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LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E UNIDADES

°C Graus Celsius

Mg Micrograma
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M Molar
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nm Nandmetro
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pl Ponto isoelétrico




gRT-PCR RT-PCR quantitativo

RDA Analise de diferencga representacional

RNA Acido ribonucléico

RNAI RNA de interferéncia

RNase Ribonuclease

RNA poliA”  RNA poliadenilado

rRNA RNA ribossdmico

RT-PCR Reacado em cadeia da DNA-polimerase com transcri¢ao reversa
S Segundos

SDS Dodecilsulfato de sédio

T Acido timidilico

tefl-« Gene para o fator de alongamento da tradugéo 1-a
U Unidade de atividade enzimatica

v/v Volume por volume

w/v Peso por volume




1. INTRODUCAO

O isolamento e a caracterizacdo, em diversas espécies de diferentes
géneros de fungos, do gene que codifica para a enzima gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), tem sido alvo de muitos estudos (Holland e Holland,
1979;Punt et al., 1992). O objetivo €, em geral, utilizar a regido do promotor
deste gene como elemento capaz de fornecer forte sinal para o inicio da
transcrigdo visando a expressao de proteinas homoldégas e heterélogas (Alves
et al., 2004; Kuo et al., 2004; Pachlinger et al., 2005).

A escolha deste gene esta baseada na premissa de que este teria
“‘expressédo constitutiva”. Entretanto, tem se demonstrado a sua regulagdo em
nivel transcricional. Além disso, a proteina GAPDH, primariamente descrita
como tendo atividade enzimatica na via glicolitica, tem sido relacionada a
outras fungdes nao-glicoliticas e apresentando localizagdes celulares outras
que nao a citosodlica, nos mais diversos organismos (Sirover, 1999a). A
descoberta destas fungbes “alternativas” de GAPDH tem atraido grande
interesse na literatura (Kim e Dang, 2005b). Em especial, a possibilidade de
esta proteina participar de processos envolvidos na patogenicidade de fungos
tem sido sugerida (Barbosa et al., 2006b).

Aplicando uma estratégia global para isolar sequéncias potencialmente
envolvidas no processo de infecgao do fungo Metarhizium anisopliae, Dutra, et
al. (2004) isolaram uma sequiéncia que foi caracterizada como codificadora de
GAPDH. Possiveis alteragdes no padrdao de expressao desse gene poderiam
levar a pressupor que também em M. anisopliae a enzima GAPDH possa ter
funcao importante na capacidade do fungo em adaptar-se a algumas condigdes
metabolicamente desfavoraveis, assim como ter alguma fungéo no processo de

infecgdo no hospedeiro artrépode.

2. REVISAO DA LITERATURA

Devido a alguma confusdo na nomenclatura utilizada na literatura para

os genes da enzima GAPDH (EC 1.2.1.12) e da enzima glicerol-3-fosfato



desidrogenase (GPD, EC 1.1.1.8), irei me referir, neste trabalho, ao gene

codificando GAPDH em M. anisopliae pela abreviatura de gene gpdhl.

2.1. A enzima multifuncional gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

A enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH, EC 1.2.1.12),
€ essencial na via da glicolise e da gliconeogénese, catalisando a Fosforilagdo
Oxidativa do substrato gliceraldeido-3-fosfato em 1,3-bifosfoglicerato na
presenga de NAD" e fosfato inorganico. Esta mesma enzima é também capaz
de catalisar a reacao inversa (Figura 1). A enzima é um homotetramero, sendo
que cada um dos monémeros possui uma massa molecular de 36 kDa. GAPDH
€ especial entre as enzimas glicoliticas devido a sua capacidade de ligar-se
aos cofatores NAD* e NADH, assim como de ligar-se a DNA e RNA. Estudos
recentes demonstram fungbes nao-glicoliticas inesperadas para a enzima
GAPDH em processos fisiolégicos e patoldégicos. Também em alguns
patdgenos, tais como Candida albicans, Paracoccidioides brasiliensis,
Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes, a enzima GAPDH tem sido
encontrada na parede celular onde poderia desempenhar diversas fungdes na
interacdo patdgeno-hospedeiro.

O gene gpdl, (GAPDH de Mucor circinelloides), foi analisado em termos
de seu padrao transcricional sob diferentes condicbes de cultivo em
experimentos de Northern blot. M. circinelloides foi cultivado aerobicamente em
meios contendo diferentes fontes de carbono. Em presenga de glicose, uma
forte expressdo de gpdl foi observada enquanto uma baixa expressao foi
observada quando glicerol ou etanol foram adicionados ao meio de cultura, ao
invés de glicose. Esses resultados mostram que a expressao do gene gpdl é

inicialmente regulada em resposta a fonte de carbono (Wolff e Arnau, 2002).
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Figura 1. A enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (EC
1.2.1.12). (A) Reacéo catalisada pela enzima GAPDH. (B) GAPDH inserida na
glicdlise, que pode ser dividida em trés estagios: (1) desestabilizagdo da
molécula de glicose; (2) duas moléculas interconversiveis de trés carbonos séo
geradas pela clivagem de uma molécula de seis carbonos de frutose e (3) ATP

€ gerado.



Em um trabalho mais recente desse mesmo grupo, uma analise da
regiao promotora do gene gpdl foi realizada a partir de experimentos de
delecdo de sequéncias desta regidao e também por fusdo com o gene GOX
(codifica a enzima glicose oxidase 1), de Aspergillus niger como proteina
reporter. Linhagens de Mucor contendo o cassete, constituido do promotor de
gpdl de 741 pb (ou parte dele) dirigindo a transcricdo do gene GOX, integrado
nos seus genomas foram construidas e usadas no estudo da regulagdo da
expressao em resposta a diferentes fontes de carbono no meio de cultura. Com
os dados obtidos dessa anadlise um modelo de regulagdo do promotor gpd1l foi
elaborado, sugerindo o envolvimento de seqliéncias regulatorias identificadas -
quatro repeticdbes CATCAC sem homologia a nenhum sinal regulatério e
quatorze elementos responsivos a choque-térmico (“heat shock element” HSE)
— e as medidas de atividade de GOX em cada linhagem transformante (Larsen
et al., 2004).

O modelo proposto assume que as diferengas observadas no nivel de
atividade da enzima repodrter GOX, entre as diferentes linhagens utilizadas,
seriam devido a funcionalidade do promotora de gpdl. Mais especificamente,
os autores observaram que a indugao por fonte de carbono e o efeito das
concentragbes de acgucares (glicose 5% e 0,5%; glicerol 1%; etanol 0,4% e
gluconolactona 20mM) foram perdidas na linhagem transformante derivada do
fragmento de 361 pb de um total de 741 pb da regido promotora. Desde que a
porcao ausente compreende trés das quatro repeticoes CATCAC, é concebivel
especular que essas repeticbes estariam envolvidas em um possivel
mecanismo regulatério. O modelo mais simples explicando os resultados
encontrados inclui um regulador negativo que poderia se ligar as repeti¢coes
CATCAC em condigbes de baixa concentragao de monossacarideos, reduzindo
assim o nivel de expressao. Um aumento na concentragao de glicose resultaria
na liberacdo do regulador negativo e em um aumento no nivel de expressao.
Ainda, um regulador positivo analogo ao fator de transcricdo responsivo a
choque-térmico (“heat-stress transcription factor”, HSF), poderia se ligar
cooperativamente aos tripletos de HSE, resultando na inducéo da expressao do
gene gpdl (Figura 2), sugerindo que a expressao do gene gpdl de M.

circinelloides poderia ser regulada por estresse térmico (Larsen et al., 2004).



