 Hypot heti cal protein FG2131.1 (EAA69762) [G zeae] 18 0.00 -1.05 -1.44 -0.94
Tr EST- A4016 Hypot heti cal protein FQI7229.1 (EAA77827) [G zeae] 18 0.00 -1.16 -0.57 -1.01
Tr EST- A4048 Hypot hetical protein FQ1472.1 (EAA67585) [G zeae] 18 0.00 -1.15 -0.86 -1.01
Tr EST- A0193 Predicted protein (XP_323446) [N crassa] 19 0.00 -1.02 -0.81 -0.13



Funcéo done ID & Identificacéo Grupo noN O min noN 120 min N 30 min N 60 min

Desconhecida

Relacionados a ORFs putativas Tr EST- A0398 Hypot heti cal protein FQD0415.1 (EAA68764) [G zeae] 19 0.00 -1.07 -0.90 0.24
Tr EST- A0788 Hypot hetical protein FGL0744.1 (EAA75001) [G zeae€] 19 0.00 -1.57 0.03 -0.03
Tr EST- A3824 Hypot hetical protein (XP_324614) [N crassa] 19 0.00 -1.21 -0.41 -0.42
Tr EST- A3825 Hypot hetical protein FQ8885.1 () [G zeae] 19 0.00 -1.19 -0.66 -0.32
Tr EST- A1688 Hypot hetical protein M29211.4 (EAA55404) [M grisea] 20 0.00 -2.77 0.46 0.45
Tr EST- A3987 Hypot heti cal protein M35021.4 (EAA52329) [M grisea] 20 0.00 -3.12 -0.09 0.05
Tr EST- A4221 Hypot heti cal protein FG)3903.1 (EAA73371) [G zeae] 21 0.00 -1.78 0.23 0.36
Tr EST- B18F01 Putative protein (CAC28806) [N crassa] 21 0.00 -2.08 0.12 0.66
Tr EST- B37Q07 Hypot heti cal protein FQ)8888.1 (EAA72062) [G zeae] 21 0.00 -1.99 0.21 0.14
Tr EST- A0451 Hypot hetical protein (XP_326319) [N crassa] 22 0.00 -0.79 0.90 0.47
Tr EST- B14D12 Hypot hetical protein M207175.4 (EAA56820) [M grisea] 22 0.00 -1.15 0.80 0.99
Tr EST- AO088 Hypot heti cal protein FG)1059.1 (EAA69205) [G zeae] 23 0.00 -0.08 1.26 1.26
Tr EST- A0821 Hypot heti cal protein FQ6664.1 (EAA77600) [G zeae] 23 0.00 -0.24 1.10 0.47
Tr EST- A1748 Hypot heti cal protein M34965.4 (EAA52273) [M grisea] 23 0.00 -0.11 0.56 1.15
Tr EST- A1994 Predicted protein (XP_331725) [N crassa] 23 0.00 -0.16 1.04 0.78
Tr EST- A4130 Hypot heti cal protein FQ)1026.1 (EAA67844) [G zeae] 23 0.00 -0.51 1.43 0.39
Tr EST- B34005 Hypot heti cal protein AN2200.2 (EAA63857) [A nidul ans] 25 0.00 -2.72 1.02 1.82

Sem SeqUiéncia Similar Tr EST- A1595 1 0.00 6.23 5.67 6.04
Tr EST- A2146 1 0.00 5.39 5.48 5.07
Tr EST- A3707 1 0.00 5.77 5.25 5.67
Tr EST- A4253 1 0.00 6.24 6.66 6.61
Tr EST- A0200 2 0.00 3.07 3.03 1.96
Tr EST- A1537 2 0.00 4.64 3.28 3.48
Tr EST- A3046 2 0.00 4.01 3.64 4.14
Tr EST- BO6Q07 2 0.00 3.34 3.39 3.31
Tr EST- B22H02 2 0.00 1.52 3.73 3.58
Tr EST- AD003 3 0.00 2.32 2.59 1.82
Tr EST- A0113 3 0.00 1.76 2.80 1.51
Tr EST- A0319 3 0.00 1.87 2.73 2.55
Tr EST- A1751 3 0.00 1.76 2.61 2.27
Tr EST- A1883 3 0.00 1.62 2.63 0.75
Tr EST- A2354 3 0.00 2.29 2.62 2.22
Tr EST- B11Q04 3 0.00 1.56 2.58 2.33
Tr EST- A0120 4 0.00 1.11 1.37 1.17
Tr EST- A1050 4 0.00 1.36 1.52 2.00
Tr EST- A1059 4 0.00 141 0.73 0.66
Tr EST- A1066 4 0.00 2.17 0.72 1.48
Tr EST- A2965 4 0.00 1.38 1.52 1.77
Tr EST- A3019 4 0.00 1.70 1.38 1.70
Tr EST- A3520 4 0.00 1.01 1.33 1.11
Tr EST- BO7HL1 4 0.00 1.18 0.68 1.56
Tr EST- B28GL1 4 0.00 1.43 1.63 2.05
Tr EST- B35Q01 4 0.00 1.67 1.20 0.95
Tr EST- A0618 5 0.00 1.27 2.02 0.56
Tr EST- A1031 5 0.00 1.28 1.93 0.35
Tr EST- A1035 5 0.00 1.60 1.46 0.09
Tr EST- A1077 5 0.00 1.12 1.75 0.15
Tr EST- A1465 5 0.00 0.32 1.66 -0.56
Tr EST- A3074 5 0.00 0.72 1.42 -0.31



