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1. INTRODUGAO 

0O isolamento e a caracterizagdo de genes de Metarhizium com expressão 

constitutiva e com regiées promotoras fortes fornecem uma série de ferramentas e 

possibilidades para o estudo da expresséo génica do fungo. O gene gpd que codifica 

para a enzima citosolica gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) pode 

representar um importante alvo de estudo com esta finalidade, sendo um modelo 

utilizado em varios sistemas semelhantes. Contudo, o crescente numero de 

trabalhos publicados demonstrando a regulação de genes gpd em fungos 

filamentosos, suscitaria tal regulação também em Metarhizium anisopliae. Da 

mesma forma, trabalhos recentes relatam a presenga da enzima GAPDH, antes 

descrita como presente unicamente no citosol, com presenca também na parede 

celular de fungos como Saccharomyces cerevisiae e ainda desempenhando funcdes 

diferentes das já relatadas e conhecidas em outros organismo e tipos celulares. 

1.1. A importincia dos genes gpd 

Devido a utilizagdo confusa de abreviaturas nos trabalhos cientificos, um 

esclarecimento inicial quanto & nomenclatura e caracterizagao das enzimas 

codificadas pelos genes gpd e descritas na literatura, é de grande valia. Segundo o 

banco de dados relativo & nomenclatura de enzimas do Instituto de Bioinformatica 

Suisso (SIB), “ExPASy (“Expert Protein Analysis System”) Proteomics Server’, que 

se baseia primariamente nas recomendagdes do IUBMB (“Nomenclature Committe 

of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology”) e que descreve 

cada tipo de enzima caracterizada por um registro EC (“Enzyme Commission”), a 

enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, corretamente abreviada por GAPDH, 

possui dois registros EC, consistindo então de duas enzimas diferentes. Ambos 

registros, 1.2.1.9 e 1.2.1.12, referem-se a enzimas GAPDH esséncias na rota 

catabdlica da glicólise e da gliconeogenese que convertem o substrato gliceraldeido- 

3-fosfato à 1,3-difosfoglicerato (catalisando também a reagdo inversa), possuindo 

aparentemente funções idénticas. Entretanto, a enzima com EC 1219 é 

dependente de NADP(+), liberando NADPH, enquanto que a GAPDH com EC 

1.2.1.12 depende de um radical fosfato e NAD(+) para catalisar a reação, liberando 

NADH como subproduto (Figura 1). O erro de utilizagao de nomenclatura mais



freqUiente nos trabalhos é a utilização da abreviatura GPD referindo-se a enzima 

gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, ela se refere em realidade à enzima glicerol- 

3-fosfato desidrogenase (EC 1.1.1.8), consistindo de uma enzima completamente 

diferente. Logo, a abreviatura descrita segundo as recomendagoes do Comité de 

Nomenclatura Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular, GAPDH, para as 

enzimas gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase sera utilizada neste trabalho. 

A reação catalisada pela enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase é uma 

das mais importantes reagdes metabodlicas da via glicolitica. Em S. cerevisae e 

Aspergillus nidulans, a enzima GAPDH constitui mais de 5% do total das proteinas 

celulares soluveis (HIRANO et al, 1999, REDKAR et al., 1998). Um gene único 

codificando GAPDH foi clonado de A. nidulans (PUNT et al., 1998) e trés genes 

estruturais foram descobertos em levedura (MCALISTER & HOLLAND, 1985). 

Entretanto, copias múltiplas de genes codificando GAPDH tém sido relatados 

apenas em eucariotos superiores (FORT et al., 1985 e HANAUER et al., 1984). Em 

plantas como o milho, quatro genes codificando GAPDH foram isolados e 

caracterizados (MANJUNATH et al., 1997). 

O isolamento e a caracterizacdo parcial do gene gpd de S. cerevisiae 

revelaram algumas caracteristicas de grande importancia estrutural do gene, como 

sua multiplicidade de copias, estimada em trés copias por genoma haploide da 

levedura e o forte sinal para o inicio da sua transcrição (HOLLAND & HOLLAND, 

1979 e 1980). O fato destes trabalhos, porém, se desenvolverem em um periodo em 

que as técnicas moleculares ainda não eram tão refinadas e abrangentes como hoje 

e que pouco se conhecia sobre a estrutura funcional e organizacional dos genes no 

que diz respeito ao conhecimento teórico, tornava confuso o entendimento da 

genética da expressdo do gene, justamente pela pouca informagdo gerada até o 

momento. Entretanto, muito já se conhecia sobre a atividade da enzima GAPDH, 

como por exemplo, quando S. cerevisiae era cultvada em meios em altas 

concentragdes de glicose, ou tinha seu desenvolvimento alternado entre meios sem 

e com glicose, verificava-se um grande aumento na atividade da enzima (MAITRA & 

LOBO, 1981). Isso levantava a hipétese de que os genes gpd de levedura eram 

induziveis. Varias formas da enzima já eram descritas na época (LEBHERZ & 

RUTTER, 1967; HOLLAND & WESTHEAD, 1973), cerca de 13 formas 

eletroforéticamente e cromatograficamente separaveis já haviam sido relatadas.
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Com o avango dos trabalhos um volume muito grande de informagéo foi gerado e 

um grande avango foi obtido na compreensao da regulagéo do gene gpd. 

D-GLYCERAL- NADP* , NADPH +H* 

DEHYDE 3-P GLYCERAL- . 
DEHYDE- 1,3-P-D- 

o 
” Ê pi P DEHYDRO- 
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2 [ - N Eicas NAD* GENASE - NADH 4 H* 

Figura 1. Reações catalisadas pelas duas enzimas GAPDHs. O retangulo a 
esquerda contém a férmula estrutural simplificada da molécula de 
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase. O retangulo & direita contém a 
formula estrutural simplificada da molécula de 1,3-difosfatoglicerato. As 

setas em cinza na metade superior da figura representam a reação 
catalisada pela enzima GAPDH EC 1.2.1.9. As setas pontilhadas pretas 
na metade inferior representam a reação catalisada pela enzima GAPDH 

EC1.2.1.12. 

Em muitos organismos eucariéticos os genes gpd são expressos 

constitutivamente e em altos niveis. As sequéncias promotoras dos genes 

codificando GAPDH tém se mostrado úteis para a expressão eficiente de genes 

heterélogos em varias leveduras e fungos (HOLLAND & HOLLAND, 1978; BITTER e 

EGAN, 1984; WATERHAM et al., 1997; HIRANO et al., 2000). Com o objetivo de 

obter um promotor homélogo forte que permitisse a expresséo heteréloga no fungo 

Mucor circinelloides, genes codificando para a proteina GAPDH foram clonados e a 

caracterizagdo revelou trés genes individuais (WOLFF e ARNAU, 2002), sendo que 

a regido promotora de um deles, o gene gpd1, foi utilizada para a construgéo de um 

vetor de expressdo. A express@o heteróloga do gene crgA, que codifica um 

regulador da biossintese de caroteno, permitiu abolir a necessidade de luz para a 

produção de caroteno em M. circinelloides (NAVARRO et al., 2000), WOLFF e 

ARNAU (2002) construiram um vetor ligando a região promotora de 740 pb do gene 

gpd1 a crgA de modo a orienta-la em uma posigéo “upstream” em relagéo ao gene 

crgA selvagem. O plasmideo resultante foi introduzido em M. circinelloides linhagem 

R7B e os transformantes foram incubados na auséncia de luz, prevenindo assim a
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expressdo do gene crgA endégena induzida pelo desenvolvimento do fungo na 

presenca de luz. Após trés dias, os transformantes para a construgéo truncada do 

gene crgA apresentaram uma coloração amarelo-alaranjada, em contraste ao 

controle negativo (sem pigmentação), o que forneceu evidéncias de que a regiao 

promotora do gene gpd1 realmente possibilitou a expressdo do gene crgA, 

resultando na sintese de caroteno independente de luz no fungo. 

Sistemas de transformagao em fungos filamentosos baseiam-se, geralmente, 

em marcas auxotréficas para a seleção de transformantes. O uso de promotores 

fortes de genes homélogos, como gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, facilita a 

expressao eficiente de genes repérter heterélogos como o gene que codifica para a 

resisténcia a higromicina B como marca de seleção em varios fungos (SCHUREN et 

al, 1993). Em Cryptococcus neoformans, esforgos para expressar tais genes 

heterélogos, mesmo com promotores homélogos como o do gene da actina, tém 

encontrado limitagdes desde que a técnica foi primariamente alcangada com o 

sorotipo A (COX et al., 1996). O uso de promotores homoélogos fortes permite a 

expressao eficiente de genes heterélogos em C. neoformans. Isso foi verificado pela 

utiização do gene gpd do fungo, que foi clonado partindo-se de regiões 

codificadoras altamente conservadas do gene cuja regido promotora foi isolada e 

utiizada na construgio de vetores de expressdo. Tais vetores foram 

satisfatoriamente bem sucedidos em efetuar a complementagao da mutação do gene 

nativo gene ura5 ou para gerar resisténcia ao antibiético higromicina B, conferida 

pelo gene heterdlogo bacteriano hphl (VARMA & KWON-CHUNG, 1999). 

Anélises iniciais da região “upstream’ do gene gpdA de A. nidulans, 

codificando a enzima GAPDH, revelaram a presenca de varias sequéncias 

envolvidas na expressao do gene (PUNT et al, 1990). A andlise por deleção 

identificou regiões a montante do gene envolvidas na iniciagéo da transcri¢ao e na 

eficiéncia da transcrigao, onde o elemento gpd box, foi identificado e descrito. Este 

elemento de 50 pb foi identificado por comparação de regides “upstream” entre o 

gene gpdA de A. nidulans e A. niger (PUNT et al. 1990; PUNT & VAN DEN 

HONDEL, 1992) e sua deleção resultou na redução de duas a trés vezes no nivel de 

expressao do gene gpdA de A. nidulans. A introdugéo-do elemento gpd box em outro 

promotor de um gene do fungo foi capaz de aumentar a expressão génica. A fusão 

do elemento gpd box a regido à montante do gene amdS resultou na orientagéo e 

em efeitos dependentes de posição no nivel de expressdo, o que sugeriu que o
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elemento gpd box não consiste de um único elemento funcional, mas de dois ou 

mais, talvez sobrepostos. 

Embora o gene gpd seja considerado um gene de expressão constitutiva em 

fungos filamentosos, existem precedentes para a regulagdo de gpd em outros 

organismos, por exemplo em vertebrados (DOBSON et al, 1987), no inseto 

Drosophila (SUN et al. 1988) e no verme Caenorhabditis elegans (HUANG et al., 

1989). 

Estudos sobre uma caracteristica importante do fungo Trichoderma 

harzianum, sua resposta a luz, revelaram que o gene gpd é reprimido durante a 

conidiação e durante o micoparasitismo. Sob total auséncia de luz, T. harzianum se 

desenvolve indefinidamente como micélio, desde de que os nutrientes não sejam 

limitantes. Um breve pulso de luz azul, assim como a limitação de nutrientes, induz a 

esporulagdo (PUYESKY et al., 1997). ADAM & TIMBERLAKE (1990) mostraram que 

a expressdo constitutiva do gene briA em A. nidulans, cultivado em condigoes 

favoraveis induzia a esporulação, ocorrendo também a represséo de dois genes que 

são normalmente, altamente expressos, os genes alcA e aldA. Estes autores 

propuseram que a indugdo da esporulagdo leva a um blogueio metabdlico 

generalizado. T. harzianum, quando exposto à luz azul, comporta-se de uma 

maneira semelhante. A colénia esporula, mesmo que as condigdes nutricionais 

sejam favoraveis. Durante o micoparasitismo, assim como na conidiagdo, o 

organismo deve sobreviver a uma condição menos favoravel. Poderia se argumentar 

que a repressao do gene gpd seria simplesmente o resultado de uma desaceleragao 

no desenvolvimento do fungo. Este não seria o caso no trabalho de Puyesky ef al. 

(1997), supracitado, onde a baixa expressão (‘down-regulation”) inicia cedo no 

desenvolvimento da colénia e continua enquanto os conidiéforos estão se 

desenvolvendo mais rapidamente. Em 24 horas após a indugéo o desenvolvimento é 

lento, os conideos estdo maturando e os niveis de mRNA do gene gpd são muito 

baixos. 

Esporos dormentes do fungo Phycomyces blakesleeanus contém uma 

proteina de 37kDa que é endogenamente mono-ADP-ribosilada. Esta proteina foi 

purificada e identificada como sendo uma gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase 

(GAPDH) por seqiiénciamento da regido N-terminal e andlise de sua homologia. A 

atividade enzimatica de GAPDH altera-se dramaticamente na fase de germinagéo do 

esporo, sendo maxima em estágios onde a atividade de ribosilagdo por ADP é quase
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indetectavel. A presença de gliceraldeido-3-fosfato nessa reação afeta a [*?P]ADP- 

ribosilagdo de GAPDH. A ribosilagao por ADP de GAPDH ocorre por transferéncia 

de ADP-ribose de NAD para um residuo de arginina. Um modelo para a regulação 

da atividade de GAPDH e sua função na germinagao dos esporos é sugerido para P. 

blakesleeanus, onde o gene gpd seria, entdo, negativamente regulado por 

ribosilação por ADP (DEVEZE-ALVAREZ et al., 2001). 

Células de S. cerevisiae cultivadas em um meio com limitagdo de nutrientes 

retomam rapidamente o desenvolvimento proliferativo quando transferidas para um 

meio contendo glicose. Isto é precedido por um rapido aumento nos niveis de 

mRNAs dos genes CLN3, BCK2 e CDC28, que codificam proteinas de regulação do 

ciclo celular e que promovem o progresso através do inicio do desenvolvimento. Em 

um experimento utilizando iodoacetato, um inibidor da enzima gliceraldeido-3-fosfato 

desidrogenase envolvida na via glicolitica da levedura, se evidenciou a relacéo de 

regulacdo do gene gpd mediada pela presenca de glicose, devido a utilização da 

droga, indiretamente pela inibicdo da enzima GAPDH, capaz de baixar o nivel de 

expressdo dos genes CLN3, BCK2 e CDC28 (NEWCOMB et al., 2003). A glicose é 

conhecida por afetar uma série de processo celulares em S. cerevisiae, incluindo a 

repressdo de genes necessarios para o desenvolvimento em fontes alternativas de 

carbono e a indução de genes necessarios para o transporte de glicose (CARLSON, 

1999; GANCEDO, 1998; JOHNSTON, 1999; WARNER, 1999). Em um trabalho 

pioneiro de andlise global da expressdo génica (‘microarray”) utilizando cDNA, 

DERISI et al.(ano), demonstraram que cerca de 2.000 genes são regulados pela 

mudancga de um desenvolvimento fermentativo em glicose para um desenvolvimento 

oxidativo em outras fontes de carbono (DERISI et al, 1997). Muitas mudangas 

esperadas na expressdo génica foram observadas nesse experimento: genes 

codificando enzimas envolvidas na via glicolitica apresentaram baixa expressao 

quando a glicose do meio era exaurida, enquanto que a expressdo de genes 

envolvidos no metabolismo oxidativo aumentava. 

Homologos do gene gpdA tém se mostrado ritmicamente expressos em varios 

organismos (FAGAN et al., 1999; TEMME et al., 2000), incluindo o fungo Neurospora 

crassa (SHINOHARA et al., 1998). Investigando uma possivel ritmicidade circadiana 

em A. nidulans, GREENE et al. (2003), isolaram RNA de culturas de linhagem 

selvagem cultivadas em luz constante por um dia que então foram transferidas para 

escuriddo constante e coletadas para extração de RNA em intervalos de 4 horas por
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dois dias consecutivos. O RNA total foi submetido à hibridização com o gene gpdA 

de A. nidulans e se observou um ritmo na acumulagéo dos transcritos de gpdA 

obtidos no periodo de 28 a 32 horas. Da mesma forma que a variabilidade 

observada nos experimentos no tempo de pico de acumulagdo de mRNA para os 

genes “clock-controlled” (genes regulados pelo ciclo circadiano) em N. crassa, a fase 

de ritmo da expressão do gene gpdA em A. nidulans, pode ter uma variação superior 

a 8 horas em experimentos separados. Esses dados levaram os autores a sugerir a 

existéncia de um ritmo circadiano funcional em A. nidulans com um periodo sob 

condições constantes (“free-running period”) semelhante ao ja descrito em A. flavus. 