Elementos HSE
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REGULADOR NEGATIVO

Figura 2. Modelo de regulacdo do promotor de gpdl de M.
circinelloides (modificado de Larsen et al., 2004). Este modelo propde dois
mecanismos principais envolvidos na regulagao do gene gpd1: (i) a indugao por
glicose e (ii) a regulacdo por estresse. Na regulagdo por glicose, o modelo
propde o envolvimento de quatro repeticbes CATCAC presentes na regido
promotora (marcadas com “R”) envolvidas no reconhecimento por um regulador
negativo. Quando o fungo estd em meio com baixa concentragéo de glicose,
um regulador negativo (elipse cinza) se ligaria ou interagiria com o promotor,
diminuindo a transcricdo do gene. Em alta concentragao de glicose, o regulador
negativo seria liberado, permitindo a transcricdo. Na regulagdo por estresse,
um regulador positivo analogo a HSF se ligaria aos HSE, resultando na indugéo

da transcricao de gpd1.

Em um trabalho previamente publicado pelo nosso grupo foi utilizada
uma metodologia de analise de diferenga representacional (“Representational
Difference Analysis”, RDA; Dutra et al., 2004) para isolar seqiiéncias de genes
que apresentam expressao diferencial em M. anisopliae. Foram comparadas as
populagcdes de mRNA de duas condi¢cdes de cultivo: (i) cultivo em meio rico,
onde, em principio, os genes envolvidos no processo de infecgao de
hospedeiros teriam a sua expressao diminuida e (ii) cultivo em presenca de
cuticula de hospedeiro (carrapato) como unica fonte de energia, mimetizando a
condigdo de infeccdo, onde os genes potencialmente envolvidos no processo
de infeccdo teriam a sua expressdo aumentada. Entre as sequéncias

selecionadas foi encontrada uma sequéncia relacionada a GAPDH (gene gpdh



de M. anisopliae). Em ensaios de “Northern blot” foi mostrado que esta
sequéncia isolada apresentava niveis aumentados de transcritos em culturas
de M. anisopliae na presenca de cuticula. A partir desta sequéncia original o
gene gpdhl foi isolado e caracterizado. Este padrao de regulagdo positiva
poderia suscitar um possivel envolvimento de GAPDH durante a infec¢ao por
Metarhizium anisopliae no hospedeiro, como por exemplo, na adesdo do
esporo no exoesqueleto do animal.

Trabalhos recentes investigando o fungo patogénico Paracoccidioides
brasiliensis demonstraram fortes evidéncias de envolvimento da enzima
GAPDH na adesao e na internalizagdo da célula fungica no hospedeiro. P.
brasiliensis € um fungo dimorfico, agente causador da paracoccidioidomicose.
Neste fungo foi observado um aumento nos niveis de transcritos do gene
codificando GAPDH, assim como um aumento no nivel da enzima na forma
leveduriforme, a forma parasitica, em detrimento de uma diminui¢do nos niveis
protéico e transcricional na forma micelial (Barbosa et al., 2004).
Posteriormente o grupo investigou o motivo da regulagdo de GAPDH e de sua
provavel funcdo na forma parasitica de P. brasiliensis, e pela primeira vez a
presenca de GAPDH foi detectada interagindo com a parede celular do fungo
por imunomicroscopia eletrénica. Foi demonstrada a afinidade de GAPDH a
componentes da matriz extracelular, tais como laminina, fibronectina e
colageno tipo I. Além disso, foi demonstrada uma inibicdo significativa da
adesao e da infecgao das células epiteliais pelo fungo P. brasiliensis quando
pneumocitos e células leveduriformes de P. brasiliensis eram tratados com
GAPDH recombinante do fungo ou com anti-soro policlonal anti-GAPDH,
respectivamente (Barbosa et al., 2006). Os autores sugerem com este estudo
que GAPDH de P. brasiliensis, além da fungdo na via glicolitica, teria
localizagdo na superficie do fungo e desempenharia uma fungdo na adesao a
pneumaocitos.

Outra fungdo nao glicolitica de GAPDH é a de atuar como um regulador
transcricional sendo demonstrada em células de mamiferos (Zheng et al.,
2003). Neste caso a proteina € um dos componentes do complexo co-ativador
OCA-S ("Oct-1 CoActivator in S phase” ou co-ativador de Oct-1 na fase S) que
€ um transativador fase-S dependente do gene da histona H2B . A

dependéncia estrita da subunidade GAPDH do complexo OCA-S para a



transcricdo da histona H2B foi claramente estabelecida por estudos funcionais
envolvendo a deplegdo celular mediada por RNAi e imunodeplecéo, seguida
por complementacdo com GAPDH purificada, em extratos nucleares. Foi
demonstrado que, neste sistema, GAPDH é funcional in vitro, € especifica da
fase-S e esta associada especificamente com o promotor de H2B in vivo. Outro
indicativo do seu papel essencial na funcdo de co-ativador de OCA-S é o fato
de GAPDH interagir diretamente com o fator Oct-1, fornecendo assim o
principal “ancoramento” para o complexo OCA-S conectar-se a Oct-1 ligado ao
promotor. Entretanto, a conclusdo mais interessante desse trabalho parece ser
a de que a atividade de OCA-S é modulada pela razao celular entre
NAD":NADH, assim como modula a interacdo do fator de transcricdo Oct-1 com
GAPDH. Quando esta razao é baixa, a atividade de OCA-S aumenta. A ligagéo
do complexo OCA-S ao promotor de H2B é aumentada por NAD", mas inibida
por NADH. Assim GAPDH teria a fungao de integrar o metabolismo energético
e a regulacédo do ciclo celular por coordenar a transcricdo da histona H2B
(Zheng et al., 2003a).

Apesar da aparente distancia evolutiva entre os sistemas celulares de
mamiferos e de fungos, a interacdo entre GAPDH e componentes da
maquinaria de transcricdo foi descrita também em Schizosaccharomyces
pombe (Mitsuzawa et al., 2005). Experimentos utilizando a técnica de duplo-
hibrido revelaram que GAPDH interage com a subunidade Rpb7 da RNA-
polimerase Il. Além disso, GAPDH pode ligar-se as proteinas recombinantes
Rb4/Rb7. Esse resultado sugere que Rb7 media a associagcdo de GAPDH com
o complexo polimerase Il. Assim, em S. pombe, GAPDH poderia mediar a
ativacao transcricional em resposta ao estado metabdlico da célula ou em
resposta a estresse oxidativo, através da interagcdo com a holo-enzima
polimerase |l.

Apesar do uso tradicional do gene codificando GAPDH como controle
interno para experimentos com a finalidade de analisar o padrao transcricional
celular, um crescente nimero de trabalhos recentes vem desaconselhando o
uso deste gene com esse fim, e cada vez mais o termo “housekeeping genes”
(genes de manutengao celular) tem sido usado com cautela. Métodos comuns
de quantificagdo de mRNA incluem “Northern blotting”, ensaio de protegédo a

RNase, “microarray”, e qRT-PCR. Independente da metodologia utilizada, a



normalizacdo usando genes que nao apresentam variagdo nos niveis de
transcritos é necessaria para corrigir a concentracdo de mRNA total em
amostras sob comparagdo. Embora seja normalmente assumido que a
expressao de genes “housekeeping” se mantém constante, ela pode realmente
variar consideravelmente entre diferentes estagios do desenvolvimento celular
e, desta forma, levar a interpretacdes errobneas do perfil de expressdo de um

determinado gene alvo (Yan e Liou, 2006).

2.2. Os genes gpdh em fungos

Os genes gpdh possuem alta conservagao entre os fungos, assim como
na grande maioria dos seres vivos. Entretanto, existem algumas diferengas
interessantes nestes genes entre os taxons dentro do reino Fungi,
principalmente entre os grupos mais distantes evolutivamente, como fungos
leveduriformes e fungos filamentosos. Algumas dessas diferengas dizem
respeito ao numero de coépias do gene no genoma dos microrganismos, a
distribuicdo de introns e a outras atividades da proteina além da glicolitica

convencional (Tabela 1).



Tabela 1. Os genes gpdh em fungos.