Funcéo done ID & Identificacéo Grupo noN O min noN 120 min N 30 min N 60 min

Desconhecida

Sem Sequéncia Similar Tr EST- A3267 5 0.00 1.09 1.65 0.28
Tr EST- A1285 6 0.00 3.19 2.26 1.36
Tr EST- A1602 6 0.00 2.89 0.50 1.48
Tr EST- A1872 7 0.00 2.48 -0.35 0.54
Tr EST- A1893 7 0.00 2.62 -0.04 -0.35
Tr EST- B21B07 7 0.00 2.93 -0.35 0.56
Tr EST- A0138 8 0.00 1.13 0.76 0.60
Tr EST- AD283 8 0.00 0.82 -0.54 0.57
Tr EST- A0571 8 0.00 1.30 0.59 0.39
Tr EST- AD695 8 0.00 0.83 -0.54 0.56
Tr EST- A0828 8 0.00 0.61 -0.50 0.38
Tr EST- A0961 8 0.00 1.25 -0.20 0.14
Tr EST- A1449 8 0.00 1.01 0.51 0.36
Tr EST- A1511 8 0.00 1.04 0.30 -0.12
Tr EST- A1632 8 0.00 1.31 0.62 0.77
Tr EST- A1662 8 0.00 0.87 0.34 -0.14
Tr EST- A1851 8 0.00 0.70 -0.51 0.30
Tr EST- A1879 8 0.00 1.01 0.64 0.75
Tr EST- A3956 8 0.00 0.87 0.39 -0.19
Tr EST- B17A08 8 0.00 0.74 -0.32 -0.13
Tr EST- B28B09 8 0.00 1.28 0.12 0.38
Tr EST- B40OE09 8 0.00 0.83 -0.09 -0.18
Tr EST- B41H02 8 0.00 1.06 0.41 0.13
Tr EST- A0444 9 0.00 0.52 0.49 -1.82
Tr EST- A1719 9 0.00 0.30 0.18 -2.23
Tr EST- AL775 9 0.00 0.57 0.54 -1.61
Tr EST- A2961 9 0.00 0.60 0.52 -1.85
Tr EST- A3649 9 0.00 0.48 0.38 -1.59
Tr EST- BO6F07 9 0.00 0.77 0.58 -0.62
Tr EST- A0066 10 0.00 0.28 -1.13 -0.62
Tr EST- AD225 10 0.00 1.16 -1.05 0.06
Tr EST- A0277 10 0.00 0.27 -0.73 -0.79
Tr EST- A0594 10 0.00 -0.14 -2.03 -0.21
Tr EST- AD629 10 0.00 0.64 -0.52 -0.28
Tr EST- A0687 10 0.00 0.72 -0.67 -0.15
Tr EST- A2607 10 0.00 0.80 -0.89 -0.53
Tr EST- A2889 10 0.00 0.48 -1.13 -0.62
Tr EST- A3270 10 0.00 0.58 -1.06 -0.53
Tr EST- A3559 10 0.00 0.04 -1.23 -0.67
Tr EST- A3844 10 0.00 0.79 -0.37 -0.63
Tr EST- A3920 10 0.00 1.10 -0.54 -0.59
Tr EST- A4210 10 0.00 0.19 -1.22 -0.48
Tr EST- A4281 10 0.00 0.31 -0.88 -0.59
Tr EST- BO7Q05 10 0.00 0.15 -1.01 -0.23
Tr EST- BO9D12 10 0.00 0.49 -0.19 -0.55
Tr EST- B38F03 10 0.00 0.80 -0.65 -0.34
Tr EST- B43002 10 0.00 0.40 -0.71 -0.78
Tr EST- A1670 11 0.00 -0.32 -1.35 -1.38
Tr EST- A1667 12 0.00 -2.00 -1.96 -2.19



Funcéo done ID & Identificacéo Grupo noN O min noN 120 min N 30 min N 60 min

Desconhecida

Sem Sequéncia Similar Tr EST- A2505 12 0.00 -1.90 -2.12 -2.15
Tr EST- B41A05 12 0.00 -1.35 -1.91 -2.07
Tr EST- A0878 13 0.00 -3.69 -5.40 -4.57
Tr EST- A0940 13 0.00 -3.80 -5.45 -4.72
Tr EST- A2332 13 0.00 -3.75 -5.56 -4.70
Tr EST- A1651 14 0.00 -3.03 -4.17 -3.91
Tr EST- A2491 14 0.00 -2.02 -3.97 -3.42
Tr EST- A3548 14 0.00 -3.05 -4.18 -3.69
Tr EST- A3846 14 0.00 -2.95 -3.01 -2.96
Tr EST- A0883 15 0.00 -3.59 -2.44 -2.08
Tr EST- A3655 15 0.00 -2.88 -2.45 -2.28
Tr EST- AD068 16 0.00 -1.43 -1.62 -1.85
Tr EST- A0109 16 0.00 -1.43 -1.23 -1.30
Tr EST- A0175 16 0.00 -1.81 -1.91 -0.65
Tr EST- AD996 16 0.00 -1.25 -2.16 -1.00
Tr EST- A1629 16 0.00 -2.14 -1.51 -1.71
Tr EST- A3055 16 0.00 -1.96 -2.00 -1.33
Tr EST- B22Q07 16 0.00 -1.96 -1.45 -1.25
Tr EST- B33Q01 16 0.00 -1.37 -1.65 -1.91
Tr EST- A2173 17 0.00 -1.57 -0.97 -1.77
Tr EST- B41D07 17 0.00 -2.60 -1.35 -0.93
Tr EST- A1822 18 0.00 -1.65 -0.83 -0.65
Tr EST- A2799 18 0.00 -1.51 -0.93 -1.10
Tr EST- A2968 18 0.00 -1.82 -0.62 -0.80
Tr EST- A2998 18 0.00 -1.64 -1.11 -0.65
Tr EST- A3136 18 0.00 -1.37 -1.25 -1.16
Tr EST- A4170 18 0.00 -1.64 -0.36 -0.72
Tr EST- BOSEO1 18 0.00 -1.10 -0.61 -1.09
Tr EST- B41D12 18 0.00 -1.77 -1.14 -0.89
Tr EST- B41H11 18 0.00 -1.10 -1.08 -1.19
Tr EST- AD822 19 0.00 -0.98 -0.45 0.42
Tr EST- A4034 19 0.00 -1.32 -0.46 0.17
Tr EST- BO7F08 19 0.00 -1.35 -0.22 0.02
Tr EST- B16008 19 0.00 -1.43 -0.52 -0.22
Tr EST- B18Q302 19 0.00 -1.19 -0.70 0.49
Tr EST- B20Q02 19 0.00 -1.08 -0.58 0.26
Tr EST- B41Q02 19 0.00 -1.56 -0.20 -0.08
Tr EST- B43E09 19 0.00 -1.03 -0.76 -0.23
Tr EST- B44A12 19 0.00 -1.31 -0.49 -0.22
Tr EST- AD583 20 0.00 -2.54 0.47 0.54
Tr EST- A2868 20 0.00 -2.56 0.41 0.57
Tr EST- BO8Q07 20 0.00 -2.38 0.34 -0.05
Tr EST- B22B07 20 0.00 -3.07 0.31 0.17
Tr EST- B28002 20 0.00 -3.12 0.29 -0.55
Tr EST- B41B03 20 0.00 -2.59 -0.17 -0.12
Tr EST- B41E03 20 0.00 -2.54 0.12 0.31
Tr EST- B41F08 20 0.00 -2.70 0.30 0.48
Tr EST- B10D10 21 0.00 -1.66 0.44 0.52