Na tentativa de determinar se este ritmo poderia ser reajustado, experimentando o 

processo de “entrainment’, onde o ritmo tem a propriedade de ser zerado, ou melhor 

reajustado, pela exposição a sinais externos, tais como a luz do dia e ciclos de 

temperatura, o ritmo do gene gpdA foi examinado em amostras de Aspergillus 

cultivadas em ciclos de 12 horas de luz a 38°C e 12 horas de escuriddo a 30°C. 

Ciclos de luz e temperatura foram utilizados simultaneamente porque nem a luz, 

nem a temperatura, sozinhos, sdo suficientes para reajustar o ritmo circadiano. 

Neste ciclo o ritmo de expressão do gene gpdA entrou em processo de “entrainment’ 

em um periodo de 24 horas, com picos de mRNA ocorrendo no final da fase de frioe 

escuridão. Com isso, os autores sugerem que a existéncia de um ritmo circadiano no 

fungo A. nidulans é apoiada nos experimentos demonstrando a existéncia de um 

ritmo corrido e passivel de “entrainment’ na acumulação dos transcritos do gene 

gpdA (GREENE et al., 2003). O processo de “entrainment” consiste na percepgao de 

pistas temporais externas (“zeitgebers”) por um ou mais ‘componentes relogio” 

(“clock components”) e mudanga do ritmo circadiano para uma fase apropriada 

aquela situação. A magnitude e o direcionamento da mudanca na fase depende da 

intensidade e duração do “zeitgeber’ e da fase na qual o ritmo circadiano do 

organismo exposto se encontra quando o pulso ou variagdo é dado (ASCHOFF, 

1981; BRUCE, 1960). 

De forma muito semelhante este controle circadiano ocorre também no fungo 

N. crassa, como ja citado. O gene ccg-7 (“clock-controlled gene”), que codifica 

GAPDH em N. crassa, é um gene regulado pelo ritmo circadiano que codifica um 

produto importante do metabolismo basal e que desempenha uma função 

encontrada em muitos dos organismos vivos, tal fato foi evidenciado por 

SHINOHARA et al. (1998) através da análise de sequências e da análise funcional
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do gene ccg-7. Embora numerosos genes ccg tenham sido relacionados a 

comportamentos especificos de cada organismo tais quais a fotossintese (KAY, 

1993), aspectos do desenvolvimento (BELL-PEDERSEN et al., 1996) ou reprodução 

animal (FOULKES et al., 1996; BERNARD et al., 1997), SHINOHARA et al. (1998) 

demonstram um exemplo de gene regulado pelo ritmo circadiano que participa num 

aspecto do metabolismo fundamental e que é comum a muitos organismos. A 

ritmicidade circadiana foi observada tanto para os niveis de mRNA de ccg-7 como 

para os niveis de atividade de GAPDH, sob condi¢des constantes na auséncia de 

luz. Os dados indicaram uma amplitude de 4 a 8 vezes no ritmo de mRNA de ccg-7 e 

uma baixa amplitude no ritmo de atividade de GAPDH, o que é consistente com a 

presenca de fatores adicionais pés-transcricionais e/ou pos-traducionais afetando a 

expressão da atividade enzimatica. Um ritmo na atividade de GAPDH foi sugerido 

por um estudo anterior (HOCHBERG et al., 1974) em culturas desenvolvendo-se em 

meio solido onde o desenvolvimento circadiano (conidiagdo) ocorria. Embora a 

presenca de desenvolvimento regulado pelo ritmo circadiano pareca estar refletindo 

o ritmo em desenvolvimento e em acumulação de massa, os dados mostram que os. 

niveis de mRNA de GAPDH e sua atividade enzimatica sao influenciados pelo ritmo 

circadiano. Assim, o gene ccg-7 parece nao ser regulado pelo desenvolvimento do 

fungo e o gene também nao é induzido por fatores ambientais como choque térmico, 

estresse osmoético ou privagdo de carbono/nitrogénio. Realmente, os niveis de 

mRNA de ccg-7, em geral, são refratarios a mudangas, exceto para as modulações 

causadas pelo relógio biológico. 5 

A regulação de GAPDH pelo ritmo circadiano é particularmente interessante 

em decorréncia do crescente numero de trabalhos considerando fungdes nao 

glicoliticas para os polipeptideos de GAPDH. Estes incluem (i) reparo de DNA 

(MEYER-SIEGLER et al., 1991; MANSUR et al., 1993; BAXI et al., 1995); (i) ligação 

ao DNA, ao mRNA e a proteinas (RONAI, 1993; BURKE et al,, 1996); (iii) uma 

possivel função na exportação de RNA (SINGH et al. 1993); (iv) controle traducional 

(SUGAHARA et al., 1995); (v) atividade proteina-quinase (KAWAMOTO et al., 1986); 

(vi) interação com microtibulos (HUITOTEL et al., 1985); (vii) interações com 

membranas celulares (ALLEN et al., 1987); (viii) apoptose, (ix) desordens neuronais, 

(x) patogénese viral, (xi) cancer de prostata, (xii) endocitose, (xiii) estresse por NO e 

(xiv) replicação de DNA (SIROVER, 1999). Enquanto estas atividades foram 

relatadas principalmente para GAPDHs de mamiferos, tais fungoes para a proteina
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em eucariotos inferiores não podem ser exciuidas a priori considerando-se o aito 

grau de conservagao das seqiéncias de GAPDH entre estes organismos. 

Os dados de ritmicidade de mRNA do gene ccg-7 do fungo N. crassa, unidos 

a outros dados de expressdo de GAPDH, poderiam aumentar as questdes acerca do 

seu uso como controle interno para a normalização de experimentos de expressao. 

Por exemplo, mRNA de GAPDH de Aspergillus, é osmoticamente induzindo, embora 

este não seja o caso para o gene ccg-7. Em outros sistemas, os niveis de mRNA 

dos genes GAPDH são responsivos a agentes patogénicos ou citotoxicos. Por 

exemplo, em batata, os niveis de mRNA de GAPDH sao conhecidos por serem 

induzidos por infecções com o fungo Phytophthora (LAXALT et al., 1996). Em 

culturas de queratinécitos humanos, a droga tetra-cloro-dibenzeno-p-dioxina, é 

conhecida por sua atividade pleiotropica elicitora toxica, induzindo os niveis de 

mRNA de GAPDH (MCNULTY et al., 1995). Outros trabalhos com genes GAPDH de 

mamiferos também sugerem que eles tém expressao constitutiva (QUAIL et al., 

1995; NESS et al, 1991). Desde que a enzima GAPDH desempenha um papel 

importante na via glicolitica e outros tantos em funções não glicoliticas, como em 

muitos dos casos supracitados, mudangas na atividade de GAPDH podem 

influenciar muitas outras atividades celulares e desta forma facilitar a adaptacéo a 

diferentes desafios ou condições de desenvolvimento. O alto grau de conservagao 

das sequências de GAPDH indica que todas as variantes modernas da enzima 

surgiram de uma unica proteina ancestral comum (MARTINEZ et al., 1989). Talvez, 

em adição ao fato das enzimas GAPDH compartilharem um ancestral comum, as 

GAPDHs modernas compartiham o aspecto comum de regulagdo por um 

“timekeeper” interno. 

Muitos organismos durante seus ciclos de vida sao confrontados com 

numerosos estresses ambientais que afetam a sua sobrevivéncia. Muitos genes que 

medeiam respostas a desidratagdo, a altas concentracées de sal e a altas ou baixas 

temperaturas tém sido caracterizados . Acredita-se que as proteinas codificadas por 

esses genes desempenham fungdes de protecdo da célula que sofre estes 

estresses. O choque térmico e o estresse anaerdbico são conhecidos por alterarem 

a expressao de genes da via glicolitica, sugerindo que o metabolismo primario do 

carbono é uma das vias que respondem a mudangas nas condições ambientais. 

Entre estes, o gene gpd, para todos os tipos de organismos, incluindo plantas, 

micrébios e animais, é conhecido por responder aos estresses térmico e anaerébico.
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A ativação do gene gpd sob tais estresses, talvez seja uma resposta adaptativa ao 

dano mitocondrial induzindo a inibição da fosforilagao oxidativa. A. nidulans acumula 

glicerol como osmólito compativel e exibe expressdo induzida do gene gpd em 

culturas adaptadas a altas concentragoes de sal (JEONG et al., 2000). 

A enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) tem sido 

considerada uma proteina citosélica glicolitica classica; entretanto, evidéncias 

recentes demonstram que em mamiferos apresentam variadas atividades de 

localização sub-celular diversa que não estão relacionadas a glicolise (SIROVER, 

1997, 1999). Em muitas espécies de microrganismos, incluindo bactérias e 

leveduras, e no helminto patogénico Schistosoma mansoni, GAPDH tem sido 

descrita na superficie celular, onde pode desempenhar diferentes fungdes. GAPDH 

da superficie celular de S. mansoni tem sido associada a resisténcia humana a 

esquistossomiase (CHARRIER-FERRARA et al., 1992; GOUDOT-CROZEL et al., 

1989). No grupo Streptococcus A e em Staphylococcus aureus uma GAPDH de 

superficie celular está envolvida nas interações com as células hospedeiras 

(MODUN & WILLIAMS, 1999; PANCHOLI & FISCHETTI, 1992, 1993, 1997; 

WINRAM & LOTTENBERG, 1996, 1998). Microrganismos eucariéticos também 

contém uma GAPDH associada à parede celular; na levedura Kluyveromyces 

marxianus a floculação celular depende da expressão de uma GAPDH de superficie 

celular (FALCAO MOREIRA et al, 1998; FERNANDES et al, 1992). Existe a 

demonstragdo de que uma GAPDH imunogénica associada & parede celular foi 

encontrada na superficie celular da levedura patogénica Candida albicans na sua 

forma ativa (GIL-NAVARRO ef al, 1997). Linhagens clinicas de C. albicans 

expressam este antigeno de superficie celular tanto “in vitro” com em tecidos 

infectados (GIL et al, 1999) e, desde que GAPDH de C. albicans também foi 

encontrada como uma proteina que se liga à fibronectina e a laminina, a GAPDH de 

superficie celular poderia entdo participar na adesdo das células fingicas aos 

tecidos hospedeiros, desempenhando assim uma importante função na viruléncia 

(GOZALBO et al., 1998; VILLAMON et al., 1999). 

Por microscopia imunoeletrénica com o antisoro policlonal contra a enzima 

citosélica e glicolitica gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de C. albicans (anti- 

GAPDH PAb), a proteina foi claramente detectada na superficie externa da parede 

celular, particularmente no blastoconideo, assim como no citoplasma. A andlise de 

fluxo citométrico semi-quantitativa com o antisoro anti-GAPDH PAb mostrou uma
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diminuição na ligação do antisoro às células hospedeiras na presença de 

fibronectina e lâminina solúveis. Além disso, a enzima citosólica GAPDH purificada 

foi encontrada ligando-se à fibronectina e a lâminina em um “westem blof' de 

ligação. Estas observações sugerem que a forma da GAPDH associada à parede 

celular em C. albicans estaria mediando a adesão das células fúngicas à fibronectina 

e a lâminina, contribuindo assim para ligação do microrganismo ao tecido hospedeiro 

propiciando a disseminação da infecção (GOZALBO et al., 1998). A adesão de C. 

albicans a tecidos hospedeiros parece ser um fator essencial para o estabelecimento 

da candidíase. A adesão pode envolver a ligação entre moléculas complementares 

tanto na superfície celular do hospedeiro como na superfície do patógeno. O 

estabelecimento de locais de metastases de infecção pelo corpo, na candidiase 

disseminada, provavelmente ocorre depois da aderência da levedura à membrana 

basal do endotélio e/ou à matriz extracelular sub-endotelial. A aderência aos 

componentes da matriz extracelular, desta forma, representa um passo crucial no 

desenvolvimento da candidíase. A habilidade de linhagens de C. albicans de 

ligarem-se a proteínas da matriz extracelular correlaciona-se à sua ordenação em 

uma classificação da sua patogenicidade, sugerindo que a aderência à componentes 

da matriz extracelular constitui um fator de virulência importante (CALDERONE & 

BRAUN, 1991;: CUTLER, 1991; KLOTZ, 1994). C. albicans é conhecida por ligar-se à 

diferentes proteínas da matriz extracelular tais como fibronectina, lâminina, entactina 

e colágeno e estas proteinas estão implicadas como possíveis moléculas alvo 

quando ocorre a disseminação do microrganismo (CALDERONE, 1993; CHAFFIN et 

al., 1997; FUKAZAWA et al., 1997; HOSTETTER, 1994; KLOTZ, 1994; PENDRAK et 

al, 1995). Embora um numero consideravel de moléculas, com caracteristicas 

semelhantes a de receptor, implicadas na ligagéo a fibronectina e à laminina tenham 

sido descritas para C. albicans (BOUCHARA et al., 1990; GAUR et al., 1997; KLOTZ 

et al., 1994 e 1993; LOPEZ-RIBOT et al., 1994; NEGRE et al., 1994; SANTONI et al., 

1994 e 1995), os mecanismos moleculares envolvidos nesta interação de adesao 

permanecem indefinidos. A compreensao dos mecanismos mediando a aderéncia de 

C. albicans a matriz extracelular ou a células hospedeiras pode levar ao 

desenvolvimento de agentes antiftingicos cujo mecanismo de ação seria de 

competição com ligantes endégenos para a ligação a receptores do patégeno ou 

adesinas. Estes inibidores poderiam prevenir a ades&o aos tecidos do hospedeiro e 

desta forma prevenir infecgdes invasivas. O “screening” da biblioteca de cDNA para
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sequências que codificam proteinas imunogênicas, a partir do uso de soro coletado 

de pacientes com alta quantidade de anticorpos anti-C. albicans, foi feito para a 

identificacdo de antigenos potencialmente úteis para o diagnéstico de candidiase ou 

que desempenhassem alguma função no processo de infecgdo. Usando esta 

abordagem, o gene completo, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, foi isolado e foi 

demonstrado que, além da sua localizagao citoplasmatica, uma forma imunogénica e 

enzimaticamente ativa, da enzima glicolitica, associada a parede celular foi 

encontrada na superficie celular de C.albicans (GIL-NAVARRO et al., 1997). 

A enzima glicolitca GAPDH de S. cerevisiae, previamente descrita como 

restrita ao interior celular, esta presente também na parede celular (DELGADO et al., 

2001). A atividade da enzima, proporcionalmente ao numero celular e ao tempo de 

incubação, foi detectada em células de levedura de linhagens selvagem intactas. 

Células intactas de levedura contendo mutações por insergdes em cada um dos trés 

genes estruturais TDH (tdh1, tdh2 e tdh3) e mutantes duplos (tdh1 tdh2 e tdh1 tdh3) 

também demonstram uma atividade de GAPDH associada a parede celular. A 

localizagdo de GAPDH na parede celular foi confirmada no tipo selvagem e nos 

mutantes tdh por imunofluorescéncia indireta e por analise de fluxo citométrico com 

a utilizagdo de um antisoro policlonal contra GAPDH de S. cerevisiae. Por 

microscopia imunoeletrénica, a proteina GAPDH foi detectada na superficie externa 

da parede celular de células do tipo selvagem assim como no citoplasma. Analises 

por “Western imunoblot” do extrato da parede celular e do citosol mostraram que os 

polipeptideos TDH2 e TDH3 estão presentes na parede celular, assim como no 

citosol de células em fase exponencial. TDH1 foi detectada apenas em células na 

fase estacionaria, da mesma forma no citosol e no extrato de parede celular. Os 

resultados deste trabalho incorporam GAPDH de S. cerevisiae, codificada por tdh1- 

3, em uma nova familia multifuncional de GAPDHs associadas a parede celular que 

retém seu dominio catalitico (DELGADO et al., 2001). 