Cryptococcus neoformans (Basiodiomycota) GPD 11 N&o héarelato. (Varma e Kwon-Chung, 1999)
Kluyveromyces lactis (Ascomycota) GDP1 (-) Aceptora de NADP. (Verho et al., 2002)
Kluyveromyces marxianus (Ascomycota) GAP1, GAP2 e GAP3 (-) Floculagéo. (Almeida et al., 2003)
Saccharomyces cerevisiae (Ascomycota) tdh1, tdh2 e tdh3 (-) Associacdo a parede celular®. (Delgado et al., 2001)
Schizosaccharomyces pombe (Ascomycota) Gpd1 e Gpd3 (-) Associacdo com RNAP Il (Mitsuzawa et al., 2005)
Aspergillus nidulans (Ascomycota) gpdA 6 Ritmo circadiano. (Greene et al., 2003)
Neurospora crassa (Ascomycota) gpd-1 e ccg-7 2 Ritmo circadiano. (Shinohara et al., 1998)
Trichoderma harzianum (Ascomycota) gpd (-) Conidiacdo e micoparasitismo. (Puyesky et al., 1997)
. . A iacao & d lul Gil-N t al., 1997;Gozalb
Candida albicans (Ascomycota) TDH1 (-) : ssNOC|\ag_ao a par_e e cel _ar_ € (Gil-Navarro et a 0zaibo
ligacéo a fibronectina e laminina. et al., 1998)
o . R ivo a dif tes fontes d
Mucor circinelloides (Zygomycota) gpdl, gpd2 e gpd3 2,3e2 esponsivo iarlb?)rrfg es fontes de (Larsen et al., 2004)
L N Associacdo a parede celular e
Paracoccidioides brasiliensis (Ascomycota) Pbgapdh 4 'ac P .

adesdo a matriz extracelular.

(Barbosa et al., 2004)

(-) Nao ha interrupgao por intron.

@ A andlise por “Western blot” de extratos da parede celular assim como do citosol revelaram que as proteinas TDH2 e 3 estdo presentes em ambas

localizagdes durante a desenvolvimento celular exponencial, enquanto que TDH1, também esta presente em ambas localizagées, mas foi detectado apenas

em fase estacionaria. Assim, se sugere (no entanto sem confirmagao) que TDH1 poderia estar envolvida em outro processo que néo a glicolise.
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2.3. Modelo de estudo: o bio-controlador Metarhizium anisopliae

O fungo Metarhizium anisopliae é considerado um dos organismos mais
promissores no controle de carrapatos e de insetos praga da agricultura e tem
sido um dos modelos mais estudados em relagdo ao isolamento, selecédo e
caracterizagcdo de linhagens do ambiente, elucidagdo dos mecanismos de
infeccdo e no desenvolvimento de formulagcbes de biopesticidas. O maior
entrave para a utilizagdo de fungos no controle biolégico € o maior tempo
necessario entre a aplicagao e a morte dos hospedeiros, em comparagao aos
pesticidas quimicos. Portanto, um dos objetivos comuns é aumentar a
velocidade de morte dos hospedeiros. O entendimento das caracteristicas
basicas da relacao entre o fungo e o hospedeiro tem permitido o conhecimento
da natureza da sua patogenicidade, possibilitando a introducdo de genes
especificos, altamente expressos em condi¢bes de infectividade, visando
acelerar o processo de infeccido, diminuindo, assim, o tempo entre o inicio da
infeccao e a morte do hospedeiro.

O processo de infecgdo de Metarhizium € bastante estudado sendo um
dos principais focos de pesquisa para elucidar os mecanismos envolvidos no
processo de penetragdo de hospedeiros. M. anisopliae infecta seus
hospedeiros em sucessivas fases de germinacao, diferenciacdo, penetracao,
colonizagédo, reproducado e dispersdo (Arruda et al., 2005). A adesdo do
conideo a superficie do hospedeiro e subsequente penetracdo sdo os eventos
iniciais durante o processo de patogenecidade. Apds adeséo e germinagao do
conideo, uma estrutura de penetracao é formada na extremidade da hifa
germinativa. Esta estrutura de penetragdo, conhecida como apressorio, conta
com a agao sinergistica de dois fatores: pressdo mecanica e degradagao do
exoesqueleto do hospedeiro por enzimas hidroliticas tais quais proteases,
quitinases e lipases, relacionadas anteriormente a patogenecidade. Dentro do
hospedeiro, o fungo exaure os nutrientes e mata o organismo pela secregao de
toxinas, e finalmente, as hifas se exteriorizam na superficie do artrépode morto,

conideos sao produzidos e se dispersam para o ambiente.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Caracterizar o gene que codifica GAPDH em M. anisopliae linhagem E6

e analisar seu perfil de expresséao.

3.2. Objetivos especificos

Clonagem e caracterizacado do gene gpdhl.

Analise do perfil de transcricdo do gene gpdhl por experimentos de RT-
PCR e “Northern blot”.
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4. MANUSCRITO

“Isolation and characterization of the glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase gene of Metarhizium anisopliae.” (Manuscrito néo

submetido)

Autores: Leonardo Broetto, Lenise Palma, Luciano Nakazato, Valéria

Dutra, Marilene Henning Vainstein, Augusto Schrank.
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Abstract

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) is a classical
glycolytic enzyme that plays important roles in various cellular processes. Here
we report the sequence and transcriptional analyzes of a regulated gene
(gpdhl) encoding a GAPDH of the entomopathogenic fungus Metarhizium
anisopliae, a well-characterized biocontrol agent of a wide range of arthropods
pests. Transcription analyzes show a carbohydrate-dependent expression
pattern and a possible involvement of GAPDH in the infection process. Also we
observed a regulated transcription pattern in response to carbon sources.
These observations lead us to propose new roles to GAPDH in both

physiological conditions and infection process.
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1. Introduction

Metarhizium anisopliae is a filamentous fungus with the ability to infect
and kill a wide range of arthropod hosts. Owing the wide occurrence of
Metarhizium anisopliae and its broad spectrum of action, this fungus is
considered an effective biological control agent and an important model to study
the infection process in arthropods. In Brazil M. anisopliae has been used to
control insect pests in sugar cane plantations and has a potential application
against Boophilus microplus, a regional economic important bovine tick
(Frazzon et al., 2000). The infection process is well studied and is one of the
principal focus of investigation. M. anisopliae infects its hosts in successive
phases of germination, differentiation, penetration, colonization, reproduction
and spread (Arruda et al., 2005). Conidial adhesion to host surface and
integument penetration are the initial events during the pathogenic process.
After attachment and conidial germination, a penetration structure is formed at
the end of germinal hyphae. This penetration structure, named appressorium,
relies on the synergistic action of mechanical pressure and enzymatic
degradation of the host exoskeleton by hydrolytic enzymes such as proteases,
chitinases and lipases some of which were previously related to pathogenesis.
Within the host, the fungi exhaust the nutrients and kill the organism by the
secretion of toxins, and finally the hypha extrude to the surface of the dead
arthropod, producing and spreading conidia to the environment.

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH, EC 1.2.1.12) is
essential in the glycolysis/gluconeogenesis pathway and catalyzes the oxidative
phosphorylation of glyceraldehyde-3-phosphate into 1,3-biphosphoglycerate in
the presence of nicotinamide adenine nucleotide (NAD®) and inorganic
phosphate and, as well as, the inverse reaction. It is a homotetramer,
composed of four subunits, each with a molecular mass of 36 kDa. GAPDH is
special among the glycolytic enzymes due to its ability to bind NAD* or NADH,
and also DNA and RNA. Recent studies have demonstrated some unforeseen,
non-glycolytic functions of GAPDH in both physiological and pathological
processes (Kim and Dang, 2005a). Moreover, in some pathogens such as

Candida albicans, Paracoccidioides brasiliensis, Staphylococcus aureus and
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Streptococcus pyogenes, GAPDH was found on the cell wall, where it may play
diverse roles in host-pathogen interactions (Barbosa et al., 2006a).