Tr EST- B12H02 21 0.00 -1.68 0.27 0.87



Funcéo done ID & Identificacéo Grupo noN O min noN 120 min N 30 min N 60 min

Desconhecida

Sem Sequéncia Similar Tr EST- B18E12 21 0.00 -2.04 0.76 0.69
Tr EST- B18F09 21 0.00 -1.99 0.66 0.73
Tr EST- B19E10 21 0.00 -1.97 0.96 0.69
Tr EST- B33H11 21 0.00 -2.22 0.34 0.48
Tr EST- B39EO1 21 0.00 -1.54 0.33 0.31
Tr EST- B41B08 21 0.00 -2.03 0.09 0.21
Tr EST- B41002 21 0.00 -2.31 0.77 0.77
Tr EST- B41HO7 21 0.00 -1.55 0.23 0.42
Tr EST- B43C12 21 0.00 -1.88 0.09 0.34
Tr EST- B44009 21 0.00 -1.49 0.39 0.57
Tr EST- A2548 22 0.00 -1.37 0.77 0.02
Tr EST- A2609 22 0.00 -1.12 0.99 0.79
Tr EST- A2894 22 0.00 -1.13 0.34 0.37
Tr EST- A3375 22 0.00 -1.32 0.70 0.62
Tr EST- A4027 22 0.00 -1.38 0.61 0.49
Tr EST- A4220 22 0.00 -0.72 -0.11 0.64
Tr EST- BO9HO6 22 0.00 -0.78 -0.05 0.37
Tr EST- B1OHO3 22 0.00 -1.05 0.26 0.32
Tr EST- B16B07 22 0.00 -1.28 0.55 0.61
Tr EST- B18C11 22 0.00 -1.31 0.76 0.66
Tr EST- B21D12 22 0.00 -0.85 0.60 0.72
Tr EST- B22D10 22 0.00 -0.97 0.44 0.46
Tr EST- B23F08 22 0.00 -0.88 0.53 0.81
Tr EST- B33H09 22 0.00 -1.43 0.42 0.58
Tr EST- B37B12 22 0.00 -1.06 0.36 0.52
Tr EST- B38A02 22 0.00 -0.88 0.38 0.68
Tr EST- B38F11 22 0.00 -0.89 0.63 0.60
Tr EST- B41A09 22 0.00 -0.92 0.55 0.43
Tr EST- B41Q06 22 0.00 -1.08 0.36 0.52
Tr EST- B41F03 22 0.00 -0.91 0.78 0.53
Tr EST- B43E10 22 0.00 -1.04 0.25 0.48
Tr EST- A1222 23 0.00 0.24 0.52 1.63
Tr EST- A3033 23 0.00 0.25 0.46 1.59
Tr EST- A3387 23 0.00 -0.39 0.34 1.26
Tr EST- A4038 23 0.00 -0.44 0.71 1.01
Tr EST- B0O9C11 23 0.00 -0.34 0.81 1.18
Tr EST- B16B10 23 0.00 -0.42 0.74 0.68
Tr EST- B34H04 23 0.00 -0.54 0.91 0.74
Tr EST- B39Q04 23 0.00 0.08 0.46 1.30
Tr EST- B41Q07 23 0.00 -0.20 0.61 1.10
Tr EST- A2367 24 0.00 0.12 1.68 121
Tr EST- A2747 24 0.00 -0.29 2.25 1.79
Tr EST- B33B06 24 0.00 -1.09 1.34 1.27
Tr EST- B33H12 24 0.00 -0.74 1.52 1.85

Tr EST- B12Q08 25 0.00 -2.50 1.82 1.96



Tabela 11: Dados de expressédo do experimento de Limitagdo de Fonte de Carbono e Pulso de Glicose. Os clones TrEST / genes de T. reesei estdo agrupados segundo a funcéo celular em que foram anotados.
Os dados de anotacdo apresentados sdo a identificagdo do clone, o c6digo de acesso para a seqiiéncia similar mais relevante e o organismo da qual proveio. Os dados de expressdo sdo o grupo de padréo de
expressédo e os valores do logaritmo, na base 2, da razéo das fluorescéncias normalizadas para os pontos de 2 horas sem fonte de carbono, e 30 e 90 minutos apés a adigédo de glicose para concentragao final
de aproximadamente 110 mmol/L.

Fungéo Clone ID & ldentificagao Grupo Glul% noC 120 min  C30min  C 90 min

Defesa Celular

Detoxificagéo Tr EST- A1642 Probabl e protein disulfide-isonerase precursor (T47259) [N. crassa] 8 0.00 0.16 0.63 1.21
Tr EST- A1697 Putative heavy netal ion transporter (EAL90217) [A. fumi gatus] 9 0.00 0.11 2.61 1.05
Tr EST- A3343 Super oxi de di snutase [M], mitochondrial precursor (QY783) [N crassa] 10 0.00 -0.01 1.70 0.55
Tr EST- A1817 Aur eobasi din A resistance protein honolog (QL0142) [S. ponbe] 13 0.00 0.21 2.12 -1.71
Tr EST- A2590 Anti oxi dant protein LsfA (EAL89931) [A. fumi gatus] 15 0.00 -0.17 0.83 -1.88
Tr EST- A0803 Monooxygenase ( EAL84931) [A. fumi gatus] 16 0.00 -0.04 -0.34 -1.10
Tr EST- A3699 Rel ated to phenol 2-nonooxygenase (CAE76270) [N. crassa] 16 0.00 0.26 -0.07 -0.84
Resposta a estresse Tr EST- B16D11 Rel ated to Hsp90 associ ated co-chaperone (CAD21185) [N. crassa] 11 0.00 -0.35 0.99 0.17
Tr EST- A0004 Heat shock protein Hsp98 (P31540) [N. crassa] 13 0.00 0.14 1.27 -1.15
Tr EST- A0074 Heat shock protein Hsp98 (P31540) [N. crassa] 14 0.00 0.03 0.78 -1.05
Tr EST- A3340 30 kDa heat shock protein (P19752) [N. crassa] 15 0.00 -0.09 0.57 -1.72

Divis&o Celular

Ciclo celular Tr EST- A0423 Checkpoi nt forkhead associated with RING 2 (DAA05594) [S. cerevisiae] 9 0.00 -0.09 2.87 1.14
Tr EST- A2337 Topi sonerase || associated protein Patl honol og (EAL91531) [A. fumi gatus] 10 0.00 0.17 1.30 0.97
Tr EST- A0139 Rel ated to cell cycle regulation and aging protein (CAE76477) [N. crassa] 11 0.00 -0.06 0.99 -0.08
Estrutura do cromossomo Tr EST- A3720 Hi stone H4 (EAA65376) [A. nidul ans] 10 0.00 0.20 1.22 0.84

Sinalizacdo celular

Canais e proteinas de transporte Tr EST- A1513 Putative transport protein (NP_588478) [S. ponbe] 10 0.00 0.02 1.27 1.03

Tr EST- A3656 Putative transmenbrane transporter (NP_595211) [S. ponbe] 14 0.00 0.27 0.78 -1.33
Efetores e moduladores Tr EST- A3985 Rab11l binding protein (AAD21616) [...] 16 0.00 0.04 -0.32 -1.19
Sinalizadores intracelulares Tr EST- A1694 G protein al pha subunit (AAOL8659) [H. virens] 14 0.00 0.00 0.32 -1.03
Modificagdo protéica Tr EST- A2346 Negative regul ator of sexual conjugation and neiosis (Ranl) (P08092) [S. ponbe] 18 0.00 0.69 -0.63 0.41