A baixa-expressao (‘down-regulation”y do gene gpd poderia ter 

conseqiiéncias para o uso de sinais de expressdo de gpd dirigindo genes 

marcadores dominantes de seleção, tal como a higromicina fosfostranferase (PUNT 

et al., 1987). É freqlientemente observado que a higromicina inibe a esporulagao de 

transformantes em outros aspectos resistentes a droga. A esporulação é inibida em 

certas condições que permitem o desenvolvimento celular. Por exemplo limitações 

de nutrientes em auxotréficos (HORWITZ & GRESSEL, 1983; SERLUPI-
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CRESCENZI et al., 1983). Entretanto, experimentos preliminares indicaram que o 

promotor de gpd de A. nidulans confere altos niveis de mRNA do gene hph em 

conidiéforos enquanto os niveis de mRNA de gpd de Trichoderma diminuem 

acentuadamente. Assim, a baixa expressdo (‘down-regulation”) não imporia 

dificuldades em se usar o promotor de gpd para expressar genes heterélogos em 

conidiéforos e conidios, embora mais trabalhos sejam necessarios para esclarecer 

esta questao. 

1.2. Metarhizium anisopliae e o controle biolégico 

O controle biolégico é uma alternativa viavel para o combate de pragas e 

patégenos e vantajosa em relação ao controle quimico, especialmente quanto ao 

impacto ambiental, ao custo, à especificidade e ao desenvolvimento de resisténcia. 

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, seleção e caracterização de 

linhagens do ambiente, elucidagdo dos mecanismos de infecção e no 

desenvolvimento de formulagdes de biopesticidas. O maior entrave para a utilizagao 

de fungos no controle biolégico é o maior tempo necessario entre a aplicação e a 

morte dos hospedeiros, em comparação aos pesticidas quimicos. Portanto, um dos 

objetivos comuns é aumentar a velocidade de morte dos hospedeiros. O 

entendimento das caracteristicas basicas da relação entre o fungo e o hospedeiro 

tem permitido o conhecimento da natureza da sua patogenicidade, possibilitando a 

introdução de genes especificos, altamente expressos em condições de 

infectividade, visando acelerar o processo de infecção, diminuindo, assim, o tempo 

entre o inicio da infecgdo e a morte do hospedeiro (ST. LEGER et al., 1996). 

O fungo filamentoso entomopatégeno e acaricida Metarhizium anisopliae 

pertence a classe Moniliales, familia Moniliaceae e foi descrito pela primeira vez na 

literatura por METSCHNIKOFF, Russia 1879, parasitando larvas do besouro-do- 

grao-do-trigo (Anisopliae austriaca; ALVES, 1998). TULLOCH (1976) revisou a 

taxonomia do género Metarhizium e manteve duas espécies: Metarhizium flavoride e 

Metarhizium anisopliae; a Gltima apresentando duas variedades, a anisopliae minus 

e a anisopliae majus. DRIVER et al. (2000) reconheceram trés espécies para
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Metarhizium: Metarhizium anisopliae, variedades anisopliae, majus, lepidotum e 

acridum; Metarhizium flavoridae, variedades flavoride, minus, novazealandicum e 

pemphigum; e Metarhizium album. 

A espécie M. anisopliae apresenta micélio hialino e septado. Os conídeos são 

geralmente uninucleados e cilíndricos. São conhecidas duas formas de reprodução: 

a reprodução assexual, responsável pelo crescimento vegetativo do fungo e a 

reprodução parassexual, que envolve os fenômenos de heterocariose e de 

recombinação mitótica. 

M. anisopliae infecta mais de 300 espécies de insetos. Alguns de seus 

hospedeiros são pragas da agricultura, como a cigarrinha da cana-de-açúcar 

(Mahanarva posticata), a cigarrinha-das-pastagens (Deois sp e Zulia sp), a lagarta- 

da-soja (Anticarsia gemmatalis), a formiga saúva (Atta sexdens), os térmitas 

subterrâneos (Isoptera rhinotermitidae), entre outros. Sua patogenicidade tem sido 

demonstrada ainda para alguns vetores de doengas humanas (SILVA & MESSIAS, 

1986; SHERLOCK & GUITON, 1992) e para carrapatos de diferentes géneros e 

espécies (KAAYA et al., 1996; ZHIOUA et al. 1997, CORREIA et al., 1998; FRAZON 

et al., 2000). Varios fatores tém sido apontados como possiveis determinantes da 

patogenicidade, entre os quais, a produção de toxinas e a produção e secregao de 

enzimas hidroliticas, como proteases, quitinases e lipases (CLARKSON & 

CHARNLEY, 1996). Alguns autores sugerem ainda que a expressão diferenciada 

das superoxido-dismutases (SODs), enzimas que atuam como um sistema de 

defesa contra radicais livres de oxigénio (SCHRANK et al., 1993; BITTENCOURT, 

1998), e a presenga de micovirus com genoma de dsRNA (BOGO et al. 1996) 

influenciam a patogenicidade de M. anisopliae. São necessarias, entretanto, 

confirmagdes experimentais para estas observagoes. 

Por ser considerado um dos agentes mais promissores no controle de pragas 

M. anisopliae tem sido um dos modelos mais estudados em relação ao isolamento e 

a seleção de linhagens no ambiente, ao isolamento de mutantes com caracteristicas 

importantes para o controle biolégico, ao estudo dos mecanismos de infecção, ao 

desenvolvimento de metodologias de biologia molecular e a estudos alternativos 

para a produção, a manutenção da viabilidade e a formulação de biopesticidas. 

M. anisopliae infecta seus hospedeiros em fases sucessivas de germinagao, 

diferenciação, penetragéo, colonizagéo, reprodução e disseminação (SCHRANK et 

al., 1993; ALVES, 1998). O processo é iniciado pela germinagéo dos esporos sobre
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a cuticula do inseto, mas este processo pode ser inibido por altas temperaturas, que 

impedem o desenvolvimento do fungo e até mesmo, pode causar a sua morte. Na 

superficie do esporo, ainda não germinado, foi detectada a presenca de enzimas 

(proteases, estearases, e N-acetilglicosidases) que tém efeito na adesão, na 

aquisição preliminar de nutrientes e que também causam modificagdes superficiais 

nas camadas mais externas da cuticula do hospedeiro (ST. LEGER et al., 1990). O 

esporo germina e o tubo germinativo se diferencia por dilatação da extremidade das 

hifas para a formação do apressorio, uma estrutura especializada de penetragao, 

que também estabelece a relação nutricional como o hospedeiro, estimulada pelo 

contato fisico com a cuticula do hospedeiro (ST. LEGER et a/., 1991, 1989) .Esse 

estimulo também é sensivel a alteragdes da superficie, indicando um possivel 

mecanismo pelo qual o patégeno reconhece seu hospedeiro (ST. LEGER et al., 

1990). 

Após a formagdo do apressorio, ocorre o desenvolvimento de estruturas 

denominadas grampos de penetração, que são caracterizadas por uma alteração na 

parede celular da parte do apressério que está em contato com o hospedeiro, sendo 

mais fina e saliente (ST. LEGER et a/., 1991). Evidéncias obtidas por microscopia 

eletrénica e histoquimica sugerem que a etapa de penetragdo ocorre por uma 

combinação de degradagdo enzimatica e pressão mecanica (ST. LEGER et al 

1988). Depressdes rasas observadas, algumas vezes, no ponto de penetragdo, 

indicando a pressao fisica e zonas de lesão tecidual, indicando digestao enzimatica 

da cuticula, também evidenciam esta combinacdo (BIDOCHKA et al., 1997). Nesse 

processo são produzidas algumas enzimas como proteases, quitinases e lipases 

(KUCERA, 1980; ST. LEGER et al., 1986, 1988, 1991; PINTO et al., 1996; ALVES, 

1998). Após o processo de penetracdo, o fungo inicia a etapa de colonizagéo do 

hospedeiro. As hifas sofrem um engrossamento e se ramificam inicialmente no 

tegumento e posteriormente na cavidade geral do corpo, liberando toxinas e 

ocasionando a morte do hospedeiro devido à produção de metabdlitos secundarios 

denominados destruxinas, que afetam os canais de transporte de ions, envolvidos 

na resposta muscular e na integridade da membrana celular. O hospedeiro exibe 

varios sintomas, incluindo inquietacdo, perda de coordenação e parada da ingestao 

de alimento. A destruxina é uma toxina ciclodepsipetidica com varias atividades 

inseticidas, cuja produgdo foi detectada em certas linhagens de Metarhizium, 

podendo ser importante na determinação da viruléncia e da especificidade do fungo
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pelo hospedeiro. Foram detectadas quantidades diferentes de destruxinas A, B e E 

em diferentes linhagens de Metarhizium, sendo a destruxina A predominante. 

Linhagens muito virulentas produzem grandes quantidades de destruxinas, mas 

linhagens que produzem pouca toxina são também virulentas, sugerindo que as 

destruxinas não os unicos determinantes da patogenicidade (AMIRI, 2000). Estudos 

da toxidade e da patogenicidade das destruxinas de M. anisopliae não mostram 

efeito toxico em testes com mamiferos. Estes dados sustentam a idéia da 

especificidade da toxina ao hospedeiro. 

Após a morte do hospedeiro, que ocorre de quatro a cinco dias após a 

infecção, as hifas se desenvolvem invadindo os diversos órgãos internos. Apés o 

esgotamento dos nutrientes, as hifas se estendem para fora do corpo do hospedeiro, 

formando um micélio que recobre a superficie do tegumento, resultando no que se 

chama de “mumificagdo”. O tempo de colonização pode variar de 76 a. 120 horas, 

dependo do hospedeiro e das condigdes ambientais. Em condigées ambientais 

apropriadas, ocorre a produção de esporos que poderdo ser disseminados para 

infecção de outros individuos. A grande variabilidade genética que apresenta esta 

espécie de fungo resulta no aparecimento de muitas linhagens com diferentes graus 

de viruléncia, especificidade, produção de conidios e resisténcia a luz ultra-violeta 

(ALVES, 1998). A entomopatogenicidade de M. anisopliae é dependente de um 

relacionamento complexo entre a capacidade do fungo para germinar e penetrar na 

cuticula e a capacidade do hospedeiro em evitar o desenvolvimento do fungo. 

O fungo filamentoso entomopatégeno e acaricida, Metarhizium anisopliae, 

possui grande potencial como agente de controle biolégico, sendo utilizado para o 

controle de pragas da agricultura, da pecuaria e mais recentemente de insetos do 

ambiente doméstico, possibilitando assim uma alternativa aos pesticidas quimicos 

com uma série de vantagens. 

1.3. RDA (Analise de Diferenca Representacional) 

Pelo fato do isolamento da sequéncia parcial do gene gpd de Metarhizium 

anisopliae, utilizada no presente trabalho, ter sido obtida através da técnica de RDA 

desenvolvida previamente no laboratério de Biologia Molecular de Fungos 

Filamentosos do Departamento de Biologia Molecular e Biotecnologia da UFRGS 

(DUTRA et al., dados não publicados), observo aqui a importancia de abranger o
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assunto, assim como de reservar um espaco para a descricdo mais detida da 

metodologia em Matérias e Métodos, com a finalidade de alcangar um maior 

esclarecimento do funcionamento e do potencial da técnica. 

Nos anos mais recentes varias técnicas tém sido desenvolvidas para estudar 

as diferencas de expressdo génica em organismos e na identificagdo de genes 

envolvidos nesses processos (WADA et al., 1997). Essas metodologias são 

importantes na detecgdo de alterações na expressão do mRNA por enriquecimento 

seletivo sem no entanto, ser necessario conhecimento prévio das seqiliéncias 

especificas dos genes em questdo, o que permite a descoberta de novos genes. A 

determinação das diferencas existentes entre grupos estreitamente relacionados 

contribui para o entendimento da complexidade dos eventos metabdlicos e 

bioquimicos (HUBANK & SCHATZ, 1994). Os métodos mais utilizados para clonar 

genes diferentemente expressos foram desenvolvidos para amplificar e isolar 

seqiiéncias de ácidos nucléicos presentes em uma amostra e ausentes ou 

expressas em menor quantidade em outra. A metodologia de RDA (Reprentacional 

Difference Analysis) foi originalmente desenvolvida para a andlise de diferencas 

entre DNAs gendmicos de organismos estreitamente relacionados (LISITSYN et al., 

1993) e mais tarde, adaptada para a andlise de diferencas na expressao em 

populagdes de mRNA. (HUBANK & SCHATZ, 1994). Atuaimente, a metodologia de 

RDA tem sido utilizada principalmente para a identificação de fatores de viruléncia 

determinantes no entendimento da patogénese de microrganismos. Consiste em 

sucessivas etapas de hibridizagdo subtrativa aplicadas a duas populagdes de 

mRNAs, seguidas de amplificagdo por PCR, proporcionando o enriquecimento das 

espécies de mRNA com expressão diferencial e ao mesmo tempo removendo 

aquelas espécies comuns as duas situagdes (mais detalhes no item 2.7.6 de 

Material e Métodos). Apés o procedimento completo do RDA os produtos de 

expressao diferencial são resgatados (LUKYANOV et al., 1997). Segundo 

PASTORIAN et al., (2000) esta técnica é bastante flexivel, pois, as populagdes de 

cDNA podem ser fracionadas por enzimas de restrição, com sequéncias de 

reconhecimento curtas (quatro bases), para produzir sub-clones únicos de cDNA, 

aumentando a chance de clonagem das espécies com expressao diferencial. Além 

disso, estes autores demonstram que aquelas espécies de mRNA que sao 

reprimidas na situagdo tratada também podem ser identificadas. Portanto esta
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metodologia permite isolar e caracterizar um conjunto de genes com expressao 

aumentada ou diminuida durante um determinado processo. 

1.4. Objetivos 

O objetivo deste trabalho é o isolamento e a caracterizagdo do gene gpd, que 

codifica para a enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, do fungo Metarhizium 

anisopliae. Este trabalho além de fornecer caracteristicas do gene em si nos 

fornecera uma regido promotora com grande potencial para a construção de vetores 

de expressdo no fungo Metarhizium, como ja descrito em trabalhos com outros 

fungos filamentosos relacionados, possibilitando assim uma ferramenta valiosa para 

trabalhos futuros de regulagdo da expressdo génica no fungo e de teste da 

funcionalidade de genes isolados no processo de infecção de hospedeiros.
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2. MATERIAIS E METODOS 

2.1 Organismos e Vetores 

2.1.1 Linhagem de Metarhizium anisopliae 

A linhagem do fungo Metarhizium anisopliae Es, re-isolada de Deois 

flavopicta, oriunda do Estado do Espirito Santo foi utilizada nos experimentos. 

2.1.2 Cepas bacterianas 

Nos procedimentos de clonagem de fragmentos de DNA inseridos em vetores 

plasmidiais a cepa “hospedeira” XL1-Blue da bactéria Escherichia coli, que possui 

resisténcia ao antibidtico tetraciclina, foi utilizada. 

Para o procedimento de infecção e amplificagdo de particulas virais a cepa 

LE392 de E. coli foi utilizada, também com resisténcia a tetraciclina. 