GAPDH was shown to participate in DNA repair and, although its role in
DNA repair complexes has not been established, it has been implicated in
telomeric DNA binding (Sundararaj et al., 2004). The function of GAPDH as
transcriptional regulator was also demonstrated (Zheng et al., 2003b) a
component of the Oct-1 coactivator OCA-S, which is an S-phase-dependent
transactivator of the histone H2B gene. GAPDH seems to be a key component
in the OCA-S complex.

In addition, other studies have suggested that GAPDH is capable of
binding to rRNA, to untranslated regions of several mRNAs and to several viral
RNAs (Choudhary et al., 2000;Sioud and Jespersen, 1996). The biological
significance of the GAPDH-RNA interaction is poorly understood, but specific
association of GAPDH with viral RNA might be involved in the regulation of viral
gene expression and translation. Furthermore, GAPDH has been implicated in
other processes such as membrane fusion, phosphorylation, tubulin bundling,
nuclear RNA export, DNA repair and interaction with cellular components,
including RNA, dinucleoside polyphosphate and nitric oxide (Sirover,
1996;Sirover, 1997;Sirover, 1999b).

Here we report the isolation and characterization of cDNA and genomic
clones encoding an orthologue of GAPDH in Metarhizium anisopliae. We have
demonstrated that the expression of GAPDH is regulated in M. anisopliae in

response to carbon source and conditions that mimic arthropod infection.

2. Materials and methods

2.1. Organisms and culture conditions
Metarhizium anisopliae E6 isolate was originally isolated from infected
insects (Rosato et al., 1981). Cultures were maintained on complete Cove’'s

medium (Bogo et al., 1998).
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2.2. Standard DNA manipulations, Southern blot analysis, screening of
cDNA library, gene cloning and sequencing

DNA manipulations were carried out according to standard procedures
(Sambrook and Russel, 2001). Genomic DNA extraction from M. anisopliae was
according to Bogo et al., 1998.

In all DNA hybridization experiments, a previously isolated EST coding
for GAPDH was used as a probe (Dutra et al., 2004b). Southern blot analyses
were performed using Gene Images labeling and detection system (Amersham
Biosciences) according to standard procedures. The cDNA library, constructed
using SuperScript Lambda System for cDNA Synthesis and A Cloning (GIBCO
BRL) from poly(A+) RNA isolated from M. anisopliae grown on medium
supplemented with 1% Boophilus microplus cuticle (Dutra et al., 2004), was
screened using the enhanced chemiluminescence (ECL) direct nucleic acid
labeling and detection systems (Amersham Biosciences) according to standard
procedures. Primers were designed within 5 and 3’ partial sequences
(GPDMACDS1, 5 TTGTCCGCTCTCTCCATATACAC 3'; GPDMACDS2, &'
TCCATTCGGTTACTCTCTTATTTTC 3') and used on RT-PCR amplification
and genomic DNA PCR amplification, performed as described by Sambrook
and Russel (2001). The amplicons were cloned into pUC18 vector for
sequencing with the DYEnamic ET Dye Terminator kit in the MegaBace 1000
System (Amersham Biosciences). Contigs were assembled with Staden

package program (Bonfield et al., 1995).

2.3. Sequence alignment and phylogenetic analysis

The predicted amino acid sequence from M. anisopliae GAPDH was
aligned with orthologues from several related fungi species using ClustalX 1.83
(Thompson et al.,, 1997). The phylogenetic trees were made using Molecular
Evolutionary Genetics Analysis (MEGA 3.1) software (Kumar et al., 2004) by
neighbor-joining method with Poisson correction, confidence was evaluated by
10,000 bootstrap replications.

2.4. RNA extraction, cDNA synthesis and Northern blot analysis
Total RNA was extracted as described by Dutra et al. (2004). Total RNA

fated to cDNA synthesis was extracted from mycelium grown for 16h, 24h, 32h
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and 56h in liquid medium with 0.6% (w/v) NaNO3; amended with 1% (w/v) cuticle
from insect Dysdercus peruvianus and from liquid medium with 0.6% (w/v)
NaNO3; amended with 1% (w/v) glucose and cultures were shaken (150 RPM) at
28 °C at initial cell density of 10° conidia ml™". First-strand cDNA synthesis was
performed with reverse transcriptase (MMLV reverse transcriptase) using 1 ug
of RNA and 3' BD SMART CDS Primer Il A (Clontech Laboratories): 5'-
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACT 30V N -3, where (N = A, C, G, or T; V
= A, G, or C). First-strand cDNA was used as template to semi-quantitative
PCRs using Platinum Taqg DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen) and the
primers GPDMACDS1 and GDPMACDS2 (to amplifications). The
normalizations were made using primers amplifying M. anisopliae tefl-a gene
(Nakazato et al., 2006), coding for the translation elongation factor 1 alpha, as a
control of first strand cDNA template loaded in reactions.

Total RNA fated to Northern blot analysis was extracted from grown
mycelium from 24h liquid MCc medium. Cultures were harvested and washed
with sterile distilled water. The mycelium was transferred to liquid medium with
0.6% (w/v) NaNO3; amended with either 1% (w/v) glucose, 20mL/L (v/v) glycerol,
or 5mL/L (v/v) ethanol for 4h, cultures were shaken (150 RPM) at 28 °C.
Northern blot was made using the protocol described by Memelink et al.,
(1994). Approximately 10 ug total RNA was loaded onto 1.2% formaldehyde
containing agarose gel, subjected to electrophoresis, and transferred to nylon
filters (Amersham Biosciences). Filters were hybridized to radiolabeled [a-**P]
dNTP probes by random priming protocol as described by Sambrook and
Russel (2001). A cDNA clone coding to M. anisopliae gpdhl gene was used as
probe and the entire M. anisopliae tefl-a gene was used as control of loaded
total RNA samples. Normalization of total RNA loaded was made using rRNA in

agarose gel with ethidium bromide stain.

3. Results and discussion

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) coding genes
were isolated from several fungi. Well known as a classical glycolytic enzyme
encoded by a so-called “housekeeping gene”, is commonly misused as a

control in gene expression studies. The most often primary objective to isolate
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and characterize gpdhl genes is the isolation of the promoter region aiming the
isolation of a strong signal for transcription initiation (Alves et al., 2004;Kuo et
al., 2004;Pachlinger et al., 2005). However, many studies have demonstrated
the regulation of both transcription and translation of GAPDH, as well as the
involvement of this enzyme in infectivity (Barbosa et al., 2006; Kim and Dang
2005).

It should be noted that sometimes there is some confusion in the
literature about the nomenclature of the genes coding GAPDH (EC 1.2.1.12)
and those coding for GPD (glycerol- phosphate dehydrogenase, EC 1.1.1.8).
For this reason we will refer to the gene coding GAPDH as gpdhl gene.

During the search of differentially expressed sequences in cuticle
infection, it has been found a 600 bp sequence with identity to GAPDH from
other fungi (Dutra et al., 2004). The DNA fragment was used as probe in
Southern blots to demonstrate that the sequence is present in M. anisopliae
genome as a single copy (Figure 1).

Seeking isolation of the complete gpdhl gene from M. anisopliae, clones
were isolated from a cDNA library. The isolated cDNAs were used to design 5’
and 3’ ends primers for PCR direct amplification of the entire GAPDH coding
gene. Using cDNA and genomic DNA amplicons ranging from 1.2 kb to 1.4 kb,
respectively, were cloned into pUC18 vector. The length difference between
amplicons concern to the presence of one intron ranging from nucleotide 173 till
387 (~200pb). The entire amplicons were sequenced and assembled in contigs
(Figure 2). The ORF from gpdhl gene predicts a 337 amino acid residues
protein with an estimated MW of 36 kDa and theoretical pl of 8.26. The proteins
databank analysis for conserved domains was not found none other domain
apart from expected NAD binding domain (from Val4 to Cys151) and C-terminal
domain ( from Leu156 to Tyr313)(Figure 2). The putative M. anisopliae GAPDH
was aligned to orthologues from several related fungi species, with high
identities and similarity values (Table 1), and a phylogenetic tree was built
(Figures 3). The phylogenetic analysis showed a distribution in agreement with
the gene structure found in the literature and one intron at a very similar position
(Jungehulsing et al., 1994;Ridder and Osiewacz, 1992;Templeton et al., 1992).