Estrutura Celular

Parede celular Tr EST- A1272 Hydr ophobin 11 precursor (HFBII) (P79073) [T. reesei] 10 0.00 -0.23 1.31 0.88
Tr EST- A3010 Tri hydr ophobi n precursor (CFTH1) (QUVI4) [C fusiform s] 10 0.00 -0.15 1.23 0.67
Tr HFB2 Hydr ophobin Il (Y11894) [T. reesei] 10 0.00 -0.23 1.40 1.15
Tr EST- A3572 Probabl e family 17 gl ucosi dase SCWM1 precursor (P53189) [S. cerevisiae] 11 0.00 -0.02 1.25 -0.23
Citoesqueleto Tr EST- B15F04 Actin (P78711) [N. crassa] 11 0.00 -0.22 1.16 -0.35

Metabolismo

Aminoacidos Tr EST- A0061 Probabl e branched-chain am no aci ds ami notransferase (CAC18611) [N. crassa] 10 0.00 0.27 1.47 1.00
Tr EST- A2564 4- Ami nobutyrate ami notransferase (EAL91927) [A. fumi gatus] 10 0.00 0.07 1.54 1.00
Tr EST- A3986 Probabl e carbanoyl - phosphat e synthase | arge chain (CAE76486) [N. crassaj 10 0.00 -0.03 1.21 1.13
Tr EST- B43C07 Al pha- ket ogl ut ar at e- dependent taurine di oxygenase (EAL92780) [A. fumi gatus] 12 0.00 -0.37 1.91 -3.98
Tr EST- B40C09 3-1sopropyl mal at e dehydrogenase (I MDH) (P34738) [N. crassa] 17 0.00 0.01 -0.53 -2.03
Cofatores Tr EST- A0231 Pyri doxi ne biosynthesis protein Pdx1l (069905) [C. nicotianae] 7 0.00 -0.20 2.13 1.56
Tr EST- A3766 Thi ami ne bi osynthesis protein NMI-1 (AAG23338) [N. crassal 7 0.00 0.25 1.67 2.01
Tr EST- B18C03 Cl tetrahydrofol ate synthase (Cl-THFS) (EAL92712) [A. fumi gatus] 8 0.00 -0.04 0.69 0.97

Tr EST- A3414 Probabl e coproporphyrinogen 111 oxidase (QUTE2) [S. ponbe] 11 0.00 0.27 1.33 0.16



Fungéo Clone ID & ldentificagao Grupo Glul% noC 120 min  C30min  C 90 min

Metabolismo

Energia e ciclo do TCA TrCaT Citrate synthase [T. reesei] 11 0.00 -0.10 1.00 0.52
Tr EST- A4311 ATP synthase 9 (CAC27323) [C. gl oeospori oi des] 11 0.00 -0.11 1.38 -0.05
Tr EST- B25Q04 Citrate synthase, mtochondrial precursor (000098) [E. nidulans] 11 0.00 -0.32 0.71 0.02
Tr EST- A2977 Put ati ve pyruvate decarboxyl ase (Q09737) [S. ponbe] 13 0.00 0.17 1.29 -0.99
Tr EST- A3975 Al ternative oxidase precursor (ALTOX) (Q01355) [ Neurospora crassa] 16 0.00 0.75 -0.28 -0.52
Tr SUCCOA Succi nyl - CoA synthetase [T. reesei] 18 0.00 -0.04 -1.42 0.20
TrYGR Succi nyl - CoA synthetase [T. reesei] 20 0.00 -0.13 -1.55 -0.19
Gliconeogénesis Tr EST- A3061 Phosphoenol pyruvat e carboxyki nase (AAP13543) [C. bassi ana] 4 0.00 1.29 -0.85 1.00
Tr PCK Phosphoenol pyruvat e carboxyki nase [T. reesei] 18 0.00 1.09 -1.16 0.52
Ciclo do glioxilato TriCL Isocitrate lyase [T. reesei] 5 0.00 2.43 -0.02 2.24
Lipideos Tr EST- A2798 Probabl e 3-hydroxybutyryl - CoA dehydrogenase (CAE76156) [N. crassa] 6 0.00 1.27 0.30 2.82
Tr EST- A2142 Probabl e | eukotriene A-4 hydrol ase (QL0740) [S. cerevisiae] 8 0.00 0.22 0.81 1.40
Tr EST- A0439 Epoxi de hydrol ase (AAM/7995) [S. carzinostaticus] 10 0.00 0.19 1.89 0.96
Tr EST- A4057 Rel ated to SREBP cl eavage activating protein (CAB88621) [N. crassa] 15 0.00 0.21 1.02 -1.96
Tr EST- A1254 Oxysterol binding protein-like protein (AAW9321) [M grisea] 18 0.00 0.29 -0.74 -0.20
Tr EST- A3165 NADP- dependent | eukotriene b4 12-hydroxydehydrogenase (AAC24957) [B. fuckeliana] 20 0.00 -0.06 -1.15 -0.38
Tr EST- A3673 Fatty acid synthase subunit al pha (P15368) [P. griseoful vuni 20 0.00 -0.18 -1.82 -0.46
Nucleotideos Tr EST- A3671 Nucl eosi de di phosphate kinase (AAP85295) [A. fumi gatus] 10 0.00 -0.20 1.27 0.90
Agucares e glicélise Tr EST- A0264 Al dehyde dehydrogenase (ALDDH) (P42041) [A. alternata] 6 0.00 1.51 1.55 2.74
Tr EST- A1305 Fruct ose- 1, 6- bi phosphat e al dol ase (AAL34519) [P. brasiliensis] 8 0.00 0.00 0.89 1.22
Tr EST- A1895 Enol ase (AAK51201) [P. citrinuni 9 0.00 -0.08 2.33 0.17
Tr EST- A0086 Rel ated to beta-1, 3 exoglucanase precursor (CAC18170) [N. crassa] 10 0.00 -0.12 1.26 0.83
Tr EST- A0090 6- phosphogl uconat e dehydrogenase, decarboxyl ating (013287) [C. al bi cans] 10 0.00 -0.14 1.74 0.56
Tr EST- A2041 Probabl e transketol ase (CAC18218) [N. crassa] 11 0.00 -0.20 1.29 0.02
Tr EST- A3388 d ucose- 6- phosphat e 1- dehydr ogenase (P48826) [A. niger] 11 0.00 -0.23 1.18 0.15
Tr EST- A4093 Probabl e transal dol ase (T43036) [S. ponbe] 11 0.00 0.02 1.27 0.30
Tr EST- A3422 d ucoanyl ase precursor (P14804) [N. crassa] 19 0.00 0.34 -2.00 1.32
Tr EST- A4050 G ucoanyl ase | precursor (P23176) [A. ka...] 19 0.00 0.51 -2.13 0.50
Tr EST- A3541 L-xyl ul ose reductase (@NK50) [H. jecorina] 5 0.00 1.64 -0.97 2.17
Tr ALD2 Al dehyde dehydrogenase 2 [T. reesei] 6 0.00 1.70 1.49 3.91
Tr GPH d ycer ophosphat e dehydrogenase [T. reesei] 8 0.00 0.15 1.24 1.46
Tr ENO Enol ase [T. reesei] 9 0.00 -0.16 2.24 0.08
Tr EST- BO9F02 6- Phosphogl uconat e dehydrogenase (BAC06328) [A. oryzae] 10 0.00 -0.13 1.65 0.68
Tr EST- B34B10 d ycogeni n (AAS68518.1) [N. crassal 10 0.00 -0.25 1.19 0.74
Tr EST- A3326 Phosphogl ycerat e kinase (P14228) [T. reesei] 11 0.00 -0.18 1.05 0.43
Tr PFK Phosphof ruct oki nase [T. reesei] 11 0.00 -0.23 1.48 -0.45
Tr PGDH Phosphogyl ecrat e dehydrogenase [T. reesei] 11 0.00 -0.34 1.39 0.17
Tr TAL Transal dol ase [T. reesei] 11 0.00 0.04 1.16 0.20
Tr TDH Tri ose- phosphat e dehydrogenase [T. reesei] 11 0.00 0.02 1.55 0.40
Tr TKL Transketol ase [T. reesei] 11 0.00 -0.10 1.62 0.21
Tr EST- A0613 Xylitol dehydrogenase (AAO42466) [H. jecorina] 15 0.00 0.20 0.44 -1.75
Tr EST- A2626 Putative Xu-5-P / Fru-6-P phosphoketol ase (AAWMI6259) [C. neof or mans] 16 0.00 0.51 -0.09 -1.49
Tr GPD d ycerophosphat e dehydrogenase [T. reesei] 17 0.00 0.11 -1.06 -1.51
Tr XYLAN2 Endoxyl anase Il (S67387) [T. reesei] 17 0.00 -0.28 -0.85 -1.87
Tr EST- AO705 L-xyl ul ose reductase (@NK50) [H. jecorina] 20 0.00 -0.29 -1.71 -0.81
Transporte Tr EST- A1790 MFS phosphol i pid transporter (Gtl), putative (EAL88628) [A. fum gatus] 4 0.00 0.71 -0.91 1.16
Tr EST- A0901 Met al | or educt ase (EAL85037) [A. fumi gatus] 9 0.00 0.02 3.13 0.41
Tr EST- A3037 Ctr copper transporter family protein (EAL87467) [A. fumi gatus] 9 0.00 -0.07 2.17 0.55
Tr EST- A3961 Proline-specific pernmease (P18696) [E. nidul ans] 9 0.00 0.32 2.18 0.84
Tr EST- A0205 Nucl ear transport factor 2 (AAK71467) [A. nidul ans] 11 0.00 -0.18 1.13 0.38
Tr EST- A3556 Putative MFS transporter (EAL84203) [A. fumi gatus] 11 0.00 -0.19 0.93 -0.10