Cepa Genotipo relevante Referéncia 

supE44 hsdR17 recA1 endA1 gyrA46 thi relA1 
XL1-Blue SAMBROOK et al., 2001 

lac' F'[proAB* lacl® lacZ AM15 Tn10 (tet) 

supE44 supF58 hsdR514 galK2 galT22 metB1 
LE392 SAMBROOK et al., 2001 

trpR55 lacY1 A(lac-proAB) 

2.1.3 Vetores 

O vetor plasmidial pUC18, que confere resisténcia a ampicilina e possui 

marca de seleção baseada no operon /acZ de E. coli foi utilizado para as clonagens 

de DNA, o mapa do plasmidio pode ser visto na Figura 2.1. 

O vetor comercial de alta capacidade da biblioteca genémica de Metarhizium, 

LambdaGEM®-11 da Promega, foi utilizado; assim como o vetor Agt22A (Gibco BRL 

Life technologies) da biblioteca de cDNA. 

2.2 Meios de cultura 

A quantidade dos reagentes utilizados para a preparagéo dos meios de cultivo 

relacionados a seguir esta descrita em gramas por litro. Os meios foram esterilizados 
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por autoclavagem. Para os meios sélidos 2%, do volume final, de ágar foi adicionado 

a cada preparagao. 

Apa LI (178) 

Hin dill (400) 
Pstl (416) 

BamHI (430) 
Ava | (435) 
Xma | (435) 
Smal (437) 
EcoRI (451) 

Apa LI (2367) 

APT 

Apall (1121) 

Figura 2.1. Mapa fisico do vetor plasmidial pUC18. Os sitios de reconhecimento 
de algumas enzimas de restricdo estdo apontados. Os números entre 
parénteses representam a posicdo em pb. As sequéncias codificantes 
estdo representadas por setas, cinza claro e escuro. (ORI) representa a 
origem de replicação. (AP) resisténcia à ampicilina. (lacZ) operon lac. 

2.2.1 Meio de Cove Completo (MCc) 

NaNO; 6g 
Glicose 10g 

Peptona 29 

Casaminoácidos 1,59 

Extrato de Levedura 0,5g 

O pH do meio pronto é ajustado para 6,5; e, apés a autoclavagem, antes da 

inoculagéo, solugdo de sais e elementos tragos devem ser adicionados a uma 

concentragéo de 2% e 0,04%, respectivamente, para desenvolvimento ótimo do 

fungo no meio de cultivo. A descri¢do da solugdo de sais e dos elementos tragos 

segue abaixo:



Solução de sais: 

KCl 

MgS0.4.7 HO 

KH2PO4 

Elementos Tracos: 

NazB407.10 H,0 

CuS04.5 H,0 

FeSO,4 

MgSO,.2 H.0 

ZnS04.7 HO 

2.2.2 Meio Luria-Bertani (LB) 

Peptona bacteriologia 

Extrato de Levedura 

NaCl 

269 

269 

769g 

0,04g 

0,4g 

0,01g 

0,89 

0,89 

10g 

59 
10g 
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O pH foi ajustado para 7,5. Para o preparo do meio LB Top ágar uma 

concentração menor de ágar foi acrescentada, 0,7%, e no momento do uso apenas, 

após o aquecimento e liquefação do meio, 0,2% de maltose e 10mM de MgSO. 

foram acrescentados para o desenvolvimento ótimo do fago. 

2.2.3 Meio SOC 

Triptona 

Extrato de Levedura 

NaCl 

209g 

59 

0,59 

Adicionar 10mL de cloreto de potassio 250mM; ajustar o pH do meio para 7,0 

com hidréxido de sódio 5N (~0,2mL). Ajustar o volume para 1L e esterilizar por 

autoclave. Adicionar apenas antes do uso, 5mL de solução de cloreto de magnésio 

2M e 20mL de solugdo de glicose 1M esterilizada por filtragem em membrana de 

0,22 um.
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2.3 Antibidticos 

Ampicilina e tetraciclina, concentragbes de estoque e solvente utilizado. 

Ambos esterilizados por filtragdo com membrana de 0,22 um. 

2.4 Enzimas 

A utilizagdo (concentracdo de estoque e concentragdo de uso) de todas 

enzimas foi feita segundo SAMBROOK et al., 2001 e segundo determinagdes do 

fornecedor. Endonucleases de restricdo, RNase/DNase, DNA-polimerases 

termoestaveis de alta fidelidade (Platinum® Tag DNA-polimerase Hi-Fi e DNA- 

polimerase pfx) e enzimas de modificação foram todas obtidas de fontes comerciais 

(Amersham Pharmacia Biotech, Invitrogen life technologies, USB) sendo que 

algumas endonucleases de restricdo, como EcoRI e Pstl por exemplo, e Tag DNA 

polimerase (baixa fidelidade) foram fornecidas pelo CenBiot (Centro de Biotecnologia 

do Estado do Rio Grande do Sul). 

2.5 Solugdes e tampões 

Solugdes e tampões, excetuando-se os fornecidos por “kits” comerciais foram 

preparadas segundo SAMBROOK et al., 2001. 

2.5.1 Solventes 

Fenol e cloroférmio: para procedimento de extração de DNA genémico fenol 

ácido foi utilizado, sendo para isso, apenas hidratado. Para extracdo de RNA do 

fungo o fenol hidratado foi tamponado com tris-HCI pH 8. Nas solugdes de fenol e 

cloroférmio partes iguais de ambos foram misturadas. 

2.5.2 Tampão de amostra para acidos nucleicos 

0,25% de azul de bromofenol, 0,25% xileno cianol FF e 15% de ficoll em 

agua. 

2.5.3 TAE 

Tris-acetato 40mM e EDTA 1mM pH 8,0.
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2.5.4 TEB (tris-borato) 10X 

Para preparagéo de 1L foram adicionados 108g de tris base, 55g ácido bérico, 

40mL de EDTA 0,5M (pH8,0) e agua em quantidade suficiente para 1L. 

2.5.5 SSC 20X 

Concentragéo final de 3M de cloreto de sódio e 0,3M de citrato de sédio. Para 

preparag@o de 1L 175,3g de cloreto de sódio e 88,2g de citrato de sódio foram 

utilizados em 1L. O pH foi ajustado para 7,0 com ácido cloridrico concentrado. 

2.5.6 Soluções e tampões utilizados em PCR 

Cloreto de magnésio: solução fornecida juntamente com a sua respectiva 

enzima DNA-polimerase. Concentragdo de estoque de 50mM e de uso de 1,5mM. 

Da mesma forma o tamp&o 10X especifico para enzima foi fornecido. 

dNTP: solução dos desoxirribonucleotideos em uma concentragao estoque de 

2,5mM e concentragdo de uso variando de 200pM à 1mM em decorréncia do 

tamanho de amplificagéo. 

Oligonucleotideos: Oligonucleotideos inversos foram desenhados a partir do 

fragmento do gene gpd e sintetizados pela Invitrogen life technologies, com os 

seguintes conteúdos S'CTCTGCTCCCTCTGCCGAT3S' e 

5GGCTGTCGGCAAGGTCATC3' para MAGPDH1 e MAGPDH2, respectivamente. 

Os Oligonucleotideos foram utilizados em concentragdes de estoque de 1mM e 

20pM e em concentragao de uso de 1uM. 

2.6 Géis de agarose 

Andlises de DNA por migração elétroforetica foram feitas em gel de agarose 

com brometo de etideo e visualizadas por radiação ultravioleta, sendo a agarose 

fundida em TAE 1X e submetida a eletroforese no tampao TAE 1X na voltagem de 

100 volts por um tempo especifico para procedimento. Na grande maioria dos 

experimentos a concentragdo utilizada nos géis foi de 1%. Nos experimentos de 

“Northem blot” os géis de agarose foram utilizados com formaldeido. 

2.7 Procedimentos Experimentais 

A grande maioria dos procedimentos experimentais foram feitos segundo 

SAMBROOK et al., 2001 e especificagdes de “kits” comerciais.
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2.7.1 Cultivo e manutenção dos microrganismos 

2.7.1.1 Metarhizium anisopliae 

Para preparação da suspensão de esporos de M. anisopliae, a linhagem EgS+ 

(2.1.1) foi cultivada em Meio de Cove Compieto sólido (2.2.1), repicada a partir de 

colônias estoque do fungo, por aproximadamente sete dias à 28ºC. Os esporos 

foram ressuspensos em solução estéril de tween 80 0,1%, com auxílio de aiça de 

Drigalski, centrifugados a 5000rpm por 7 minutos e lavados duas vezes com água 

destilada, sendo sempre centrifugados entre cada lavagem. Após centrifugação os 

esporos foram ressuspendidos em água estéril para um concentração de 

aproximadamente 10º a 10º esporos por mL (a contagem foi feita com auxílio de 

uma câmara de Neubauer), e testados quanto a sua contaminação em LB (2.2.2) e 

em MCc (2.2.1). 

2.7.1.2 Cepas bacterianas 

A cepa LE392, utilizada nas infecções com bacteriófagos, foi mantida em 

placa estoque e cultivada apenas no dia anterior à sua utilização em 50mL do meio 

LB (2.2.2) suplementado com 0,2% de maltose. Cada preparação de 50mL rendia 

em média 5mL à 7mL de suspensão de células com uma concentração de 

aproximadamente 3-6x10º* células por mL. 

A cepa XL1-Blue, utilizada nos procedimentos de transformação bacteriana 

por eletroporação, foi mantida em placa estoque e cultivada em pré-inóculo de 12mL 

do meio LB líquido com tetraciclina (2.3) para o preparo.de células 

eletrocompetentes. 5mL do pré-inóculo foi adicionado à 500mL de LB líquido e 

mantido em desenvolvimento por aproximadamente 3 horas, aferindo-se a 

densidade ótica em espectrofotômetro, no comprimento de onda de 600 

nanômetros, a cada 30 minutos até a obtenção de uma concentração de 3-6x10º 

células por mL. Após o desenvolvimento, as células foram incubadas em gelo por 15 

a 30 minutos e experimentaram dois ciclos de centrifugação, a 5000rpm por 15 

minutos, e lavagem com água MiliQ. O “pellef' resultante foi ressupendido em 10ml! 

de glicerol 10%, centrifugado sob a mesma rotação e tempo, e finalmente 

ressuspendido em um volume de glicerol 10%, suficiente para manter a 

concentração das células em aproximadamente 3x10*º células/mL, cerca de 2mL de 

glicerol 10% apenas. Este volume foi distribuido em aliquotas de 50uL, subitamente 

congelado em nitrogénio liquido e armazenado a —80°C.
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2.7.2 Transformação bacteriana por eletroporagao 

A construgdo pUC18/seqiiéncia de interesse a ser inserida para amplificação 

na bactéria hospedeira XL1-Blue, era misturada a uma aliquota de células 

eletrocompetentes, preferencialmente mantendo uma baixa concentracédo de DNA e 

sais. Plasmideo vetor e células foram, entdo, transferidos para cubeta de 

eletroporação e submetidos a pulsos de corrente elétrica com parametros de 2,5mV 

e 125Q. Rapidamente após os pulsos, as células são transferidas para meio SOC 

(2.2.3) de regeneração por 1 hora à 37°C, e são plagueadas em meio LB sólido 

(2.2.2) com ampicilina, IPTG e X-gal para seleção das colônias recombinantes. 

2.7.3 Manipulacao de DNA e RNA 

2.7.3.1 Extração de DNA plasmidial bacteriano em pequena escala 

As purificagées de DNA plasmidial bacteriano foram todas feitas segundo 

protocolo de SAMBROOK et al., 2001 para pequena escala. 

2.7.3.2 Extração de DNA de Metarhizium anisopliae 

Aproximadamente 1-5x10° esporos/mL do fungo foram inoculados em até 

300mL de meio de cultivo liquido MCc (2.2.1). O micélio foi coletado por filtragem a 

vacuo, secado e macerado em nitrogénio liquido até a condigdo de pó. 

Aproximadamente 1g de micélio foi adicionada a um cada tubo eppendorf 

previamente preenchido com 0,2mL de tampão de lise (0,2M tris-HCI pH7,5 / 0,5M 

de NaCl / 0,01M EDTA / 1% de SDS) e 0,2 mL de fenol:cloroférmio (1:1 v/v). A 

mistura foi fortemente agitada por 5 minutos e centrifugada a 14000rpm por 10 

minutos para separação das fases. A fase aquosa foi removida para tubo novo e re- 

extraida com 0,3mL de fenol:cloroférmio (1:1). A mistura foi novamente centrifugada 

por 5 minutos à 14000rpm e a fase aquosa foi removida para um tubo novo. dois 

volumes de etanol absoluto foram adicionados a fase e o tubo foi mantido à —20°C 

por 30 minutos. Os &cidos nucléicos foram “pelletados” por 10 minutos de 

centrifugagéo a 14000rpm, lavados com etanol 70% e deixados secar a temperatura 

ambiente. O “pellet’ de DNA pode entdo ser ressuspendido em 0,1mL de agua 

destilada estéril ou agua miliQ.
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2.7.3.3 Extração de RNA de Metarhizium anisopliae 

Aproximadamente 1-5x10° esporos/mL do fungo foram inoculados em até 

300mL do meio de cultivo de interesse. O micélio foi pulverizado em nitrogénio 

liquido e transferido rapidamente para eppendorf previamente preenchido com 

0,75mL de tampão de lise (0,6M NaCl / 10mM EDTA / 100mM tris-HCI pH8,0 / 4% 

SDS) e 0,3mL de fenol pH 8,0. A mistura então é agitada levemente por 15-20 

minutos e centrifugada por 10 minutos a 10000rpm. A fase aquosa é transferida para 

um tubo novo e a ela são adicionados 1/2 volume de fenol e 1/2 volume de 

cloroférmio, a mistura é centrifugada 10 minutos por 10000rpm. A fase aquosa é 

novamente transferida e a ela são adicionados 0,75 volume de cloreto de litio, o tubo 

é armazenado a 4°C “ovemnight’. Após, agita-se brevemente e centrifuga-se 10 

minutos por 10000rpm. O “pellet’ resultante é ressuspendido em 0,3mL de agua 

DEPC estéril, 0,03mL de acetato de sédio 3M pH5,2 e 0,75mL de etanol absoluto e 

então precipitado por 2 horas à —20°C ou durante 30 minutos à —70°C. A mistura é 

centrifugada por 10 minutos & 10000rpm e o “pellet” resultante é lavado com etanol 

70%, deixado secar a temperatura ambiente e ressuspendido em 30uL de água 

DEPC. (SOKOLOVSKY et al., 1990) 

2.7.4 Reações de digestao de DNA 

Todas reações de digestdo de acidos nucléicos foram feitas utilizando-se 1 

unidade de enzima para digerir 1ug de DNA em 1 hora a temperatura especifica de 

cada enzima e com o respectivo tampão comercial de cada enzima. As clivagens 

duplas (utilizando-se duas enzimas diferentes), quando a incompatibilidade de 

tampões era inevitavel, foram feitas utilizando-se inicialmente o tampao de maior 

forga iônica e procedendo com sua diluição até a concentragao de sal desejada. 

2.7.5 Clonagem de fragmentos de DNA 

Todas reações de ligação foram feitas utilizando-se a enzima de modificação 

T4 DNA ligase e seu respectivo tampão, na presenga de ATP, segundo SAMBROOK 

et al., 2001. O vetor de clonagem pUC18 quando preparado para receber um inserto 

era digerido com a endonuclease de restrigdo apropriada e desfosforilado com a 

enzima de modificagdo Shrimp fosfatase alcalina. A fim de verificar a eficiéncia das 

reações (de digestdo e de desfoforilagao) o vetor apenas digerido era eletroporado,



o vetor digerido e re-ligado era eletroporado, assim como o vetor digerido e 

desfosforilado e apenas o vetor integro eram eletroporados; a análise foi feita 

levando-se em consideração o nimero relativo de col6nias azuis (em LB sélido com 

X-gal, IPTG e ampiciina) e a quantidade absoluta de DNA utilizado nas 

eletroporacgdes, que preferencialmente era normalizado. Nas reações de ligação 

utilizando-se extremidades “blunt’, o fragmento de DNA a ser inserido no vetor era 

submetido a um tratamento inicial com a enzima de modificagdo Klenow, para 

preenchimento das extremidades, e posterior tratamento com a enzima T4 

polinucleotideo quinase, para fosforilagdo das extremidades. Procedimentos 

adicionais citados segundo SAMBROOK et al., 2001. 