RT-PCR experiments were conducted to investigate the transcription

pattern of gpdhl gene in M. anisopliae cultivated in the presence of insect
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cuticle (1% exoskeleton from D. peruvianus, mimicking host infection) and basal
medium where 1% glucose was the readily source of energy (Figura 4). A sharp
increase of gpdhl transcript levels was observed after 32 h incubation in the
presence of cuticle as compared to the glucose added culture. The increase of
gpdhl transcripts can be attributed to an increase in hydrolytic enzymes acting
on the cuticle substrate, whose degradation would release monosaccharides,
as N-acetylglucosamine, that induces the gpdhl gene transcription. Cultures
from basal medium showed a gradual increase of gpdhl transcript levels due to
glucose reposition during incubation, leading to an accumulation of the sugar
(detected by sugar reduction assays, not shown). In both conditions increased
gpdhl transcript levels were related to the availablility of monosaccharide in the
medium, consistent with a carbohydrate-dependent expression pattern, as
shown in other reports (Larsen et al., 2004;Shinohara et al., 1998). On the other
hand, if the two conditions are compared at 16 h of culture, a pronounced
increase of the gpdhl transcript levels occurs in the presence of cuticle,
suggesting a possible involvement of M. anisopliae GAPDH in the infection
process. This corroborates previous detection of differential expression of
gpdhl in simulated infective conditions (Dutra et al., 2004).

The transcription pattern of the M. anisopliae gpdhl gene in response to
carbon sources was analyzed by Northern blot. Total RNA extracted from M.
anisopliae cultivated in medium added of glucose, glycerol or ethanol was
probed with the M. anisopliae gpdhl cDNA radiolabeled fragment. gpdhl
transcript levels are highly reduced in presence of glycerol and ethanol as
compared to the culture added of glucose (Figure 5). This higher expression of
gpdhl in presence of glucose and significantly lower expression in glycerol and
ethanol means primarily that its transcription is regulated in response to carbon
source. Indeed, in Mucor circinelloides the ortholog gpdl gene was shown to
have a well defined transcription pattern primarily regulated in response to
carbon source by a mechanism that includes a negative regulator (Larsen et al.,
2004). As depicted in Figure 5, an unantecipated reduction of transcripts
occurred for the translation factor EF1-a (tefl-a gene from M. anisopliae;
Nakazato et al., 2006) in the presence of both ethanol and glicerol. Similar
results were described for yeast and mammalian cells (Ashe et al,

2000;Browne and Proud, 2002). Under conditions of temporarily increased
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energy demand or decreased energy supply, it would be advantageous for the
cell to reduce the rate of protein synthesis, to allow energy to be diverted to
other processes, such as maintaining the plasma membrane potential and ion
gradients. Again, inhibition of elongation will ensure that polysomes are
retained, with advantages for mRNA stability and for the rapid resumption of
translation once energy availability improves again.

The behavior of gpdhl gene transcription in M. anisopliae in response to
different carbon sources lead us to infer that glycerol and ethanol should be
assimilated directly by the citric acid cycle pathway and oxidative
phosphorilation chain. Because of the lack of glucose in these conditions the
gpdhl gene transcripts should be strongly repressed. These assumptions raise
interesting speculations that in M. anisopliae, as in other filamentous fungi such
as Trichoderma reesei, prevails the aerobic metabolism. (Chambergo et al.,
2002b). A well-known mechanism of carbon catabolism gene tuning, dependent
on the available substrate, is the carbon catabolite repression in Aspergillus
nidulans. When grown on complex substrates containing both metabolically
favorable carbon sources (such as glucose) and less favorable ones (such as
ethanol and glycerol), A. nidulans is able to repress the genes involved in the
utilization of the less favorable carbon sources. Therefore the fungus will utilize
the favorable carbon sources first, thereby saving resources by not producing
enzymes for the assimilation of less favorable substrates before they are
needed. An important regulatory protein controlling carbon repression in A.
nidulans is CreA (Mogensen et al., 2006b).

As for M. anisopliae gpdhl gene regulation in response to different
carbon sources, in absence of glucose, and availability of alternative carbon
sources (glycerol or ethanol) repression would occur (by an unknown repressor)
whereas the alternative carbon source assimilation system should be de-
repressed by the absence of a repressor (possibly a CreA repressor ortholog).

A possible involvement of M. anisopliae GAPDH in the host-infection
process can suggest by the incresead level of transcripts in presence of cuticle
(our results and Dutra et al., 2004). One of the possible roles of GAPDH in
infection could be as an adhesin during initial contact between the spore and
the cuticle as occurs in other pathogenic fungi and their host (Alderete et al.,

2001a). The inhibition of the host immune system could also occur through a
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molecular mimicry mechanism, since the fungal GAPDH share high identity with
the host GAPDH which could lead to a lack of recognition of the pathogen by
the host immune system (Goudot-Crozel et al., 1989).

Recent studies have demonstrated the involvement of GAPDH from the
pathogen in host adhesion and invasion. The regulation of transcripts and
enzyme production has been shown to be regulated in several physiological
conditions during fungi growth. Data herein presented may indicate a possible
involvement of M. anisopliae GAPDH in the infection process and in the carbon

source regulated transcription response of M. anisopliae gpdhl gene.

Acknowledgments

This work was supported by grants from CAPES, CNPq, Fapergs,

PROCAD and Projeto Rede Sul de Analise de Genomas. We thank Irene S.

Schrank for critical reading this manuscript.



23

Table 1

Identity and similarity (conservative substitutions) values from sequence alignment of
the predicted amino acid sequence from M. anisopliae GAPDH with orthologues from several

related fungi species and Escherichia coli (as outgroup sequence).

Microorganisms Identity Similarity
Agaricus bisporus (AAA32634) 72% 82%
Aspergillus nidulans (AAA33307) 7% 86%
Aspergillus niger (CAA67966) 78% 88%
Aspergillus oryzae (BAB12234) 76% 87%
Candida albicans (AAC49800) 67% 81%
Claviceps purpurea (CAA51721) 91% 95%
Cryphonectria parasitica (P19089) 82% 91%
Colletotrichum gloeosporioides (AAA02485) 86% 93%
Glomerella cingulata (AAA02486) 86% 93%
Lentinula edodes (BAA83550) 73% 81%
Mucor racemosus1 (Q9C136) 67% 79%
Mucor racemosus2 (Q96UF2) 70% 81%
Mucor racemosus3 (Q96UF1) 67% 78%
Neurospora crassa ccg7 (AAB95425) 84% 91%
Neurospora crassa (AAB00570) 84% 91%
Paracoccidioides brasiliensis (AAP42760) 76% 86%
Pichia pastoris (AAC49649) 64% 79%
Pichia ciferri (AAF21710) 64% 79%
Podospora anserina (P32637) 83% 91%
Saccharomyces cerevisiae tdh1 (P00360) 63% 79%
Saccharomyces cerevisiae tdh2 (P00358) 63% 78%
Saccharomyces cerevisiae tdh3 (P00359) 63% 79%
Schizosaccharomyces pombe (P78958) 68% 80%
Schizosaccharomyces pombe (043026) 67% 80%
Sordaria macrospora (CAC86412) 85% 91%
Trichoderma harzianum (CAA73141) 77% 87%
Ustilago maydis (CAA30726) 74% 81%
Escherichia coli (AAA23856) 56% 71%
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Figure Legends

Fig. 1 Southern blot analysis of the genomic DNA of Metarhizium anisopliae. DNA
was digested with BamHI (Lane 3), EcoRI (Lane 4), Pstl (Lane 5) and Sall (Lane 6). A 600 pb
EST was used as probe and was used as positive control (Lane 1). Lambda DNA digested with
Hindlll was used as molecular size marker (Lane 2), respective molecular sizes were shown in
left (kilobase).