Tr EST- BO6A05 MDR-1i ke ABC transporter (AAF65762) [B. fuckeliana] 11 0.00 -0.21 0.81 0.43



Fungdo Cone ID & ldentificagdo Grupo Glul% noC120min C30min C 90 min

Sintese Protéica

Transporte Tr EST- BO6E06 MSTA protein (CAC80843) [E. nidul ans] 19 0.00 0.22 -1.90 0.88

Moficagdes pés-traducionais e Tr EST- A2457 Peptidyl-prolyl cis-trans isonerase, mitochondrial (Rotamase) (P10255) [N. crassa] 0.00 0.09 1.01 1.12

enderegamento 8
Tr EST- A3562 Protein mannosyl transferase 1 (EAL92923) [A. fumi gatus] 8 0.00 0.31 0.35 1.42
Tr EST- B23E11 Probabl e 26S ATP/ ubi qui ti n-dependent proteinase chain S4 (CAB88559) [N. crassa] 8 0.00 0.05 0.71 1.20

Degradag&o protéica Tr EST- A0595 Subtilisin-like serine protease PRLIH (CAC95047) [M anisopliae] 3 0.00 1.01 0.44 0.49
Tr EST- B27H11 Ubi quitin-activating enzyme E1 1 (P22515) [S. cerevisiae] 8 0.00 0.02 0.95 1.48
Tr EST- A3560 Aspartic protease (BAC00848) [A. oryzae] 10 0.00 0.06 1.22 0.78
Tr EST- A1882 Car boxypeptidase S (P27614) [S. cerevisiae] 11 0.00 0.00 1.01 -0.09
Tr EST- A2912 Ani nopept i dase (EAL89884) [A. funigatus] 16 0.00 0.06 -0.17 -1.14

P roteinas ribossomais Tr EST- A2562 40S ribosonal protein S2-1ike protein (AAX07689) [M grisea] 4 0.00 1.27 -1.10 1.58
Tr EST- BO6A02 Cytosolic small ribosomal subunit S15 (EAL86942) [A. fumi gatus] 15 0.00 -0.10 1.08 -1.75
Tr EST- A2605 Putative cytosolic large ribosomal subunit L11 (EAL90014) [A. fumi gatus] 16 0.00 0.42 -0.42 -1.30
Tr EST- A2975 40S ribosonal protein S3a (AAT81418) [F. catus] 17 0.00 0.18 -0.15 -1.83

RNA ribossomal Tr25S 25S ribosomal RNA (X77580) [T. reesei] 20 0.00 -0.26 -1.46 -0.77

Sintese e metabolismo de tRNAs Tr EST- B25A02 Probabl e isol eucyl -trna synthetase (CAD29604) [A. fumi gatus] 11 0.00 -0.12 1.00 0.01
Tr EST- A0538 Arginyl -t RNA synt hetase, cytoplasnmic (Q05506) [S. cerevisiae] 14 0.00 -0.07 0.55 -1.16

Sintese de RNA

Processamento de RNA Tr EST- A1624 rRNA intron-encoded hom ng endonucl ease (AAK13589) [O sativa] 4 0.00 0.54 -1.31 1.01
Tr EST- A0539 Similar to rRNA intron-encoded hom ng endonucl ease (XP_525925) [P. trogl odytes] 18 0.00 0.32 -1.25 -0.20
Tr EST- A4171 Probabl e conponent of the U3 small nucleolar RNP (CAC18315) [N. crassa] 20 0.00 -0.49 -1.88 -1.24

Fatores transcricionais Tr EST- A0188 Transcription factor (CAC88374) [H. jecorina] 10 0.00 -0.23 0.94 0.85
Tr EST- A1599 Sul fur netabolite repression control protein (EAA58743) [A. nidul ans] 16 0.00 0.32 -0.03 -1.40
Tr EST- A3454 Transcription factor (CAC88374) [H. jecorina] 18 0.00 0.35 -1.38 0.31