2.7.6 RDA (Random Differential Amplification) 

Os procedimentos utilizados na técnica de RDA foram baseados no protocolo 

previamente descrito por PASTORIAN & CRAIG, 2000 e modificados por DUTRA 

(dados n&o publicados). O principio basico da técnica é gerar duas “populacées” de 

cDNAs derivadas de RNA isolado de diferentes estados celulares ou condigdes de 

cultivo e, amplificar seletivamente apenas aqueles cDNAs presentes em uma 

“população” e ausentes em outra; no caso do RDA aplicado ao fungo Metarhizium 

anisopliae as condições de cultivo foram em um meio contendo glicose como fonte 

única de carbono (denominado “driver”, ver a seguir) e um meio contendo cuticula do 

carrapato Boophilus microplus (modelo de infecção utilizado) como fonte única de 

carbono (denominado “tester’). Uma vez que ha interesse nas proteinas envolvidas 

no processo de infecgdo, as atengbes se voltaram para os genes expressos 

diferencialmente durante a degradação da cuticula. Segue abaixo um panorama do 

protocolo para melhor entendimento da técnica. 

Uma vez isolado o RNA total nas diferentes condições, o mRNA é submetido 

à transcricdo reversa e sintese da segunda fita de DNA utilizando-se de uma 

trancriptase reversa (MMLV, AMV, etc). Hibridizagbes eficientes e subseqientes 

amplificagdes por PCRs dos cDNAs não podem ser feitas utilizando-se o cDNA 

originaimente sintetizado em toda sua extensão, a “populagdo” de cDNA deve 

primeiro ser digerida com uma endonuclease de ‘restricdo com sitio curto de 

reconhecimento, como Sau3Al, produzindo assim um conjunto de fragmentos de 

cDNA, os quais devem possuir sitios de restrição iguais em ambas extremidades do 

fragmento e devem possuir um tamanho 6timo de 200 à 1000pb, assegurando assim
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uma amplificação eficiente por PCR. Os produtos resultantes da digestão são então 

purificados utilizando-se “kit' GFX (Amershan Pharmacia Biotech). 

Para tornar os fragmentos de cDNA amplificaveis por PCR e assim gerar uma 

quantidade apropriada de material inicial, adaptadores devem ser ligados a cada 

uma de suas extremidades. Uma combinação de adaptadores, consistindo de um 

oligonucleotideo de 24 bases proprio para PCR e um outro menor de 12 bases 

complementar ao oligonucleotideo maior (24 bases) e ao sitio de restricdo das 

extremidades dos fragmentos de cDNA, foram utilizados. O anelamento cria uma 

“ponte” temporaria formada pelo oligonucleotideo de 12 bases que posiciona o 

oligonucleotideo de 24 bases em orientacdo adjacente ao fragmento de cDNA 

digerido, permitindo assim a ligação direta do oligonucleotideo de 24 bases a 

extremidade 5' do cDNA. Depois da ligagéo pronta o conjunto é submetido a ação 

da enzima Tag polimerase para preenchimento da “lacuna” deixada pela diferenca 

de tamanho dos oligonucleotideos (12 e 24 bases) ligados ao cDNA. Este 

procedimento gera os oligonucleotideo dupla-fita com seqiiéncias conhecidas 

necessarios para amplificagdo exponencial por PCR, que irá originar material em 

quantidade apropriada para a técnica. Esse procedimento foi feito para as duas 

“populagdes” de mRNA anteriormente descritas, gerando os cDNA “driver” (fungo 

cultivado em meio com glicose) e cDNA “tester” (fungo cultivado em meio com 

cuticula do carrapato). O “driver” é o fator de eliminação dos produtos expressos 

comuns a ambas “populacdes” de cDNA, e é sempre utilizado em uma proporgéo 

maior que a de “tester” nos processos de hibridizagao subtrativa. 

Os produtos finais do PCR inicial, tanto o cDNA “driver” como o cDNA “fester”, 

são digeridos com a mesma endonuclease de restricdo, o exemplo dado 

anteriormente foi para Sau3Al, para liberagao dos adaptadores iniciais. Os produtos 

são então purificados e apenas a “população tester” é ligada a um novo conjunto de 

adaptadores de 24 e 12 bases, que. dessa forma estardo prontos para o primeiro 

“round” de hibridizagdo subtratitva (ver a seguir), procedendo-se da mesma forma 

(troca por novos adaptadores sem homologia aos anteriores) para cada “round” 

sucessivo de hibridizaggdo. O uso de oligonucleotideos únicos sem homologia aos 

originais (anteriores) para cada ‘round” da técnica de RDA assegura que a 

amplificagdo dos cDNAs sera o resultado de novos oligonucleotideos ligados e não 

de oligonucleotideos originais não digeridos que possam ter sido carregados de um 

“round” anterior.
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No processo de hibridizagdo subtrativa uma mistura composta de cDNA 

“driver' e cDNA “tester’, em uma razao inicial de “driver’:"tester’ de 10:1, compde o 

primeiro “round” da hibridizagdo, onde trés possibilidades de hibridizacdo serão 

possiveis: “driver-driver’, hibrido “driver-tester’ e os produtos diferencialmente 

expressos “tester-tester’. É importante lembrar que a “população driver’” compõem 

aqueles elementos expressos na condição de fonte basal de glicose (no experimento 

com M. anisopliae) e por isso constituem o fator de subtracdo dos produtos 

expressos em ambas “populacdes”, que serdo representados pelos produtos “driver- 

tester’. A maioria dos fragmentos de cDNAs oriundos dos mRNAs comuns as duas 

populagdes de cDNAs rapidamente formam o hibrido “driver-tester” devido ao 

excesso de cDNA “driver’ presente na reagdo. Os cDNAs diferencialmente 

expressos que estdo presentes na “população testef' e ausentes (ou presentes em 

uma quantidade muito menor) na “população driver” requerem um periodo de tempo 

significativamente maior para hibridizarem-se completamente e formarem os 

produtos “tester-tester”. 

Após o passo de hibridizagdo os adaptadores ligados unicamente a 

“populagéo tester’ constituem-se em um fator chave para o prosseguimento da 

técnica, pois é a partir deles que apenas os produtos diferencialmente expressos 

(‘tester’-tester”) serão amplificados por PCR, com o auxilio de oligonucleotideos 

complementares à eles, sendo exponencialmente selecionados dos restantes não 

diferenciais. O produto “fester-“tester” é o Unico com condições de amplificação 

exponencial, uma vez que apenas a “população fester' recebe, inicialmente, 

adaptadores, logo, produtos “driver-driver” e “driver-tester’ não são passiveis de 

amplificagdo exponencial. Com o término da PCR os produtos amplificados são 

purificados, clivados com Sau3Al e um novo conjunto de adaptadores (diferente do 

anterior) é ligado a eles, logo, um segundo “round” de hibridizagéo subtrativa pode 

ser iniciado, entretanto, deve-se proceder com um aumento da razão “driver:tester” 

para 100:1. Esse mesmo procedimento pode ser feito varias vezes, aumentando-se 

sempre a proporgdo de “driver’ em relação a de “tester’. Finalmente, os produtos 

diferencialmente expressos podem ser purificados e clonados em um vetor de 

clonagem, procedendo-se entdo com a andlise por sequênciamento dos produtos.
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2.7.7 Construção da biblioteca genémica 

A construção da biblioteca genémica de Metarhizium anisopliae foi feita com o 

“kit Genomic Cloning” (Promega Corporation) previamente ao desenvolvimento deste 

projeto, mas sera incluida aqui devido a sua importancia em relagéo a este trabalho. 

O vetor LambdaGEM® derivado do EMBL3, utilizado para construgao do banco, tem 

capacidade para insertos de até 14kb e possui varias vantagens sobre os vetores 

EMBL, como sitio múltiplo de clonagem; promotores dos bacteriéfagos T7 e SP6 em 

orientação opostas no vetor e sitios de restrição assimétricos para Sfil flanqueando a 

região promotora e de clonagem. Além disso, o “background” na produção de 

bacteriéfagos parentais é baixo devido a eliminagéo da religação dos “bragos” do 

lambda com sua seqiiéncia central por uma digestdo secundaria com a 

endonuclease EcoRI e remoção do pequeno fragmento BamHI-EcoRI, o que anula a 

homologia entre as extremidades da sequência central e dos “bragos”. 

Inicialmente o DNA genémico isolado é parcialmente digerido para redução 

do tamanho da seqiéncia com uma endonuclease de quatro bases de 

reconhecimento, como Sau3Al, e os fragmentos s@o entdo clonados no sitio de 

restrição da enzima compativel, BamHlI, no vetor. O vetor é previamente clivado com 

a endonuclease de restrição compativel que possibilitara a clonagem dos fragmentos 

de DNA genômico, criados pela restrição com Sau3Al, e desfosforilado antes da 

reação de ligagdo. 

Após a ligagao, o vetor com o inserto pode ser então empacotado utilizando- 

se do extrato de particulas virais Packagene® Extract e amplificado segundo 

SAMBROOK et al., 2001. 

2.7.8 Construção da biblioteca de DNA complementar (cDNA) 

A construgdo da biblioteca de cDNA foi feita segundo o “kif" SuperScript 

Lambda System for cDNA Synthesis and A Cloning da Gibco BRL life technologies, 

anteriormente a realizagdo deste trabalho, mas sera adicionado devido a sua 

importancia. Uma biblioteca de cDNA para ser considerada de boa qualidade deve 

ser suficientemente grande para conter, representativamente, todas sequéncias de 

interesse, algumas das quais podendo ser derivadas de mRNAs de baixa 

abundancia. Deve incluir um nimero minimo de clones que contenham pequenos 

insertos de cDNA (freqiientemente definidos como menor ou iguais à 500pb). E deve
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também ser composta de insertos de cDNA que sejam cópias inteiras dos mRNAs 

dos quais eles foram derivados. 

O passo inicial de extragdo do mRNA é critico para preparação do banco, pois 

a qualidade do mesmo dependera deste procedimento. Uma determinada condição 

deve ser escolhida para cultivo do microorganismo e extragdo do RNA. Para bons 

resultados o mRNA é purificado em colunas de oligo(dT) celulose, selecionando 

assim o RNA poliadenilado [poli(A)*]. Depois de isolado o mRNA procede-se com a 

sintese da primeira fita por reação de transcriptase reversa (RT) utilizando-se uma 

enzima propria (AMV, MMLV). A iniciação da primeira fita depende da hibridizacao 

do oligonucleotideo ao MRNA, normalmente na cauda de poli(A). 

A seqiiéncia primaria do mRNA é recriada como segunda fita de DNA usando 

a primeira fita de cDNA como molde. A sintese da primeira e da segunda fita são 

feitas no mesmo tubos, sem extrações intermediarias com solventes organicos ou 

precipitagdo com etanol. Os produtos serão cDNA com extremidades cegas. Para 

maximizar a eficiéncia de ligagdo ao vetor, adaptadores são adicionados ao cDNA 

que é também clivado com a endonuclease Notl. Após esse procedimento, o cDNA é 

fracionado por tamanho em coluna de cromatografia e estara pronto para ligação ao 

vetor. 

2.7.9 Preparo da sonda para procedimentos de hibridização 

O plasmideo pUC18 contendo o fragmento do gene gpd de M. anisopliae foi 

digerido com as endonucleases de restrição EcoRl e BamHl e submetido a 

eletreforese em gel de agarose 1%. O fragmento de aproximadamente 570pb foi 

excisado do gel e purificado pelo “kif' GFX (Amershan Pharmacia Biotech). O 

fragmento purificado foi utilizado entdo como sonda nos procedimentos de 

hibridizagdo, segundo protocolos dos “kits” de marcação enzimatica de DNA. Obs.: 

Todas purificagdes de DNA forma feitas com “kits” GFX e serdo remetidas para o 

tópico 2.7.9 no decorrer do trabalho. 

2.7.10 “Screening” de biblioteca genémica 

O procedimento de “screening” da biblioteca genémica foi feito segundo 

SAMBROOK et al., 2001 e a detecgdo segundo “kif' ECL direct nucleic acid labelling 

and detection systems (Amershan Pharmacia Biotech). A cepa bacteriana LE392 foi 

utilizada para infecção viral em uma proporção bactéria:fago de 1:1. Inicialmente se
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procedeu com a titulagdo do banco para aferição da melhor diluição a ser utilizada. 

Trés diluições 10, 10? e 10º foram testadas, onde a diluigdo de 10 se mostrou 

com um número 6timo de placas de lise para o “screening” (confluéncia das placas 

de lise). A representatividade dos genes foi estabelecida para 7 placas de Petry. 

Apés isolamento de algumas placas de lise, o “re-screenig” foi feito da mesma forma, 

porém com uma diluição maior do numero de particulas virais, evitando a 

confluéncia de placas de lise. 

2.7.11 Precipitagao de particulas virais com PEG e extração de DNA viral 

Todos procedimentos referentes a manipulagéo de bacteriéfagos foram feitos 

segundo SAMBROOK et al, 2001. Basicamente, após infeccao e lise pelos 

bacteriéfagos, se procede com a degradagdo inicial dos ácidos nucléicos 

bacterianos adicionando-se DNasel e RNase ao lisado. Após incubâção de 30 

minutos adiciona-se cloreto de sódio com a finalidade de dissociar as partículas 

virais do “debri” bacteriano, que é removido por centrifugação. Ao sobrenadante, 

PEG 8000 é adicionado para precipitação dos bacteriófagos. Após centrifugação, o 

“pellef' resultante é ressuspendido em um volume pequeno que experimenta limpeza 

com clorofórmio para remoção do PEG e as partículas podem ser rompidas por 

incubação a 65°C em solução de SDS 10% e EDTA 0,5M pH8,0. E, finalmente, o 

DNA viral é isolado por extração com fenol e clorofórmio e precipitado com etanol 

absoluto. 

2.7.12 “Southern blot” e “Northern blot” 

As técnicas de “southem blof' e “northem blof' foram feitas segundo 

SAMBROOK et al., 2001. Nos experimentos de “southem blof' a transferéncia dos 

acidos desoxirribonucléicos foi efetuada por capilaridade ou por utilização de aparato 

com bomba de vacuo, para membrana de nailon Hybond (Amershan Pharmacia 

Biotech); em todos experimentos o controle positivo consistiu do fragmento do gene 

gpd, utilizado como sonda, em uma diluição de 1:200. O DNA utilizado nas 

hibridizagées foi previamente digerido com as enzimas de restrição apropriadas 

(2.7.4), seja DNA genémico de M. anisopliae ou' clone oriundo da biblioteca 

gendmica e submetido à eletroforese em gel de agarose 1%. As lavagens de 

estringéncias utilizaram SSC 0,5.



Nos experimentos de “Northern blot' o RNA foi corado com brometo de etidio 

e foi resolvido em gel de agarose/formaldeido 1,2% e transferido para membrana de 

nailon por capilaridade. O controle positivo utilizado nos experimentos foi o gene tef- 

1a. 

O “kit ECL direct nucleic acid labelling and detection systems” (Amershan 

Pharmacia Biotech) foi utilizado para a detecção nos procedimentos de “southern”, 

seguindo-se orientagdes do fornecedor; enquanto que o “kit Gene Images random 

prime labelling module e gene images CDP-star detection module” (Amershan 

Pharmacia Biotech) foi utilizado nos experimentos de “northern”. 