Fig. 2. Sequence and schematic diagram of the gpdhl gene from M. anisopliae.
(A) Nucleotide and deduced amino acid sequences of the gpdhl M. anisopliae gene. Exons are
in upper-case letter, all other sequences are in lower-case letters. Intron is indicated. Start and
stop codons are underlined and in bold. A dashed underlining indicates the putative Poly(A)
signal. The deduced amino acid sequence is shown above the nucleotide sequence (single
letter code). Circles mark the first (Val4) and last (Cys151) amino acid residues of the NAD
binding domain. (B) Schematic diagram of the exons and introns positions in the genomic
gpdh1. Grey arrows indicate the exons location. Numbers in brackets indicate the positions of
respective restriction enzyme cutting sites for the gpdhl gene. Primers are signed by black

arrows.

Fig. 3. Phylogenetic neighbor-joining tree of M. anisopliae gpdh1 gene deduced
amino acid sequence. The amino acid sequences from the following microorganisms were
used: Agaricus bisporus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Candida
albicans, Claviceps purpurea, Cryphonectria parasitica, Colletotrichum gloeosporioides,
Glomerella cingulata, Lentinula edodes, Mucor racemosus, Neurospora crassa,
Paracoccidioides brasiliensis, Pichia pastoris, Pichia ciferrii, Podospora anserina,
Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Sordaria macrospora, Trichoderma
harzianum, Ustilago maydis and Escherichia coli outgroup sequence (GenBank accession
numbers are beside species name). The tree confidence was confirmed by 10,000 bootstraps.

M. anisopliae sequence is highlighted by black triangle.

Fig. 4. RT-PCR analysis. Transcript levels of gpdhl from mRNA of M. anisopliae
cultivated in 1% of exoskeleton and 1% glucose, in upper panel. Pos, PCR amplification from
the total genomic DNA. Neg, no template reaction. tefl-a gene load control normalization in

lower panel.

Fig. 5. Northern blot analysis of gpdh1l transcript levels. Total RNA was isolated
from M. anisopliae grown in medium with either glucose (Glu), glycerol (Gly), or ethanol (EtOH)
added. The blots were hybridized with a 1.3-Kb gpdhl probe, and 1.8-Kb tefl-« normalization
gene probe. Bottom: agarose gels with ethidium bromide-stained RNA showing 28S and 18S

rRNA as loading controls.



Figure 1

23,0kb_

9,4kb_
6,5kb_

4,4kb_

2,3kb_
2.0kb_

25



26

Figure 2

M A PWEKV GINTGTFGR

/\ 1 gaggatcceocttgtocgotctetocatatacacacacgecaaaATGECTCCCGTCAAGGTTGGCATCARCGETTTCGGCCGT 80
I1 G R I vV FR NAAMEWUBHU PETIEWVWVV AV NDUZPTFTITDT
81 ATTGGCCGCATCGTCTTCCGCAACGCCGCCGAGCACCCCGAAATCGAGGTCGTGGCCGTCAACGACCCCTTCATCGATAC 160
E ¥ A
16l TGAATACGCCgtgagtgtcectttgeooctetttttetgocgtegtgtecgagtgggetgttggettgeceectececectee 240
Intron
241 ttcoccttgggtagtggeccatteactgocectegettgactotgoaggtecatgecaccacaacaattecagetgggage 320

A Y M L K Y
321 cccacgccagctttacccttgogaatgocgggttgetgactggaaccogtttgocatgaccagGCCTACATGCTCARGTA 400

D s 8§ H G I F K G DI K KEW ADUGTULWV V NG E K K V K
401 TGACTCGTCCCACGGCATCT TCAAGGGCGACATCAAGARGGAGGCCGACGGCCTCGTCGTCARACGGCAAGARGGTCAAGT 480

F F TEURUDUPS A I P WEK S A GAMAMAEY I VES TGV F
481 TCTTCACTGAGCGCGATCCCTCTGCCATCCCCTGGAAGTCCGCTGGCGCCGAGTACATCGTCGAGTCCACCGGTGTCTTC 560

T T T D K A K A& HL A G G A KKV VI 5 A P S A D AP
561 ACCACCACCGACAAGGCCAAGGCCCATCTGGCCGGAGGCGCCAMGAAGGTCGTCATCTCTGCTCCCTCTGCCGATGCCCC 640

M Y VM GV N E KT Y DGIHKADWV I S NAZ SOCTTN

641 CATGTACGTCATGGGTGTCAACGAGAAGACGTACGACGGCARGGCCGATGTCATCTCCARACGCTTCCTGCACCACCAACT 720

¢C L AP L A KV I HDI KT FTTIUWVESGILMTTWVHS Y T
721 GCCTGGCTCCCCTTGCCAAGGTCATCCACGACAAGTTCACCATTGTCGAGGGTCTCATGACCACCGTCCACTCCTACACC 800

A T Q KT VDG P S G K DWRGGRGAAOQNTITIWP S
801 GCCACCCAGAAGACCGTCGACGGCCCCTCTGGCAAGGACTGGCGTGGTGGCCETGGTGCTGCCCAGAACATCATTCCCAG 880

5 T G A A K AUV G KV I P DL MNUGIEKTILTGMSMZBRV
881 CAGCACCGGTGCCGCCAAGGCTGTCGGCAAGGTCATCCCCGACCTCAACGGCAAGCTCACTGGCATGTCCATGCGTGTTC 960

P T A N V 5 V VD LT AURTIEIZ KGAS Y D E I K E A I
961 CCACCGCCRAACGTCTCCGTTGTCGACTTGACTGCCCGCATTGAGRAGGGTGCTTCC TACGACGAGATCAAGGAGGCCATC 1040

K E A AN G P L K G I L A Y TEDUDVWV V 5 5§ DM N G N
1041 ARGGAGGCTGCCAACGGCCCCCTCAAGGGCATTCTCGCCTACACCGAGGACGATGTTGTCTCCTCCGACATGAACGGCAA 1120

T N 8§ 8§ I F D A KAG I S L N KNV FV KLUV S WY D
1121 CACCAACTCCTCCATCTTTGACGCCAAGGCCGGCATCTCCCTCAACAAGAACTTTGTCAAGCTGGTCTCCTGGTACGACA 1200

N E W G Y §S R RV L DILIULAY I AU EKUVDA AGIE K *
1201 ACGAGTGGGGCTACTCCCGCCGTGTCCTCGATCTCCTTGCCTACAT TGCCAAGGTTGACGCTGGCAAGTARat tttgect 1280

1281 ttgattgctacgacaggaaccgactgctcaatatcctgeatoggtaatgtggectetggeaacteocatggtacttttgget 1360

1361 gocggtccccgagaatggoctcaagggattttttttttaaagaaaataagagagtaaccgaatggaaccaaaatcgagttt 1440

1441 aaactggcagctggggactcaaaattgtttgtaatgaaaatgaacaaaatattctctggacatggtcccggtggaggeag 1520

1521 gggtacatatacaactacttgagaatagattgectgtttcotgtccaaaaaaaaa 1574
Exonl

GPDMACDS1
BamHI (4

Sall (817)
Exon2

Ncol (1345)
GPDMACDS2

Sall (982)

gpdMa genomico
1574 bp
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5. DISCUSSAO

Conhecida classicamente como uma enzima glicolitica citosdlica, a
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) é codificada por genes até
pouco tempo enquadrados como genes de manutengdo celular
(“housekeeping genes”) que comumente sdo usados, algumas vezes
equivocadamente, para o controle interno de quantidade de RNA em estudos
da expressdo génica. As caracteristicas de multifuncionalidade da proteina
GAPDH tém se tornado cada vez mais evidentes a medida que novas
investigacdes de suas outras fungbes sao realizadas. Assim, novas fungdes
tém sido atribuidas a esta classica enzima da via glicolitica, com implicagdes
em regulacéo tanto fisiolégica como na interagdo patdégeno / hospedeiro (Kim e
Dang, 2005;Barbosa et al., 2006).