Néo-classificada

Outros genes Tr EST- A0728 EsdC protein, required for sexual devel opnent (AAWD5965) [A. nidul ans] 7 0.00 0.26 2.74 2.63
Tr EST- A1949 FAD- dependent oxi doreduct ase-like protein (AAX07713) [M grisea] 7 0.00 0.57 1.30 2.23
Tr EST- AO076 Putati ve ER nenbrane protein (Pkrl) (EAL87612) [A. fumi gatus] 8 0.00 0.16 0.48 1.43
Tr EST- A3724 Cyanovirin-N-1ike protein (AAV85993) [T. borchii] 8 0.00 -0.03 0.43 1.74
Tr EST- A0620 Rel ated to gl yoxal oxidase precursor (CAE76318) [N. crassal 9 0.00 -0.15 3.21 0.46
Tr EST- A4158 Rel ated to gl yoxal oxidase precursor (CAE76318) [N. crassal 9 0.00 0.18 3.14 1.24
Tr EST- BO6D08 Ami notransferase class V (EAL90276) [A. fumi gatus] 10 0.00 0.00 1.62 1.04
Tr EST- A0014 Probabl e coproporphyrinogen oxi dase precursor (CAD21231) [N. crassa] 13 0.00 0.22 1.31 -0.63
Tr EST- A1116 Nonri bosomal peptide synthetase; NRPS (AAM78457) [H. virens] 15 0.00 -0.02 0.27 -2.62
Tr EST- A0174 Phosphoket ol ase (ZP_00032418) [B. fungoruni 16 0.00 0.08 0.00 -1.45
Tr EST- A0896 Put ati ve senescence-associ ated protein (BAB33421) [P. sativuni 18 0.00 0.77 -1.21 -0.14

Desconhecida

Relacionados a ORFs putativas Tr EST- A3935 Hypot hetical protein M300432.4 (EAA48774) [M grisea] 1 0.00 5.00 4.06 4.39
Tr EST- A0317 Putative protein (CAD71042) [N. crassa] 2 0.00 1.94 171 0.15
Tr EST- A0437 Hypot heti cal protein M30777.4 (EAA49119) [M grisea] 2 0.00 2.34 1.92 0.53
Tr EST- A0491 Predicted protein (XP_323654) [N. crassa] 2 0.00 2.26 2.25 0.32
Tr EST- A0525 Hypot heti cal protein M30777.4 (EAA49119) [M grisea] 2 0.00 2.60 2.21 0.93
Tr EST- A0526 Hypot heti cal protein M30777.4 (EAA49119) [M grisea] 2 0.00 2.17 2.40 0.20
Tr EST- A0555 Hypot heti cal protein M30777.4 (EAA49119) [M grisea] 2 0.00 2.41 2.12 0.57
Tr EST- AO757 Hypot heti cal protein M30777.4 (EAA49119) [M grisea] 2 0.00 1.90 1.95 0.52



Fungdo Cone ID & ldentificagdo Grupo Glul% noC120min C30min C 90 min

Desconhecida

Relacionados a ORFs putativas Tr EST- A0860 Hypot heti cal protein M30777.4 (EAA49119) [M grisea] 2 0.00 2.66 2.08 1.00
Tr EST- A0962 Hypot heti cal protein M30777.4 (EAA49119) [M grisea] 2 0.00 2.30 1.92 0.22
Tr EST- A1008 Hypot heti cal protein M30777.4 (EAA49119) [M grisea] 2 0.00 2.12 1.81 0.33
Tr EST- A1020 Hypot heti cal protein M30777.4 (EAA49119) [M grisea] 2 0.00 2.30 2.14 0.30
Tr EST- A1028 Hypot heti cal protein M30777.4 (EAA49119) [M grisea] 2 0.00 2.24 1.96 0.43
Tr EST- A1181 Hypot heti cal protein FG09906.1 (EAA70132) [G zeae] 2 0.00 2.55 2.06 0.83
Tr EST- A1238 Hypot heti cal protein FG09906.1 (EAA70132) [G zeae] 2 0.00 2.52 1.98 0.90
Tr EST- A1353 Hypot heti cal protein M30777.4 (EAA49119) [M grisea] 2 0.00 2.21 2.63 0.43
Tr EST- A2567 Hypot heti cal protein M30777.4 (EAA49119) [M grisea] 2 0.00 2.72 2.29 1.21
Tr EST- A2821 Hypot heti cal protein M30777.4 (EAA49119) [M grisea] 2 0.00 2.09 2.09 0.58
Tr EST- A2854 Hypot heti cal protein M30777.4 (EAA49119) [M grisea] 2 0.00 1.84 1.61 0.65
Tr EST- A3117 Hypot heti cal protein M30777.4 (EAA49119) [M grisea] 2 0.00 2.55 2.10 0.78
Tr EST- A3146 Predicted protein (XP_323654) [N. crassa] 2 0.00 2.32 2.29 0.61
Tr EST- A3191 Hypot heti cal protein M30777.4 (EAA49119) [M grisea] 2 0.00 2.20 2.46 0.25
Tr EST- A3573 Hypot heti cal protein M30777.4 (EAA49119) [M grisea] 2 0.00 2.42 2.16 1.03
Tr EST- A3794 Predicted protein (XP_323654) [N. crassa] 2 0.00 2.20 1.95 0.06
Tr EST- A0334 Hypot heti cal protein FG09552.1 (EAA77109) [G zeae] 3 0.00 1.73 0.72 1.34
Tr EST- A0834 Predicted protein (EAA33307) [N. crassa] 3 0.00 1.24 0.38 0.99
Tr EST- A2035 Predicted protein (XP_329036) [N. crassa] 3 0.00 1.95 0.90 1.77
Tr EST- B44E06 Hypot heti cal protein FG08526.1 (EAA72103) [G zeae] 4 0.00 0.36 -0.50 1.60
Tr EST- A1356 ANl zinc finger protein (EAL84575) [A. funi gatus] 5 0.00 3.07 -0.18 2.55
Tr EST- A2143 Predicted protein (XP_324593) [N. crassa] 5 0.00 2.30 -0.43 2.28
Tr EST- A0150 Hypot heti cal protein FG03319.1 (EAA71063) [G zeae] 6 0.00 0.79 0.93 2.47
Tr EST- A3863 Hypot heti cal protein FG03319.1 (EAA71063) [G zeae] 6 0.00 0.71 0.63 2.62
Tr EST- A0456 Hypot heti cal protein FG01141.1 (EAA68421) [G zeae] 7 0.00 1.06 1.84 1.43
Tr EST- A2597 Hypot heti cal protein FG00260.1 (EAA69670) [G zeae] 7 0.00 0.39 1.76 1.48
Tr EST- A4133 Hypot heti cal protein FG)0855.1 (EAA70448) [G zeae] 7 0.00 0.06 2.25 1.45
Tr EST- A4228 GPR/FUN34 family protein (EAL87502) [A. fumi gatus] 7 0.00 0.02 2.73 1.90
Tr EST- A0115 Hypot heti cal protein FG08440.1 (EAA71917) [G zeae] 8 0.00 -0.19 1.01 1.28
Tr EST- A3427 Hypot heti cal protein FG09205.1 (EAA77045) [G zeae] 8 0.00 0.38 0.79 1.53
Tr EST- A3651 Hypot heti cal protein FG06162.1 (EAA74726) [G zeae] 8 0.00 0.39 1.15 1.62
Tr EST- A0358 Hypot heti cal protein FG04780.1 (EAA75739) [G zeae] 9 0.00 0.06 3.24 0.61
Tr EST- A2651 Hypot heti cal protein FG04780.1 (EAA75739) [G zeae] 9 0.00 0.17 3.41 0.88
Tr EST- A1232 Hypot heti cal protein FG00999.1 (EAA67802) [G zeae] 10 0.00 0.16 1.33 0.67
Tr EST- A3747 Hypot heti cal protein FG07160.1 (EAA76619) [G zeae] 10 0.00 0.07 1.18 0.85
Tr EST- A4108 Hypot heti cal protein FG)8506.1 (EAA72083) [G zeae] 10 0.00 0.06 1.26 1.25
Tr EST- A0802 Predicted protein (XP_328533) [N. crassa] 11 0.00 0.07 1.08 0.14
Tr EST- A1550 Hypot heti cal protein FQ07864.1 (EAA78058) [G zeae] 11 0.00 0.09 1.48 0.18
Tr EST- A1576 Conserved hypothetical protein (EAL92224) [A. fumi gatus] 11 0.00 0.02 1.55 0.09
Tr EST- A2853 Predicted protein (EAA75560) [G zeae] 11 0.00 -0.06 0.96 0.03
Tr EST- A3311 Probabl e ganma- but yr obet ai ne di oxygenase (@8KK0) [R. 11 0.00 -0.07 1.36 -0.14
Tr EST- B34D05 Hypot heti cal protein AN2200.2 (EAA63857) [A. nidul ans] 12 0.00 0.03 2.88 -3.17
Tr EST- A1360 Hypot heti cal protein M35446.4 (EAA54654) [M grisea] 14 0.00 -0.12 0.39 -1.42
Tr EST- A2317 Hypot heti cal protein FG00935.1 (EAA67712) [G zeae] 14 0.00 -0.09 0.27 -1.21
Tr EST- A2445 Hypot heti cal protein FG05653.1 (EAA75224) [G zeae] 14 0.00 0.02 0.36 -1.13
Tr EST- A2559 Conserved hypot hetical protein (CAC18240) [...] 14 0.00 -0.05 0.28 -1.15
Tr EST- B18F01 Putative protein (CAC28806) [N. crassa] 14 0.00 -0.09 0.59 -1.47
Tr EST- A3619 Hypot heti cal protein (XP_328245) [N. crassa] 15 0.00 0.05 0.47 -2.05
Tr EST- A1738 Hypot heti cal protein FG02244.1 (EAA69411) [G zeae] 16 0.00 0.26 -0.31 -0.79
Tr EST- A2566 Hypot heti cal protein FG09308.1 (EAA76055) [G zeae] 16 0.00 0.00 -0.28 -1.30
Tr EST- B17D01 Hypot heti cal protein FG01228.1 (EAA68089) [G zeae] 16 0.00 -0.28 -0.54 -1.35
Tr EST- A1864 Hypot heti cal protein M31070.4 (XP_368174) [M grisea] 17 0.00 -0.21 -0.17 -1.89
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Desconhecida