2.7.13 Reagdes de polimerizagdo em cadeia (PCR) de DNA 

Todos PCRs foram feitos segundo SAMBROOK et al, 2001. As 

concentragdes padrdo de reagentes para a grande maioria de reagbes são de 

1,5mM de cloreto de magnésio, de 200uM a 1mM de DNTPs (variando com o 

tamanho da amplificagdo), 1uM de oligonucelotideos e 1-5 unidades de DNA- 

polimerase. Os programas utilizados nos termocicladores basicamente seguem o 

padrão de 1 à 2 minutos de desnaturação inicial (34°C), 30 segundos na temperatura 

de anelamento especifica dos oligonucleotideos, um tempo variavel (dependendo do 

tamanho do produto a ser amplificado: ~1minutos para cada 1,0kb incorporados) na 

temperatura de atividade da enzima polimerase (que varia com o tipo da enzima) e 

um número de 30 ciclos, podendo estar sujeito a variagées. 

2.7.14 Reação inversa de polimerizagdo em cadeia (PCRi) de DNA 

A técnica de PCRi é utilizada para amplificar e clonar seqiiéncias de DNA 

desconhecidas que flanqueiam a extremidade de uma sequéncia conhecida de DNA. 

Ela envolve a digestdo por uma endonuclease de restricdo de uma preparagéo de 

DNA contendo as seqiéncias conhecidas e suas regiões flanqueadoras. Os 

fragmentos individuais são convertidos em moléculas circulares por ligagéo intra- 

molecular e o DNA circularizado é entdo utilizado como molde em uma PCR. A 

seqiencia flanqueadora desconhecida é amplificada por dois oligonucleotideos que 

ligam-se especificamente à seqiiéncia conhecida e são orientados em direções 

opostas (orientagéo inversa ao de uma PCR convencional). 

Inicialmente é feita a digestdo do DNA genômico com uma endonuclease de 

restrição que não cliva a seqiiéncia conhecida do gene, aproximadamente 1,5ug do
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DNA genômico de M. anisopliae foi digerido com a enzima Xhol. “Southem blot' 

pode ser utilizado na identificação de uma endonuclease que origine um fragmento 

de tamanho apropriado para amplificação por PCR. A escolha de uma enzima que 

produza um terminal complementar coesivo aumenta a eficiência de circularização 

do DNA molde durante a reação de ligação. 

Após a digestão do DNA genômico procede-se com a reação de ligação para 

circularização, que deve ser feita sob condições que favoreçam a auto-ligação dos 

fragmentos (ligação intra-molecular) resultando na formação de fragmentos 

monoméricos circulares. A concentração molar de extremidades de DNA deve 

obrigatoriamente ser baixa para favorecer a formação de DNA circular intra- 

molecular em concatâmeros, a concentração de DNA molde deve encontrar-se em 

um intervalo de 0,1 & Ing/uL na reação. Normalmente duas reações de ligação, com 

uma concentração minima de 0,15ng/ul e maxima de 0,9 ng/uL, eram feitas em 

paralelo. 

A linearização da molécula formada pode ser feita através da digestão do 

fragmento ou pode ser feita pelo aquecimento, acredita-se que o aumento do passo 

inicial de desnaturação do DNA, durante a PCR, seja o suficiente para a 

linearização; um passo adicional final de extensão por 10 minutos é incorporado no 

programa. A identidade do fragmento amplificado pode ser confirmada por 

sequênciamento, por mapeamento por restrição ou por “southem blof' utilizando 

uma sonda homóloga a sequência conhecida de DNA. Os Oligonucleotideos 

inversos utilizados, com os seguintes conteúdos CTCTGCTCCCTCTGCCGAT e 

GGCTGTCGGCAAGGTCATC para MAGPDH1 e MAGPDH2 respectivamente, foram 

desenhados a partir da seqiiéncia de ~570pb do gene gpd de M. anisopliae e 

sintetizados pela Invitrogen life technologies. 

2.7.15 Sequenciamento e analise de DNA 

Os sequenciamentos automaticos foram procedidos segundo “Dyenamic ET 

Dye Terminator cycle sequencing Kif' com o sistema de analise de DNA MegaBace 

(Amershan Pharmacia Biotech). A qualidade das bases obtidas foi avaliada pelo 

programa Phred antes das mesmas serem submetidas ao banco de dados do 

GenBank usando o programa BLAST (Altschul, 1997). 

Para os alinhamentos multiplos das seqiiéncias deduzidas de residuos de 

aminoacidos e edicdo das mesmas os programas Clustaw e Genedoc foram
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utilizados. Para criagdo de mapas fisicos de seqiéncias e desenho de 

oligonucleotideos o programa Vector NTI 8.0 foi usado.
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3. RESULTADOS 

3.1. Clonagem do gene gpd (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) de 

Metarhizium anisopliae. 

Visando o isolamento de genes de M. anisopliae com expressao diferencial 

durante o processo de infecgdo de cuticula do carrapato Boophilus microplus, foi 

procedida em nosso laboratério uma analise utilizando a metodologia de RDA 

(Random Differential Amplification) (DUTRA et al., comunicação pessoal). RNA de 

M. anisopliae foi extraido de cultura em meio com glicose e de cultura em meio 

contendo cuticula do carrapato Boophilus microplus, os quais foram utilizados para a 

sintese de cDNA. As populações de cDNA foram comparadas por RDA (2.7.6) e as 

sequéncias diferencialmente expressadas foram clonadas no vetor puUC18 e 

analisadas por sequenciamento. 

As seqiiéncias obtidas foram aferidas quanto a qualidade e comparadas com 

as sequéncias depositadas no banco de sequéncias do NCBI (National Center for 

Biotecnology Information) utilizando o programa BLAST (ALTSCHUL, 1997). Entre 

outras, uma sequéncia de aproximadamente 570pb de um dos clones apresentou 

alta homologia com o gene ortdlogo gpd (codifica GAPDH) de outros fungos 

filamentosos, tais como o gene gpd de Trichoderma harzianum com 100% de 

homologia e de T. koningii com 96% de homologia, o gene GPD1 de Claviceps 

purpurea com 100% de homologia, o gene gpd de Podospora anserina (96% de 

homologia), os genes ccg-7 (85%) e gpd-1 (96%) de Neurospora crassa e o gene 

gpd de Sordaria macrospora (84%), entre outros. A comparação das seqiéncias 

deduzidas de aminodacidos esta mostrada na Figura 3.1. O mapa fisico da seqiiéncia 

ortéloga do gene gpd de M. anisopliae esta representado na Figura 3.2.
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Figura 3.1. Comparação da sequência deduzida de aminoácidos do fragmento 

de gpd de M. anisopliae com seus ortólogos. Aspergillus nidulans 
(M19694), Neurospora crassa (U56397), Trichoderma koningii (D14518). 

Os aminoacidos marcados marcados em preto apresentam 100% de 
identidade com a seqiiéncia de M. anisopliae. As seqiiéncias marcadas 
em cinza representam indentidade com pelo menos um dos fungos 
comparados. Os nimeros na seqiiéncia consenso representam o grupo 
no qual os aminéacidos estão arrolados. A comparagéo foi realizada com 
auxilio do programa Clustaw. 
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& X Sal1(373) 
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Figura 3.2. Mapa físico do fragmento de DNA correspondente ao gene gpd de 
M. anisopliae. As caixas listradas representam o vetor pUC18. A linha 
preta representa a sequência de M. anisopliae. Os sítios de 
reconhecimento de algumas endonucleases de restrição estão apontados. 
Os números entre parêntesis representam a posição em pb.
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3.2. “Southern biot” do DNA genémico de Metarhizium anisopliae 

Para a confirmação de que a sequência do gene gpd clonada está no genoma 

de M. anisopliae e para verificar a sua organizagéo foi procedida a hibridização do 

fragmento de DNA correspondente ao gene gpd com o DNA gendémico do fungo. O 

fragmento de DNA foi isolado a partir do clone no vetor pUC18 por digestdo com as 

endonucleases EcoRI e BamHI (2.7.4) e o fragmento foi purificado de gel de agarose 

apos eletroforese (2.7.9). 

Para o “Southem blof' (2.7.12) genémico de Metarhizium aproximadamente 

2ug de DNA foram extraidos (2.7.3.2) e digerido com cada uma das seguintes 

endonucleases de restrição BamHI, EcoRl, Hindlll, Sall e Xhol (2.7.4). O DNA 

digerido foi submetido à eletroforese em gel de agarose 1% (2.6, Figura 3.3.A). O 

DNA foi transferido para membrana de nailon (2.7.12) e hibridizado com 

aproximadamente 60ng do fragmento de DNA de gpd de M. anisopliae marcado 

enzimaticamente (2.7.12). O padrdo de hibridizacao pode ser observado na Figura 

3.3.B, onde se constata a presenca do gene gpd no DNA gendémico do fungo e os 

diferentes padrdes de restrição relacionados ao gene podem ser visualizados. 

1 2 3 4 5 6 7 

A B 

Figura 3.3. “Southern blof’ genémico de Metarhizium anisopliae. Painel (A): 
eletroforese em gel de agarose do DNA genômico digerido com diferentes 
endonucleases de restrição. (B) Autorradiografia da hibridizagéo utilizando 
o fragmento de DNA do gene gpd de M. anisopliae como sonda. 
Canaletas: (1) DNA do fragmento de 600pb correspondente ao gene gpd 

de M. anisopliae; (2)-marcador de tamanho molecular A-Hindlll; (3)- 
clivagem com BamHl; (4)-clivagem com EcoRI; (5)-clivagem com Hindlll; 
(6)-clivagem com Sall; (7)-clivagem com Xhol. Os nimeros a esquerda da 

autorradiografia representam o tamanho em kb.
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3.3. “Screening” da biblioteca genômica de Metarhizium anisopiiae 

Com o objetivo de isolar o gene gpd completo o fragmento de DNA de 

aproximadamente 600pb correspondente ao gene gpd foi utilizado como sonda para 

o ‘“screening” de uma biblioteca gendémica com construgdo baseada no vetor 

derivado de bacteriéfago A (Lambda GEM-11, Promega). Inicialmente o titulo do 

banco foi determinado para a obtenção de placas de lise confluentes a fim de se 

utilizar uma diluição com o maximo de clones de fago por placa de Petry (2.7.10). A 

diluigao de 107 foi utilizada (=3.000 placas de lise/placa de Petry). Sete placas de 

Petry foram utilizadas para o procedimento de transferéncia das placas de lise para 

membrana de nailon e hibridização (2.7.10), obtendo assim uma representatividade 

satisfatéria do genoma de M. anisopliae. Como resultado cinco placas de lise com 

sinal de hibridizagao positivo foram selecionadas para um segundo “screening”, onde 

cada uma das placas de lise foi isolada e re-hibridizada separadamente. Destes 

cinco possiveis clones positivos, apenas trés se mostraram positivos nesta nova 

hibridização com a sonda do gene gpd, onde varios sinais fortes de hibridizagdo em 

uma mesma placa de Petry puderam ser detectados. As placas de lise foram 

coletadas respeitando-se a distingdo entre os diferentes clones, os quais foram 

nomeados como: Agpd-A, Agpd-B e Agpd-E. 

3.4 “Southern blot’ dos clones Agpd-A, .gpd-B e Lgpd-E 

Os clones Agpd-B e Agpd-E isolados e purificados a partir do “screening” da 

biblioteca genémica de M. anisopliae foram amplificados separadamente para a 

obtenção de uma grande quantidade de particulas virais (2.7.10). DNA dos fagos foi 

extraido (2.7.11) e aproximadamente 150ng deste foi utilizado para reação de 

clivagem (2.7.4) com as endonucleases de restricao Sall e Xhol, levando-se em 

consideração os sitios de restrição do “polylinker” do vetor Lambda GEM-11 utilizado 

na construgdo da biblioteca genémica e priorizando a liberagdo do inserto dos 

“bragos” do vetor (2.7.7). Este material foi submetido a eletroforese em gel de 

agarose 1% e transferido para membrana de nailon para hibridizagao utilizando 

aproximadamente 50ng do fragmento do gene gpd qe M. anisopliae como sonda 

(2.7.12). O resultado da hibridização está apresentado na Figura 3.4B. Apenas o 

clone Agpd-B apresentou sinal de hibridização positivo e na Figura 3.4 podemos 

visualizar bandas de hibridização em torno de 6,5kb e 12,0kb para as clivagens com



47 

Sall e Xhol, respectivamente. Este resultado confirma o contetdo do clone Agpd-B 

como todo ou parte da seqiiéncia do gene gpd de M. anisopliae. 

3.5 Subclonagem do fragmento de DNA que corresponde ao gene gpd do 

clone Agpd-B 

Com o intuito de caracterizar o clone Agpd-B, oriundo da biblioteca genémica 

de M. anisopliae e com isso descobrir padrdes de clivagem que gerassem 

fragmentos de DNA compativeis com a clonagem no vetor plasmidial pUC18, outros 

“Southemn blots”, utilizando o fragmento do gene gpd como sonda, foram realizados 

submetendo o DNA a diferentes endonucleases de restrição, tanto em reações de 

clivagem simples como em reagdes de clivagem dupla (2.7.4). Entretanto, não houve 

sucesso na obtenção de padrdes de restrição com fragmentos de DNA de tamanho 

menor com hibridizagao positiva. 

Foram feitas tentativas, sem sucesso, de subclonagem dos fragmentos de 

DNA de 6,5kb e 12,0kb para as clivagens com Sall e Xhol em pUC18 (2.7.5) 

admitindo-se a dificuldade de se trabalhar com fragmentos com estes tamanhos 

moleculares. Com base nisto, optamos inicialmente pela alternativa de PCR inverso 

(préximo item). 
2 3 4 5 6 7 

2,0_ 

A 

Figura 3.4. “Southern biot’ dos clones oriundos da biblioteca gendémica de M. 

anisopliae. Painel (A): eletroforese em gel de agarose do DNA dos clones 

Agpd-B e Agpd-E clivados com Sall e Xhol. (B) Autorradiografia da 

hibridização utilizando o fragmento de DNA do gene gpd de M. anisopliae 

como sonda. Canaletas: (1) controle positivo; (2) marcador de tamanho 

~6,5kb
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molecular ladder; (3) Agpd-B digerido com Sall; (4) Agpd-B digerido com 

Xhol; (5) Agpd-E digerido com Sall; (6) Agpd-E digerido com Xhol; (7) 

marcador de tamanho molecular A-Hindlll. O tamanho respectivo de cada 
banda com sinal de hibridização esta indicado por uma seta no painel B. 
Os numeros a esquerda da autorradiografia representam o tamanho em 
kb. 

3.6 Reacao de Polimerizacao em Cadeia inversa com oligonucieotideos 

especificos para o gene gpd 

Devido a dificuldade em se subclonar os fragmentos de DNA do clone 

gendmico e ao grande interesse na regido promotora do gene gpd, para a 

construção de vetores de expressao homologos de M. anisopliae, aliado ao fato de 

se trabalhar com uma seqiiéncia homoéloga conhecida do gene, a técnica de Reagao 

de Polimerizagdo em Cadeia inversa (PCRi) (2.7.14) foi empregada. Na técnica 

foram utilizados 1,5ug de DNA gendémico de M. anisopliae para a reação de 

clivagem com a endonuclease Xhol (2.7.4), levando-se em consideracéo o padrao 

de clivagem evidenciado no “Southern Blot’ gendémico (Figura 3.3) e a maior 

facilidade de se trabalhar com um fragmento de aproximadamente 2,0kb. 