A constatagao da inesperada expressao aumentada do gene gpdhl de
M. anisopliae em condi¢des de cultivo que mimetizam a infeccdo em
hospedeiros (Dutra et al., 2004), deu origem a hipdtese de um possivel
envolvimento da proteina GAPDH no processo de infecgao de M. anisopliae. A
fim de verificar a multiplicidade de copias dessa EST no genoma de M.
anisopliae, foi realizada a analise por “Southern blot” mostrando que mesmo
em condi¢cdes de hibridizagdo em baixa estringéncia, apenas uma cépia do
gene gpdhl esta presente no genoma. De uma maneira geral, respeitando
algumas excecgdes, verificamos um padrao de multiplicidade de cépias em
fungos leveduriformes, como por exemplo em Saccharomyces cerevisiae
(Delgado et al., 2001) e Schizosaccharomyces pombe (Mitsuzawa et al., 2005),
€ uma unica cépia em fungos filamentosos como em Claviceps purpurea
(Jungehulsing et al., 1994) e Aspergillus nidulans (Punt et al., 1988).

Apo6s nos certificarmos da presenca de uma cdépia unica do gene gpdhl
no genoma de M. anisopliae, buscamos o isolamento do gene completo. Apds
a clonagem e o sequenciamento do gene gpdhl, verificamos que a sequéncia
gendmica é constituida por 1,4 kb, é interrompida por um unico intron de 200
pb, e que a sequéncia apresenta uma ORF de 337 residuos de aminoacidos
com massa molecular estimada de 36 kDa e pl tedrico de 8,26. A suposta
sequéncia de GAPDH de M. anisopliae foi alinhada com ortélogos de diversos

fungos, filamentosos e leveduriformes, e uma arvore filogenética foi construida.
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A analise filogenética gerou uma distribuicdo de agrupamentos entre as
espécies em acordo com os dados encontrados na literatura para a estrutura
génica de gpdhl, com a presenga de um unico intron com localizagédo
conservada entre os ortélogos (Jungehulsing et al.,, 1994;Ridder e Osiewacz,
1992;Templeton et al., 1992). Além disso, € evidente a distancia filogenética
entre o agrupamento de fungos filamentosos, no qual esta incluido M.
ansiopliae, o agrupamento dos fungos basidiomycota, como por exemplo,
Agaricus bisporus e Lentinula edodes e o agrupamento dos fungos
leveduriformes, como por exemplo Candida albicans e Pichia pastoris. Apesar
dessa distancia entre os diferentes grupos taxonémicos, verificamos uma
grande conservagao entre os ortdlogos de gpdhl em todos os fungos.

Com o intuito de analisar o perfil de transcricdo do gene gpdhl de M.
anisopliae foram comparadas uma condi¢cdo de infecgdo a uma condigdo de
cultivo em meio de cultura rico. Experimentos de RT-PCR foram realizados
utilizando RNA extraido do fungo cultivado em meio contendo exoesqueleto de
inseto, mimetizando assim a infeccdo, e em meio de cultivo rico contendo
glicose e fonte mineral de nitrogénio. A primeira observagao relevante que
pbdde ser feita desse experimento € que existe um aumento subito nos niveis de
transcritos do gene gpdhl na condi¢do de infec¢do, apds 32 h de incubagao.

Esse aumento repentino dos niveis de transcritos do gene gpdhl pode
ser atribuido a uma maior disponibilidade de monossacarideos no meio, como
por exemplo, N-acetilglicosamina, derivados da digestdo do substrato
encontrado no exoesqueleto (quitina) por agdo de enzimas hidroliticas, como
as quitinases. Essa elevagao nos niveis de monossacarideos poderia estimular
ndo s6 uma elevagdo nos niveis de transcritos do gene gpdhl, como
provavelmente também, os niveis de transcritos de outros genes envolvidos no
metabolismo energético. Com base nesse mesmo principio podemos sugerir
que a elevacéao dos niveis de transcritos do gene gpdhl em culturas acrescidas
de glicose possa resultar do acumulo do agucar no meio de cultura, ocasionado
pela reposicdo exdgena a cada 16 h de incubacao. A incapacidade do fungo
em assimilar todo o substrato adicionado ocasionando seu acumulo gradual foi
detectado por ensaios de agucar redutor (dados ndo mostrados). Em ambas as

condicdes acima discutidas foi possivel observar um claro padrdo de acumulo
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de transcritos do gene gpdhl frente a uma maior disponibilidade de
monossacarideos no meio de cultura.

Esse padrao de expressao carboidrato-dependente foi também descrito
em outros fungos relacionados (Larsen et al., 2004;Shinohara et al., 1998;Wolff
e Arnau, 2002). Mesmo assim, é evidente o0 aumento dos niveis de transcritos
do gene gpdhl nos cultivos com cuticula de hospedeiros que, em principio,
mimetizam a infeccdo. Esse aumento na expressdo do gene gpdhl permite
supor o envolvimento da proteina GAPDH no processo de infeccao,
possivelmente em relagdo a adesao do esporo / tubo germinativo na superficie
do hospedeiro, assim como na etapa de colonizagdo, como sugerido em
sistemas semelhantes (Barbosa et al., 2006). Esse resultado corrobora a
descrigao de expresséo diferencial de gpdhl em M. anisopliae na presenca de
cuticula (Dutra et al., 2004).

Além da possivel funcdo de adesdao que a proteina GAPDH
desempenharia durante os primeiros momentos do processo de infecgao, é
possivel que também participe na inibicdo da resposta imune elicitada pelo
hospedeiro. A grande identidade da sequéncia peptidica de GAPDH
compartilhada entre o patégeno e o hospedeiro poderia permitir o escape do
fungo do reconhecimento pelo hospedeiro, um provavel mecanismo de
mimetismo molecular (Alderete et al., 2001b). Em M. anisopliae foi
demonstrado que o transcrito do gene Mcll (“Metarhizium collagen-like
protein”) é detectado 20 min apdés o contato do fungo com a hemolinfa do
hospedeiro. O gene Mcll codifica uma proteina com um dominio hidrofilico N-
terminal que é apresentado na superficie celular. MCL1 desempenharia a
funcao de formar um revestimento protetor anti-adeséao, protegendo o fungo da
fagocitose e do encapsulamento exercidos pela resposta imune do hospedeiro
(Wang e St Leger, 2006).

Com o intuito de analisar o perfil transcricional do gene gpdhl de M.
anisopliae frente ao cultivo em diferentes fontes de carbono, experimentos de
“Northern blot” foram realizados. Tanto o etanol quanto o glicerol, quando
presentes como unica fonte de carbono em meios de cultivo, tém a capacidade
de induzir a expressdo de genes envolvidos no metabolismo de fontes de
carbono menos favoraveis em fungos; contrariamente, nestas condig¢oes,

ocorreria a repressao da expressao de genes envolvidos na glicolise
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(Mogensen et al., 2006). Logo, analisamos o perfil transcricional do gene gpdhl
a partir de RNAs extraidos de cultivos adicionados de glicose, ou glicerol, ou
etanol. Inicialmente observamos que ha um aumento nos niveis de transcritos
na condicdo de cultivo em glicose em relagdo as condigdes em glicerol e
etanol. Esse padrao de transcrigdo nos leva a sugerir que o gene gpdhl sofre
regulagdo em resposta a diferentes fontes de carbono, como ocorre em outros
sistemas (Larsen et al., 2004), onde, aparentemente, existiria um sistema de
repressao atuando transcricionalmente sob gpdhl na auséncia de glicose.