Relacionados a ORFs putativas Tr EST- A2006 Hypot heti cal protein FG05186.1 (EAA73899) [G zeae] 17 0.00 0.11 -1.09 -2.29
Tr EST- A2755 Hypot heti cal protein (EAA31251) [N. crassa] 17 0.00 0.28 -1.13 -1.86
Tr EST- A3621 Hypot heti cal protein FG00925.1 (EAA67702) [G zeae] 17 0.00 0.29 -0.97 -1.92
Tr EST- A3680 Predicted protein (XP_329164) [N. crassa] 17 0.00 0.13 -0.98 -2.32
Tr EST- A3733 Hypot heti cal protein M39899.4 (EAA46678) [M grisea] 17 0.00 0.05 -0.07 -1.97
Tr EST- BO7A06 Hypot heti cal protein M30201.4 (XP_369043) [M grisea] 17 0.00 -0.17 -0.72 -1.52
Tr EST- BO7E08 Unknown function protein (BAA97098) [A. thaliana] 17 0.00 -0.17 -0.57 -1.58
Tr EST- A0413 Hypot heti cal protein FG01047.1 (EAA69193) [G zeae] 18 0.00 0.77 -1.05 -0.23
Tr EST- A0459 Hypot heti cal protein FG08467.1 (EAA70782) [G zeae] 18 0.00 0.50 -0.84 0.61
Tr EST- A1159 Hypot heti cal protein UW5244.1 (EAK82857) [U. maydi s] 18 0.00 0.37 -0.89 -0.11
Tr EST- A1652 Hypot heti cal protein (XP_329199) [N. crassa] 18 0.00 -0.11 -1.46 0.22
Tr EST- A2510 Unnaned protein product (CAH00932) [K. lactis] 18 0.00 0.20 -0.81 0.23
Tr EST- A2969 Hypot heti cal protein FG05229.1 (EAA75465) [G zeae] 18 0.00 0.91 -0.25 0.52
Tr EST- A3140 Hypot heti cal protein FG09564.1 (EAA77121) [G zeae] 18 0.00 0.50 -0.69 0.00
Tr EST- B39A04 Hypot heti cal protein M32573.4 () [M grisea] 18 0.00 0.23 -1.01 0.32
Tr EST- A2501 DUF895 domai n nmenbrane protein (EAL85180) [A. fumi gatus] 19 0.00 1.26 -1.61 0.37

Sem seqiéncia similar Tr EST- A3074 1 0.00 4.50 3.78 3.87
Tr EST- A0444 2 0.00 2.07 2.26 0.02
Tr EST- A0680 2 0.00 2.17 2.22 0.87
Tr EST- A1223 2 0.00 2.16 2.27 1.12
Tr EST- A1719 2 0.00 2.52 3.24 0.96
Tr EST- A1753 2 0.00 2.00 1.88 0.60
Tr EST- A1775 2 0.00 2.13 2.36 0.16
Tr EST- A2042 2 0.00 1.87 1.65 1.08
Tr EST- A2285 2 0.00 2.06 2.13 0.88
Tr EST- A2578 2 0.00 2.26 243 1.26
Tr EST- A2961 2 0.00 2.63 2.54 1.14
Tr EST- A2999 2 0.00 211 2.26 1.14
Tr EST- A3649 2 0.00 2.38 2.31 0.87
Tr EST- A4256 2 0.00 1.93 1.91 0.50
Tr EST- A0077 3 0.00 1.60 1.40 0.51
Tr EST- A0428 3 0.00 1.45 0.76 -0.02
Tr EST- A1883 3 0.00 1.69 0.65 0.90
Tr EST- A0241 4 0.00 1.02 -0.48 0.64
Tr EST- A0883 4 0.00 0.00 -0.33 1.88
Tr EST- A1174 4 0.00 0.06 -0.91 1.16
Tr EST- A1465 4 0.00 1.45 -1.39 1.84
Tr EST- A1752 4 0.00 0.62 -0.52 1.45
Tr EST- A3956 4 0.00 0.30 -0.70 121
Tr EST- A0277 6 0.00 1.25 1.45 2.86
Tr EST- A1066 6 0.00 1.52 1.93 3.42
Tr EST- A1893 7 0.00 0.10 2.03 2.17
Tr EST- BO6F07 8 0.00 -0.12 1.10 2.36
Tr EST- BO8B06 8 0.00 -0.15 0.95 1.72
Tr EST- B16C03 8 0.00 -0.08 1.21 1.57
Tr EST- B35Q01 8 0.00 0.48 0.08 1.65
Tr EST- B41A04 8 0.00 0.03 0.77 1.32
Tr EST- B41H02 8 0.00 0.19 0.36 1.30
Tr EST- A0175 9 0.00 0.03 2.74 0.35
Tr EST- A1982 9 0.00 -0.20 2.30 0.34
Tr EST- A2354 9 0.00 0.71 2.65 1.13
Tr EST- A0018 10 0.00 -0.04 1.84 1.06
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Desconhecida