Concentragdes baixas de DNA foram utilizadas nas reações de ligagao, favorecendo 

assim a formação de fragmentos monomeéricos circulares (2.7.14). Este material foi 

utilizado em reagdo de PCR (2.7.13), utilizando oligonucleotideos sintetizados a 

partir da seqiiéncia do gene gpd do fungo. A otimização da reação em gradiente de 

temperatura foi obtida à 52°C com 30 ciclos de desnaturacdo, anelamento e 

extenção e pode ser visualizado na Figura 3.5a. A obtengao de um produto de PCR 

de banda Unica com temperaturas acima de 52°C não foi alcangada, ocorrendo 

amplificação de duas bandas de tamanho molecular de 1,5kb e 2,0kb com uma 

temperatura de anelamento de no maximo 56°C. Temperaturas superiores a esta 

resultaram em nao amplificagéo. 

3.7 “Southern blot’ do produto de PCRi com oligonucleotideos para o 

gene gpd 

O produto de PCRi obtido foi submetido à eletroforese em gel de agarose 1%, 

transferido para membrana de nailon e exposto a hibridizagao com o fragmento de 

gpd de M. anisopliae marcado enzimaticamente (2.7.9). O resultado é mostrado na 

figura 3.5b, onde um sinal forte de hibridizacdo é visto na banda de tamanho 
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molecular de aproximadamente 2,0kb, isto comprova a especificidade da 

amplificação obtida por PCR a partir dos oligonucleotideos desenhados. 

12 3 4 

_~2,0kb 

A B 

Figura 3.5. “Southern blof' do produto de PCR inverso. Painel (A): eletroforese 

em gel de agarose do produto de PCRi. (B) Autorradiografia da 

hibridização utilizando o fragmento de DNA do gene gpd de M. anisopliae 

como sonda. Canaletas: (1) controle negativo da reacao; (2) marcador de 

tamanho molecular ladder; (3) controle positivo (clone em pUC18 do 

fragmento homélogo de gpd de aproximadamente 500pb); (4) reação com 

DNA genémico de M. anisopliae. O tamanho molecular de cada 

amplificagdo, assim como o resultado da hibridizagdo são apontados ao 

lado das figuras. 

3.8 Clonagem do produto de PCRi 

Após a confirmagdo da amplificagdo de um amplicon de aproximadamente 

2,0kb como sendo especifico para o gene gpd de M. anisopliae, por “Southern blot" 

do produto de PCRi, o fragmento de DNA foi excisado do gel, purificado (2.7.9) e 

clonado em vetor pUC18 após tratamento com a enzima Klenow e T4 

polinucleotideo quinase (2.7.5). Doze clones com insertos de 2,0kb foram obtidos e 

aguardam analise por segiiénciamento. 

3.9 PCR do banco de cDNA de Metarhizium anisopliae 

Possuindo oligonucleotideos especificos para a sequência do gene gpd de M. 

anisopliae, a alternativa de amplificacdo do gene gpd de M. anisopliae por PCR 

(2.7.13) do banco de cDNA (2.7.8) do fungo, utilizando o oligonucleotideo T7, de um
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dos ‘“bragos” do vetor do banco, associado ao oligonucleotideo especifico, 

MAGPDH1, foi procedida. Um amplicon Gnico de aproximadamente 1,0kb foi 

amplificado (Figura 3.6), excisado do gel, purificada (2.7.9) e clonado em vetor 

pUC18, apés tratamento com a enzima Klenow e T4 polinucleotideo quinase (2.7.5). 

Dez clones possuindo insertos de 1,0kb foram isolados e aguardam 

sequenciamento. 

Figura 3.6. PCR do banco de cDNA. Eletroforese em gel de agarose do produto de 

PCR. Canaletas: (1) marcador de tamanho molecular A-Hindlll; (2) 
controle negativo da reação; (3) produto do PCR. O número a direita do 
gel representa o tamanho do amplicon. 

3.10 Analise dos transcritos do gene gpd de Metarhizium anisopliae 

Com o intuito de verificar a regulação do gene gpd em diferentes condições 

de cultivo do fungo M. anisopliae, seus produtos de transcricao foram analisados por 

"Northern blot” (2.7.12). RNA foi extraido (2.7.3.3) das condições de cultivo do fungo 

em glicose e em cuticula do carrapato Boophilus microplus, e procedeu-se a 

hibridizagdo com a sonda do gene gpd de M. anisopliae. Na Figura 3.7 evidencia-se 

a regulação aumentada do gene gpd na condição de cultivo em cuticula (dados 

obtidos em colaboragdo com DUTRA, comunicagéo pessoal). Como comparação foi 

utlizado a sonda do gene ftef.la de M. anisopliae que se expressa 

constitutivamente.
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— d 

B‘:l }l; 

gene gpdh gene tef-1a 

Figura 3.7. Transcritos do gene gpd de M. anisopliae sob duas condigdes de 
cultivo: glicose e cuticula. RNA total extraido de meio com glicose e 
com cuticula. Painel (A) “Northern blot”. (B) RNA corado com brometo de 
etideo. Canaletas: (GLI) RNA de glicose; (CUT) RNA de cuticula.
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4. DISCUSSAO 

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, selecdo e 

caracterizagao de linhagens do ambiente, elucidação dos mecanismos de infecgéo e 

desenvolvimento de formulagGes de biopesticidas. O maior entrave para a utilização 

de fungos no controle biolégico é o maior tempo necessario entre a aplicagéo e a 

morte dos hospedeiros, em comparação aos pesticidas quimicos. Portanto, um dos 

objetivos comuns é aumentar a velocidade de morte dos hospedeiros (ST. LEGER et 

al., 1996). 

A caracterizagdo de genes com regiées promotoras fortes, que proporcionam 

um alto nivel de expressão nas células, desperta grande interesse no que diz 

respeito ao estudo da expressao génica e funcional nos mais variados sistemas. O 

isolamento e a construgdo de fusdes de elementos promotores a genes 

hipoteticamente envolvidos no processo de infecção e morte do hospedeiro pelo 

patégeno, no caso de Metarhizium infecção fungo-artrépodo, constitui uma 

estratégia muito utilizada para o estudo da função génica. A construgdo de vetores 

de super-expressao, baseados em regides promotoras homdlogas além de fornecer 

informacdes basicas esséncias sobre a expressdo génica do organismo fornece uma 

ferramenta valiosa no desenvolvimento de transformantes mais infectivos com um 

intervalo menor entre a infecção e a morte do hospedeiro. 

O gene, gpd, que codifica para a enzima gliceraldeido-3-fosfato 

desidrogenase, classicamente conhecida por desempenhar a sua função na via 

glicolitica, enquadra-se nos parametros de gene com região promotora forte com 

potencial para super-expressao de outros genes. A técnica de RDA, desenvolvida no 

grupo de Biologia Molecular de Fungos Filamentosos (DUTRA, et al., comunicação 

pessoal) para o fungo Metarhizium anisopliae, comparando uma condição de 

infecgdo com uma condição de desenvolvimento basal permitiu o isolamento de 

diversos fragmentos de genes, entre eles um de aproximadamente 570pb com alta 

homologia (entre 85 e 100%) com o gene gpd de outros fungos filamentosos como 

Aspergillus, Trichoderma e Neurospora (Figura 3.1), entre outros. 

Para comprovar se realmente a seqiiéncia do gene gpd encontrava-se no 

genoma de Metarhizium procedeu-se a hibridizagdo com DNA genémico utilizando-
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se o fragmento de DNA como sonda. O que se verificou foi a presenca do gene no 

genoma do fungo, entretanto apesar da digestdo com Sall e Xhol apresentarem 

duas bandas com sinal de hibridizagdo, a multiplicidade de cópias ndo pode ser 

determinada pela auséncia do mesmo padrão no restante das digestões e por se 

desconhecer toda a seqiiéncia do gene e conseqgiientemente todos seus sitios de 

restricdo, existindo a necessidade da repeticdo do experimento com uma 

estringéncia mais baixa, uma vez que mais de uma cépia por genoma é descrita em 

outros fungos. Um exemplo classico é o encontrado na levedura Saccharomyces 

cerevisiae, onde trés copias do gene são encontradas no genoma (HOLLAND & 

HOLLAND), assim como no fungo Mucor circinelloides os genes gpd1, gpd2 e gpd3 

são descritos (WOLFF & ARNAU, 2002). 

Como o intuito de isolar o gene completo, procedeu-se com o “screening” da 

biblioteca genémica de M. anisopliae, o qual rendeu apenas um clone positivo, 

confirmado por hibridizagdo. Após a liberação do inserto dos “bragos” do vetor e 

hibridizagdo com a sonda do gene gpd, padrées de bandas com tamanhos entre 

6,0kb e 12,0kb foram verificados. Outras hibridizagées com DNA do mesmo clone, 

porém digerido com diferentes enzimas de restrição e com clivagens duplas foram 

realizados sem a obtenção de padrões de hibridização de fragmentos de DNA com 

tamanhos moleculares menores. O elevado tamanho molecular dos fragmentos 

dificultou a sub-clonagem ao ponto de procurarmos por outras estratégias de 

clonagem, como a de PCR inverso. 

Optamos pela estratégia de PCR inverso pois determinamos a seqiéncia de 

nucleotideos do fragmento de DNA originalmente isolado por RDA, pela rapidez de 

sua otimização e pelo forte interesse do grupo pela regido promotora do gene. A 

amplificagdo nos revelou um amplicon de aproximadamente 2,0kb que teve sua 

identidade com o gene gpd confirmada por hibridização e, apés a sub-clonagem do 

mesmo em pUC18 aguarda confirmagéo por seqiiénciamento. 

Utilizando oligonucleotideos especificos para o gene gpd de Metarhizium uma 

outra alternativa também foi possivel, a amplificação da sequência a partir de bancos 

de cDNA do fungo. Para isso procedeu-se a utilização do oligonucleotideo T7, que 

encontra complementaridade em um dos “bragos” do vetor, e um dos 

oligonucleotideos especificos para o gene em orientagdo antisenso ao primeiro. Um 

amplicon de aproximadamente 1,0kb foi obtido e clonado em vetor pUC18 e aguarda 

confirmagdo por seqiiénciamento. A obtenção da sequéncia de cDNA do gene
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sistemas heterdlogos. 

Apesar do gene gpd poder ser considerado um gene constitutivo em muitos 

organismos, existem muitos relatos de sua regulação sob determinadas condições e 

atribuição de diferentes fungées para a proteina GAPDH, principalmente em 

mamiferos, onde apresenta um grande numero de fungdes não relacionadas a via 

glicolitica. No fungo Candida albicans encontramos a proteina codificada pelo gene 

gpd com uma função não convencional, de ligação a fibronectina e a Iamnina, na 

parede celular (GOZALBO et al, 1998). Da mesma forma na levedura 

Saccharomyces .cerevisiae, encontramos a proteina codificada por gpd, também na 

parede celular (DELGADO et al., 2001). Relatos de regulacdo do gene gpd em 

fungos filamentosos também não são raros. Em alguns fungos como Neurospora 

(SHINOHARA et al., 1998) e Aspergillus (GREENE et al., 2003) ha" relatos da 

regulação do gene em relação ao ciclo circadiano, assim como em S. cerevisiae 

existe a regulação em função da disponibilidade de glicose no meio onde o 

microrganismo é cultivado (NEWCOMB et al., 2003) e em Trichoderma o gene é 

reprimido durante a conidiação e o micoparasitismo (PUYESKY et al., 1997). 

Com vistas a detectar a possível regulação do gene gpd em Metarhizum, seus 

transcritos foram analisados utilizando-se duas condições de cultivo com diferentes 

fontes de carbono. Uma das condições consistiu-se de um meio de cultivo contendo 

glicose como a única fonte de carbono e a outra utilizando cutícula de Boophilus 

microplus na tentativa de mimetizar uma condição de infecção do fungo em um 

hospedeiro artrópodo. O que se verificou foi uma expressão aumentada do gene gpd 

na presença de cutícula. Esta regulação poderia ser atribuída à maior dificuldade de 

obtenção do nutriente de uma fonte mais complexa como a cutícula, que requer um 

gasto maior de energia devido à mobilização de proteínas responsáveis pela sua 

degradação quando comparada a uma fonte de nutriente não complexa, como a 

glicose. A condição de cultivo na presenca-de cutícula poderia causar uma privação 

momentânea de nutrientes, devido ao maior tempo e energia necessários para a sua 

degradação a um nível assimilável, o que exigiria um aumento da expressão de gpd 

para realizar a compensação por ativação da via glicolítica. Outra possibilidade é a 

da participação da proteina sintetizada pelo gene gpd desempenhar alguma função 

ainda nao caracterizada em M. anisopliae.
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Como perspectiva futura à este trabalho esperamos poder caracterizar o gene 

gpd completamente com o término do seqiiénciamento dos seus fragmentos 

clonados. O isolamento de sua regido promotora serd uma das metas futuras, tendo 

em vista a construção a partir dela de vetores para a super-expressdo de genes 

caracterizados em M. anisopliae. Outras linhas de análise do gene, porém, são 

possiveis no que diz respeito a sua regulação sob diferentes condições, como por 

exemplo sob controle do ciclo circadiano, no processo de infecção do hospedeiro e 

sobre suas outras possiveis funções e localizagbes celulares para melhor 

entendimento dos mecanismos moleculares e bioquimicos ainda não conhecidos do 

fungo Metarhizium anisopliae.
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5. CONCLUSOES 

i- O fragmento de DNA de 570pb apresentando homologia entre 85 e 100% 

com genes gpd de outros fungos esta contido no genoma de Metarhizium anisopliae. 

A multiplicidade de copias, entretanto, sera determinada em experimentos futuros. 

ii- Obtivemos um clone positivo para o gene gpd realizando o “screening” da 

biblioteca genémica de M. anisopliae utilizando o fragmento do gene como sonda. A 

sub-clonagem encontra-se em andamento. 

iii- A estratégia de PCR inverso foi utilizada como alternativa para a clonagem 

do gene devido ao forte interesse em sua regido promotora. A amplificacéo revelou 

um amplicon de 2,0kb que teve sua identidade com o gene gpd confirmada por 

hibridizagao. O mesmo foi clonado no vetor pUC18 para determinagéo da sequéncia 

de nucleotideos. 

iv- A amplificação a partir de bancos de cDNA de M. anisopliae, utilizando um 

primer especifico e o primer T7, revelou um amplicon de 1,0kb, que foi clonado no 

vetor pUC18 para determinagéo da sequéncia de nucleotideos. 

v- A andlise dos transcritos em diferentes meios de cultivo revelou a 

expressao aumentada do gene gpd na condigdo de desenvolvimento em cuticula 

quando comparada a condigdo de desenvolvimento em glicose. As possiveis 

explicagées para tal evento seriam a ativação da via glicolitica, compensando uma 

privagdo momentanea de nutrientes causada pela maior gasto de energia na 

degradação do substrato complexo; ou a participagdo da proteina sintetizada pelo 

gene gpd em alguma função ainda não caracterizada em M. anisopliae.
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7. ANEXO 

O trabalho em anexo foi submetido para publicação em julho de 2003 e 

refere-se a utilização da técnica de RDA na identificação de ESTs expressas em 

Metarhizum anisopliae durante o processo de infecção no hospedeiro modelo.
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Abstract 

Metarhizium anisopliae is a well-characterized biocontrol agent of a wide 

range of plagues, including insects and acari. To. identify genes involved in the 

infection process, a representational difference analysis (RDA) was performed, using 

cDNA generated from germinated conidia of M. anisopliae in tick Boophilus microplus 

cuticle and cDNA generated during fungus growth in glucose rich medium. Sequence 

determination of approximately 500 clones and comparison analysis using public 

databases allowed the identification of 33 sequences and 14 ESTs with known 

orthologs. As expected, almost all identified sequences show significant Similarity to 

other fungal genes. The diversity of gene clusters found reflects the participation of 

several proteins in the early infection process of M. anisopliae in the cattle tick B. 

microplus. 