O padrao de transcricdao do gene gpdhl, em M. anisopliae, quando na
presenca de diferentes fontes de carbono nos leva a inferir que, tanto o glicerol
quanto o etanol, estariam sendo metabolizados diretamente via ciclo do acido
citrico e fosforilagdo oxidativa. Concomitantemente, a auséncia de glicose
nesses meios reduziria fortemente os niveis de transcritos do gene gpdhl.
Nesta condicdo havendo outra fonte de carbono disponivel para o fungo
(glicerol ou etanol) ocorreria a ndo repressdo de genes envolvidos na
assimilacdo destes substratos. No fungo filamentoso Aspergillus nidulans foi
descrito um sistema de modulagcdo do metabolismo de carbono que pode servir
de modelo comparativo. Quando cutivado em um substrato complexo contendo
tanto fonte de carbono metabolicamente favoravel (como a glicose) e uma
menos favoravel (como o glicerol ou o etanol), A. nidulans tem a capacidade de
reprimir a transcricdo dos genes envolvidos na utilizagdo daquelas fontes de
carbono menos favoraveis. Esse sistema de repressao é conhecido como
repressao por carbono, sendo que o fungo utilizara inicialmente a fonte de
carbono mais favoravel e nado sintetizara as enzimas envolvidas no
metabolismo de fontes de carbono menos favoraveis, evitando assim o
consumo desnecessario de energia.

Uma importante proteina reguladora que controla esse sistema em A.
nidulans é CreA (Mogensen et al., 2006a). Um sistema de regulagcéo poderia
operar de maneira semelhante em M. anisopliae, quando na presenga de
fontes de carbono como glicerol e etanol e na auséncia de glicose, um
repressor poderia inibir a transcricdo de genes glicoliticos como gpdhl,
enquanto que a transcricdo de genes envolvidos no metabolismo tanto do

glicerol como do etanol, ndo seria reprimida, possivelmente por um ortélogo de
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CreA. Realmente, o gene crrl, um ortologo do gene creA, codificando CreA em
A. nidulans, foi isolado em M. anisopliae (Screen et al., 1997).

A hipotese de assimilacéo direta dos substratos glicerol e etanol, via
Ciclo do Acido Citrico e Fosforilagdo oxidativa, nos leva a sugerir que em M.
anisopliae, assim como em outros fungos filamentosos, como, por exemplo,
Trichoderma reesei, prevaleceria o metabolismo aerdobio (Chambergo et al.,
2002).

As rotas de respiracdo aerdbia e de fermentacao sao utilizadas pelos
microrganismos para obter energia da glicose. Essas rotas permitem aos
microrganismos a producdo de ATP em diferentes taxas e com diferentes
eficiéncias; a respiracdo aerdbia ocorre a uma baixa taxa, mas com alta
producdo, enquanto que a fermentacido opera sob altas taxas, mas com baixa
produgcao de ATP. A pressao seletiva imposta pela limitacdo de energia e pela
alta producédo de ATP da respiragao aerodbia teria assim facilitado a transicao
evolucionaria de organismos unicelulares para organismos multicelulares.
Microrganismos unicelulares utilizam ambas as rotas, dependendo da condi¢ao
metabdlica da célula. A levedura Saccharomyces cerevisiae preferencialmente
fermenta glicose, mesmo na presenga de oxigénio, produzindo etanol e COa,.
Apenas apos a exaustdo da glicose disponivel no meio € que a respiragao
aerodbia é ativada e a levedura utiliza entdo o etanol como fonte de carbono e
energia para o metabolismo aerdébio. Essa alteragdo de fermentagcéo para
respiracdo aerdbia ¢é conhecida como fase diauxica. Entretanto,
microrganismos multicelulares como os fungos filamentosos utilizam
preferencialmente a respiracdo aerdbia o que embasa a hipotese de que
também em M. anisopliae prevaleceria o metabolismo aerébio (Chambergo et
al., 2002a).

Uma provavel explicagdo para a preferéncia de M. anisopliae, e outros
fungos filamentosos, pelo metabolismo aerdbio poderia se basear no seu
habitat nutricionalmente pobre e por possuir uma demanda maior de energia
(por ser multicelular) quando comparado a microrganismos unicelulares. Logo,
a “preferéncia” de M. anisopliae pelo metabolismo aerdbio se justificaria na
necessidade de obter mais energia a partir do substrato disponivel. Em
especial, no caso de M. anisopliae, na natureza e na auséncia de hospedeiros

existe uma limitacdo muito grande de substrato. Por ocasido da infecgao de um
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hospedeiro artrépode, por exemplo, o fungo multicelular tende a utilizar por
completo todo o substrato disponivel fazendo uso do metabolismo aerdbio, que
permite a utilizacdo mais eficiente dos substratos.

Estudos recentes descrevem o envolvimento da proteina GAPDH de
microrganismos patégenos em seu processo de infecgdo, principalmente no
seu estabelecimento em seus hospedeiros. A regulacdo da transcricdo de
genes codificando GAPDH, assim como da traduc&o da proteina GAPDH, tem
sido descritas em varias condig¢des fisioldgicas durante o desenvolvimento de
fungos. Os dados obtidos no presente trabalho podem indicar um possivel
envolvimento da proteina GAPDH de Metarhizium anisopliae no processo de
infeccdo, assim como sugerem um padrao de regulagao da transcrigdo do gene
gpdhl de M. anisopliae em resposta a disponibilizagdo de diferentes fontes de

carbono.
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6. CONCLUSOES

i) O gene gpdhl esta presente em uma unica cépia no genoma de M.
anisopliae.

i) A analise filogenética com ortélogos em fungos revelou uma
distribuicdo em acordo com a estrutura génica de gpdhl encontrada na
literatura, com a presenga de um unico intron com localizagdo conservada
entre os ortdlogos.

i) Existe um claro padrao de acumulo dos transcritos de gpdhl frente a
uma maior disponibilidade de monossacarideos para o fungo.

iv) H4 um acumulo nos niveis de transcritos do gene gpdhl também em
cultivos mimetizando a infecg¢ao, o que permite a suposi¢ao do envolvimento da
proteina GAPDH no processo de infecgao.

v) O gene gpdhl sofre regulacdo em resposta a diferentes fontes de
carbono.

vi) A hipétese de assimilagao direta dos substratos glicerol e etanol, via
ciclo do acido citrico e fosforilagdo oxidativa nos levam a acreditar que em M.

anisopliae prevaleceria o metabolismo aerébio.
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7. PERSPECTIVAS

i) Verificar a existéncia de possiveis isoformas de GAPDH de M.
anisopliae, pela geragcao de anti-soro anti-GAPDH, “Western blot” de géis

bidimensionais e subsequente identificacdo por espectometria de massas.

ii) Verificar possiveis alteragdes nos niveis protéicos de GAPDH e nos
niveis de transcrito do gene gpdhl em condicbées mimetizando a infec¢do, em
condicbes metabdlicas e em condicdes de estresse celular, por “Western blot”

unidimensional, “Northern blot” e ensaio de atividade enzimatica.

iii) Analisar a localizagao sub-celular das possiveis isoformas de GAPDH
e inferir no possivel envolvimento desta em funcdes nao relacionadas a
glicélise, utilizando deteccao por “Western blot” de GAPDH em extratos de
parede celular de M. anisopliae, fusdo de GAPDH com GFP e transformacao
para a analise “in vivo” por microscopia confocal e imunomicroscopia eletronica

de transmiss3o.

iv) Verificar a existéncia de interacdo entre GAPDH de M. anisopliae e o
exoesqueleto de artropodes, utilizando tratamento com anti-soro anti-GAPDH
seguido de bioensaio e detecc¢ao de interagéo proteina-proteina utilizando “Far-

western” de fragdes de exoesqueleto.
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