Sem sequiéncia similar Tr EST- A1595 10 0.00 -0.17 1.12 0.69
Tr EST- A2994 10 0.00 -0.08 1.51 1.39
Tr EST- A2998 10 0.00 -0.28 1.78 0.79
Tr EST- A3452 10 0.00 0.09 1.53 1.15
Tr EST- A3844 10 0.00 0.55 1.61 0.89
Tr EST- BOSD11 10 0.00 0.26 1.51 1.13
Tr EST- BOSEO1 10 0.00 0.18 1.45 1.43
Tr EST- B10D03 10 0.00 -0.19 1.96 0.82
Tr EST- B33G01 10 0.00 0.11 1.28 1.30
Tr EST- B41A05 10 0.00 -0.18 1.05 0.91
Tr EST- A1603 11 0.00 -0.12 1.27 -0.35
Tr EST- A3055 11 0.00 -0.07 1.01 0.44
Tr EST- A3631 11 0.00 0.44 1.59 0.10
Tr EST- A3920 11 0.00 0.12 1.56 0.31
Tr EST- A4210 11 0.00 0.11 1.21 -0.36
Tr EST- BOSAOS 11 0.00 -0.21 0.90 -0.39
Tr EST- BO9D12 11 0.00 -0.10 0.93 0.22
Tr EST- B17A08 11 0.00 -0.01 1.31 0.29
Tr EST- B22C07 11 0.00 -0.04 1.58 0.09
Tr EST- B41D12 11 0.00 -0.35 0.94 -0.50
Tr EST- B41H11 11 0.00 -0.09 0.98 0.10
Tr EST- A0066 13 0.00 0.21 1.23 -0.85
Tr EST- A2609 13 0.00 -0.06 1.85 -0.95
Tr EST- A4027 13 0.00 0.01 2.80 -0.87
Tr EST- A0132 14 0.00 0.14 0.38 -1.45
Tr EST- A0601 14 0.00 0.57 0.46 -1.10
Tr EST- A1223 14 0.00 -0.07 0.58 -1.10
Tr EST- A2846 14 0.00 -0.13 0.37 -1.51
Tr EST- A2889 14 0.00 -0.07 0.59 -1.10
Tr EST- A2936 14 0.00 -0.13 0.43 -1.16
Tr EST- A3655 14 0.00 0.24 1.00 -1.26
Tr EST- A4300 14 0.00 -0.14 0.35 -1.51
Tr EST- A0722 15 0.00 0.01 0.76 -2.33
Tr EST- A0878 15 0.00 0.07 0.85 -2.26
Tr EST- A0940 15 0.00 0.07 0.86 -2.31
Tr EST- A1651 15 0.00 0.01 0.33 -2.25
Tr EST- A2332 15 0.00 0.05 0.65 -2.41
Tr EST- A2491 15 0.00 0.04 0.74 -1.93
Tr EST- A3548 15 0.00 0.02 0.44 -2.11
Tr EST- A0637 16 0.00 0.51 -0.83 -1.52
Tr EST- A2505 16 0.00 0.53 -0.09 -0.50
Tr EST- A2548 16 0.00 0.57 -0.31 -1.35
Tr EST- B18G08 16 0.00 0.16 -0.85 -0.89
Tr EST- A2747 17 0.00 -0.16 -0.23 -2.66
Tr EST- A3132 17 0.00 -0.39 -0.32 -2.91
Tr EST- A4000 17 0.00 0.13 -0.35 -1.69
Tr EST- B11EO1 17 0.00 -0.40 -0.21 -2.64
Tr EST- B12G08 17 0.00 -0.26 -0.93 -1.57
Tr EST- A0594 18 0.00 0.19 -0.84 0.44
Tr EST- A0987 18 0.00 0.66 -0.64 0.13
Tr EST- A1075 18 0.00 0.40 -0.83 0.03
Tr EST- A1099 18 0.00 0.54 -0.59 0.04
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Desconhecida

Sem sequiéncia similar Tr EST- A1491 18 0.00 0.39 -0.89 -0.22
Tr EST- A1761 18 0.00 0.07 -0.98 0.04
Tr EST- A2401 18 0.00 0.50 -1.12 -0.14
Tr EST- A2951 18 0.00 0.22 -0.81 0.48
Tr EST- A2965 18 0.00 0.94 -0.92 0.22
Tr EST- A3601 18 0.00 0.30 -1.03 0.28
Tr EST- A3652 18 0.00 0.56 -0.93 0.08
Tr EST- BO7A07 18 0.00 0.32 -0.73 0.05
Tr EST- B12A04 18 0.00 0.43 -0.64 0.06
Tr EST- B18H10 18 0.00 0.16 -0.84 -0.46
Tr EST- B24C12 18 0.00 0.32 -0.98 -0.36
Tr EST- B28B03 18 0.00 0.41 -0.65 0.15
Tr EST- B28B09 18 0.00 0.29 -1.08 0.66
Tr EST- B28D02 18 0.00 -0.03 -1.10 0.06
Tr EST- B36B02 18 0.00 0.34 -0.69 0.01
Tr EST- B22H02 19 0.00 0.04 -2.37 0.39
Tr EST- A0299 20 0.00 -0.40 -1.56 -0.69
Tr EST- A0373 20 0.00 0.01 -1.61 -0.91
Tr EST- A0618 20 0.00 -0.07 -1.25 -0.82
Tr EST- AO706 20 0.00 -0.41 -1.79 -1.12
Tr EST- A1031 20 0.00 -0.08 -1.15 -0.37
Tr EST- A2146 20 0.00 -0.08 -1.23 -1.39
Tr EST- A2250 20 0.00 -0.36 -1.67 -1.20
Tr EST- A2309 20 0.00 -0.35 -1.63 -0.89
Tr EST- A2810 20 0.00 -0.17 -1.29 -0.74
Tr EST- A2826 20 0.00 -0.32 -1.56 -0.86

Tr EST- A3804 20 0.00 0.49 -1.55 -0.56
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