1. Introduction 

The fungus Metarhizium anisopliae have been extensively studied as a key 

regulatory organism as a biocontrol agent. It is the best-characterized 

entomopathogen used to control insect pests in sugar cane plantations in Brazil on a 

commercial scale and has a potential application against the bovine tick Boophilus 

microplus (Frazzon et al., 2000). M. anisopliae infects insects and ticks via a 

combination of specialized structures and cuticle degradation and hydrolytic enzymes 

are considered key factors for the penetration step (Charnley & St Leger, 1991; 

Clarkson & Charnley, 1996). The search for pathogenicity determinants has 

demonstrated that the process is multifactorial (St Leger et al., 1991;Kershaw et al., 

1999). Host specificity is an important aspect to be addressed and the study of the 

proteins produced during infection is important to discover those with a role in the 

penetration process. To date, only a few potential M. anisopliae virulence factors 

have been examined in detail, and most of them consist of proteases and chitinases 

(St. Leger et al., 1996; Gillespie et al., 1988; Screen et al., 2001; Gimenez-Pecci et
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al., 2002; Krieger de Moraes et al., 2003). Recently an EST survey has analyzed two 
varieties of Metarhizium, however the multitude of sequences found (c. 2000 different 
genes) calls for the application of more specific methodologies to discover genes 
directly involved in the pathogenic process (Freimoser et al., 2003). 

Representational difference analysis (RDA) in its original form was designed to 
identify differences between genomic DNA populations (Lisityn et al., 1995). This 

methodology was subsequently modified to allow the analysis of differences in 
expressed mRNA populations (Hubank & Schatz, 1994). Based on successive 

rounds of subtractive hybridization followed by PCR, RDA enriches for, and permits 

the isolation of differentially expressed mRNAs, while simultaneously remove 

uninteresting (non-differentially expressed) mRNAs. This is a powerful and sensitive 

tool for the identification of differentially expressed genes and renders the isolation of 

both, up-and down-regulated genes, expressed in two different cDNA populations 
Pastorian and Craig, 2001). The application of this approach to systems like M. 

anisopliae and its hosts may allow the characterization of genes involved in the host 

infection process. In this work, we used tick cuticle and glucose based medium to 

generate M. anisopliae cDNA populations, respectively. The differences between the 

two cDNA populations were analyzed by RDA and have identified the genes up- 

regulated during cuticle degradation and other genes involved in stress response, 

detoxification, trans-membrane transport and appressorium formation. 

2. Material and Methods 

2.1. Strain and culture conditions 

M. anisopliae E6 was originally from the Microbial Genetics Group Collection 

(Escola Superior de Agronomia Luiz de Queiroz, USP, Brazil). The fungus was 

routinely grown at 28°C in Cove’s medium (NaNO; 0.6% wlv) supplemented with 1% 

glucose (w/v), named “driver” or in Minimal medium (KH2PO4 0.1% wiv; MgSO,. 

0.05%) supplemented with 10% (w/v) B. microplus cuticle, named “tester”, during 18 

h incubation on a rotatory shake platform (180 rpm). Cuticle was prepared by 

dissection of B. microplus ingurgitated females, extensively washed with sterile 

water, sonicated to disrupted tick cells, and sterilized by autoclaving. Mycelium was 

collected and washed with sterile water.
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2.2. RNA extraction and DNA synthesis 

Total RNA was extracted from “tester” and “driver” cultures using the protocol 

described by Sokolovsky et al. (1990). First strand cDNA synthesis was performed 

with reverse transcriptase (RT Superscript II, Invitrogen, California, USA) using 1ug 

of RNA. First strand cDNA (2ul) was used as template to synthesize the second 

strand of cDNA. cDNA was prepared using the SMART PCR cDNA synthesis kit by 

Clontech Laboratories (Palo Alto, C.A, USA). All oligonuclectides were purchased 

from Invitrogen. 

Oligonucleotides (5' - 3') for cDNA synthesis were: 

cDNA AGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG; 

CDS AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACT 30NN 

where (N=A, C,GorT;N;=A, GorC); 

PCRII AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT. 

Oligonucleotides (5' - 3') for RDA were: 

JBam12 GATCCGTTCATG; JBam24 ACCGACGTCGACTATCCATGAACG; 

NBam12 GATCCTCCCTCG; NBam24 AGGCAACTGTGCTATCCGAGGGAG; 

RBam12 GATCCTCGGTGA, RBam24 AGCACTCTCCAGCCTCTCTCACCGAG. 

2.3. Representational Difference Analysis (RDA) 

The DNA fragments for RDA were generated according to the modified 

protocol previously described by Pastorian and Craig (2001). Double stranded cDNA 

(1ug) was digested with Sau3A restriction enzyme (Amershan Pharmacia Biotech, 

Amershan Place, UK). The resulting products were purified using GFX kit (Amershan 

Pharmacia Biotech, Amershan Place, UK), and ligated to adapters (RBam-12/24 

adapters). To obtain suitable starting material for the RDA the cDNAs were diluted 

and amplified using RBam-24 as primer (20 cycles of 45 sec at 95°C and 3 min at 

72°C, each). The final PCR products were purified using the GFX kit and 

resuspended to 500ng/ul. Both “tester” and “driver” representations were digested 

with Sau3A to remove the adapters and purified using GFX kit prior to ligation of the 

NBam-12/24 adapter. | 
For selective amplification subtractive hybridization was performed according 

to Pastorian and Craig (2001). Briefly, for the generation of the first differential 

product (DP1), “driver” and “tester” cDNAs were mixed at a 10:1 ratio, hybridized for
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24 h at 67° C, and amplified by PCR with NBam-24 primer (7 cycles of 45 sec at 95° 

C and 3 min at 72°C, each). PCR products were reamplified in an additional PCR 

step (20 cycles) to remove unwanted single stranded cDNAs. A final PCR 

amplification step produced DP1. To generate the second differential products (DP2), 

JBam adapters replaced the NBam adapters and the “driver” to “tester” ratio was 

raised to 100:1. 

2.4. Cloning and Sequence analysis 

An aliquot of the final RDA products (DP2 fragments) was filled-in with Klenow 

fragment and phosphorylated with T4 polynucleotide kinase (Amershan Pharmacia 

Biotech, Amershan Place, UK) added of 1mM ATP. Upon heat inactivation, the 

samples were purified using GFX kit and ligated to Smal-digested and 

dephosphorylated pUC18 vector. E. coli XL1 Blue competent cells were transformed 

with the ligation products. Plasmid DNA was prepared from selected clones and 

sequenced with the Dyenamic ET Dye Terminator cycle sequencing Kit for 

MegaBace DNA Analysis systems (Amershan Pharmacia Biotech, Amershan Place, 

UK), using the primers corresponding to the pBluescript vector. Phred program was 

utilized to base-calling nucleotide cDNA clones (Ewing et al, 1998) and vector 

sequence was removed manually. The resulting sequences were compared to the 

Genbank database using the BLASTN program (Altschul, 1997). 

2.5. Northern-blot analysis 

Total RNA (20ug) was fractionated by electrophoresis in 1.2% agarose- 

formaldehyde gels and transferred to nylon filters (Life Technologies, MD, USA). 

Filters were hybridized to subtracted labeled cDNA clones (Gene Images labeling kit, 

Amershan Pharmacia Biotech, Amershan Place, UK) and/or to a M. anisopliae tef1-a 

gene as control of loaded RNA. In all experiments, the cDNA probe was purified 

using GFX kit. 

3. Results and Discussion 

A RDA approach was used to identify genes expressed during the penetration 

steps of M. anisopliae in the tick B. microplus cuticle. The stage of the fungal 

development on the tick cuticle was followed by Scanning Electron Microscopy 

(SEM) (Fig. 1), to ensure that the extracted RNA was prepared from fungal infection



74 

structures onto the tick cuticle rather than from fungus developing on the media liquid 

phase, at the expenses of soluble cuticle degradation byproducts. 

Differently from the work by Freimoser et al. (2003), this strategy enriches the 

resulting clone library with sequences corresponding to genes potentially involved in 

the fungal differentiation during cuticle penetration. Moreover, our experiment 

simulates the natural infection process in which the fungus starts the infection from 

spores and not from mycelia. cDNAs were synthesized from two sets of cultures: (i) 

the “driver” condition (named GLU), in which M. anisopliae spores were inoculated 

into 1% glucose containing media, representing a condition where the fungus has 

enough soluble carbon source available and most of the already characterized 

pathogenicity determinants are repressed (e.g. genes for proteases, pr1A, pr1B and 

priC; chitinases, chi1 gene, Bogo et al, 1998; Screen et al, 2001, Krieger et al, 2003) 

and (i) the “tester” condition (named CUTICLE), in which the spores were Ainoculated 

in a medium containing phosphate buffer and B. microplus cuticles. Cuticles were 

prepared as described in Material and methods and special care was taken, by cell 

disruption, to avoid tick RNA contamination. The critical step to generate differentially . 

expressed clones is the RNA preparation from cuticle containing cultures, since the 

fungus represents a minor fraction in relation to the mass of cuticle. As a control, a 

reverse experiment was conducted, in which the “driver” condition was RNA from 

cuticle culture and the “tester” condition was RNA from glucose culture. Although in 

the starting material of both groups of experiments, a smear of cDNA products was 

detected, a different amplified DNA fragment pattern was evident after two cycles of 

RDA, using different “driver” to “tester” ratios, as depicted in Fig. 2. 

The resulting RDA fragment populations were cloned into pUC18 vector, 

generating approximately 600 independent clones with an average length of 400bp. 

Approximately 500 randomly picked clones were sequenced and the comparison 

analysis, using public databases, led us to identify 33 known sequences and 14 

ESTs. The corresponding genes and ESTs were clustered by sequences and 

similarities to genes with known function previously described. ESTs with E 

values<10® were grouped into functional categories, as outlined in Tables 1 and 2. 

As expected, most clones show significant similarity to other fungal genes and 

a few with bacteria as Bradyrhizobium japonicum. Our main focus was aimed at 

cDNAs encoding proteins that may be involved in the fungus-host interactions. 

Northern blot analyses of three genes indicate that selection of differentially
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expressed sequences was successfully achieved (Fig. 3) and up-regulation occurs 

(shown for gpdh and pr1C genes) in the presence of tick cuticle. Dot blots also 

displayed a differential hybridization pattern when clones from the two conditions 

("tester" and "driver") were probed with DP2 products from CUTICLE and GLU (Fig. 

4). The level of transcripts corresponding to cDNA clones was altered in the presence 

of cuticle, suggesting that these genes may be invoived in Metarhizium pathogenicity. 

Many of the genes found here were already described in Metarhizium or 

orthologs in other systems. Some of these genes have suggested roles during 

infection processes. Among these genes we found the pr1C gene from M. anisopliae, 

a subtilisin-like protease Prf isoform, which solubilizes the proteinaceous host 

cuticle, assisting penetration of the fungal hyphae and providing nutrients for further 

growth. The pr1C gene is under dual control of a general carbon catabolite 

repression/derepression mechanism and a carbon source (cuticle) specific induction 

mechanism (St. Leger, et al., 1996; Freimoser, 2003). The pth11p gene from 

Magnaporthe grisea, a pathogenicity gene encoding a trans-membrane protein that is 

an upstream effector of appressorium differentiation was also found (DeZwaan et al., 

1999). 

B-1,3 exoglucanase genes from a variety of fungi seem to have different 

functions. These enzymes are described to take part in morphogenetic / morpholytic 

processes during fungal development and differentiation. They are also implicated in 

mobilizing B-glucans under conditions of exhaustion of carbon and energy sources, 

functioning as autolytic enzymes. In addition, exoglucanases are involved in fungal 

pathogen-host interaction (De La Cruz et al., 1995). The study of glucanases in fungi 

and plants over the past decades has led to the hypothesis that their original function 

might have been to promote cell growth and division of unicellular organisms involved 

in the turnover of cell wall B-glucans (Simmons, 1994; Mcleod et al., 2003). 

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) genes have been 

considered to encode classical cytosolic glycolitic proteins. However, recent evidence 

demonstrates that mammalian GAPDH displays diverse activities, which are 

unrelated to glycolisis, in different sub-cellular locations. In some microbial species, 

GAPDH has been found on the cell surface, where it may have various roles 

(Delgado, 2001) and is also present at the surface of Candida albicans cells in 

infected tissues, thus supporting the contention for a role of this protein in vivo, such 

as binding to host tissues (Gil et al., 1999). During cuticle infection by Metarhizium, 
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GPDH could play a similar role in adhesion to tick cuticle in early stages of 

appressorium development and attachment. 

Genes coding transaldolases were found with a high redundancy among the 

cuticle library (Table 1). Transaldolase is a key enzyme of the non-oxidative branch 

of the pentose-phosphate pathway and it is important to generate high levels of 

NADPH and it is also suggested to be involved in Reactive Oxigen Species (ROS) 

detoxification (Vatanaviboon et al., 2002). Moreover, in Trichoderma reesei a 2D 

protein analysis, comparing mycelium cell envelope proteins with high and low levels 

of secreted protein, both GPDH and transaldolase were detected (Lim et al., 2001). 

In addition to these genes, with more evident relation to the host penetration 

process, a variety of sequences related to antioxidant proteins were present. These 

include catalases and HSP70, which are involved in fungal pathogenicity to animals 

and plants. Such proteins may also provide protection for invertebrate pathogens 

against active oxygen species generated as part of the host defense response 

(Iwagana & Kawabata, 1998; Freimoser, 2003). 

This is the first report of RDA application in entomopathogenic fungi. The gene 

expression profile observed gives a new insight to the host-pathogen relationship. A 

range of genes, coding from well-characterized proteases to structural and metabolic 

proteins that may participate in the early phases of the host-infection process, was 

revealed. Functional and regulation studies of these genes, by knockout and over- 

expression, may contribute to a more global understanding of M. anisopliae infection 

process. 
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Fig. 1. Scanning electron microscopy (SEM) of tick cuticle infected by M. anisopliae. 

B. microplus cuticles infected with M. anisopliae conidia, used for RNA extraction (18 

h post-infection), were examined by SEM. The micrograph shows the stage of germ- 

tube development. Arrows indicate the conidia and germ-tube. ' 

Fig. 2. RDA products analyzed by gel-electrophoresis. RNA was extracted from M. 

anisopliae grown in glucose containing media (GLU) and from cuticle containing 

media (CUTICLE). Total cDNA and the products of the first (DPN1) and second RDA 

rounds (DPN2) were loaded. Lanes (M) molecular markers (numbers on the left 

indicate size in bp); (2) total cDNA from GLU; (3) DPN1 from GLU; (4) DPN2 from 

GLU;(5) total cDNA from CUTICLE; (6) DPN1 from CUTICLE and (7) DPN2 from 

CUTICLE. 

Fig. 3. Northern blot analysis of specific clones from CUTICLE library. Total RNA, 

used for cDNA synthesis and RDA extracted from both GLU and CUTICLE, as in Fig. 

2, was loaded and hybridized against labeled pr1C gene probe. (1l) godh gene probe 

and (lll) tef-1a gene probe (control). Panel A. Northern analysis. Panel B. Ethidium 

bromide stained RNA. Lanes: (GLU) RNA from GLU (20 pg); (CUT) RNA from 

CUTICLE (20 pg). (). 

Fig. 4. Dot blot analysis of M. anisopliae cDNA RDA clones. Individual plasmid cDNA 

clones were blotted in serial dilutions (1 to 6). Clones from CUTICLE library: HSP 70 

(heat chock protein); PR1C (protease); FHAb (flavohemoglobin). Clones from 

GLUCOSE library: CAT (catalase); P-450 (cytochrome). Panel (GLUCOSE), 

Hybridized to labeled DP2 products from CUTICLE cultures. Panel (CUTICLE), 

hybridized to labeled DP2 products from GLU cultures.
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