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RESUMO

ALMEIDA, Ana Paula Morais Martins, M. Sc., Universidade Federal de
Vicosa, fevereiro de 2009. Caracterizacdo do elemento transponivel Boto
em Moniliophthora perniciosa, agente causal da vassoura-de-bruxa no
cacaueiro (Theobroma cacao). Orientadora: Marisa Vieira de Queiroz. Co-
Orientadoras: Denise Mara Soares Bazzolli e Elza Fernandes de Araujo.

O basidiomiceto hemibiotréfico Moniliophthora perniciosa, agente
causal da vassoura-de-bruxa no cacaueiro (Theobroma cacao) apresenta
diferentes elementos transponiveis em seu genoma. Um elemento
transponivel da Classe Il pertencente a superfamilia PIF/Harbinger,
denominado Boto, foi parcialmente caracterizado em estudos anteriores. O
elemento Boto, assim como os demais elementos PIF/Harbinger, apresenta
duas ORFs (Open Reading Frame), uma que codifica a transposase e outra,
denominada ORF 1, cuja sequéncia de aminoacidos deduzida representa
uma proteina de fungao € desconhecida. Este trabalho foi conduzido com o
objetivo de comprovar a atividade de Boto e caracterizar a ORF 1. Para a
confirmagéo da atividade do elemento transponivel Boto no genoma de M.
perniciosa realizou-se a avaliagdo do perfil de integragdo em isolados
resultantes do ciclo sexual, isto é, obtidos a partir da germinagao de
basidiésporos. Trés isolados apresentaram variagdo no numero de copias,
demonstrando a atividade de Boto. Foi realizado PCR para detecgao dos
sitios de insercao deste elemento em diferentes isolados. Dentre os 28
isolados utilizados no experimento, 14 apresentaram produtos de
amplificacdo com o tamanho esperado. Os produtos de amplificagao de dois
isolados, escolhidos aleatoriamente, foram clonados e sequenciados. Na
andlise das sequéncias obtidas, verificou-se que, em ambos os isolados
sequenciados, o elemento Boto provavelmente ndo sofreu transposi¢cao para
os sitios analisados no genoma de M. perniciosa. Isto comprova a atividade
deste elemento, pois, no isolado usado como referéncia para este estudo, o
elemento Boto estava inserido naquela posicdo. Na analise da sequéncia da
ORF 1, verificou-se a presenga de dois possiveis introns, um contendo 55 pb
e outro de 48 pb. Esta sequéncia codifica uma proteina de 422 residuos de

aminoacidos. Para comprovar a presenga dos introns, experimentos de RT-



PCR foram realizados com a utilizagdo de dois conjuntos de
oligonucleotideos. Os amplificados obtidos, quando cDNA foi utilizado como
molde da reacdo de PCR, foram clonados e sequenciados, sendo confirmada
a posicao e o tamanho dos dois introns preditos. Analise de RT-PCR mostrou
que esta ORF é expressa mesmo em condi¢gdes normais de cultivo do fungo,
0 que € importante para atividade deste elemento, visto que outros estudos
mostram que a expressdo desta ORF é fundamental a transposicdo de
elementos PIF/Harbinger. Os resultados deste trabalho mostram que Boto é
ativo no genoma de M. perniciosa e pode ter um importante papel como
agente gerador de variabilidade genética neste fitopatdégeno. Vale ressaltar
que esta € a primeira descricdo de um elemento da superfamilia

PIF/Harbinger que apresenta dois introns na ORF 1.
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ABSTRACT

ALMEIDA, Ana Paula Morais Martins, M. Sc., Universidade Federal de
Vigosa, February of 2009. Characterization of the transposable element
Boto in Moniliophthora perniciosa, the causal agent of witche's broom
disease in cocoa tree (Theobroma cacao). Advisor: Marisa Vieira of
Queiroz. Co-Advisors: Denise Mara Soares Bazzolli and Elza Fernandes de
Araujo.

The hemibiothrophic basidiomycete Moniliophthora perniciosa, the
causal agent of witche's broom disease in cocoa (Theobroma cacao),
presents different transposable elements in its genome. A transposable
element of Class Il belonging to the super-family PIF/Harbinger, named Boto,
had been partially characterized in previous studies. The element Boto, as
well as other elements PIF/Harbinger, presents two ORFs (ORF 1 and ORF
2). OFR 2 codifies the transposase while ORF 1 codifies one protein which
function is unknown. The aim of this work was to prove the Boto element
activity and characterize the ORF 1. For assure the activity of the
transposable element Boto in the genome of M pernicious was carried out the
evaluation of the integration profile in isolates resultants of sexual cycle.
Three of such isolates showed variation in the copy number of transposable
element Boto, proving Boto activity. Furthermore, PCR reactions were carried
out for detection of insertion sites of this element in different isolates. Among
the 28 isolates used in this experiment, 14 showed amplification products with
expected size. The products of amplification of two isolates, randomly
chosen, were cloned and sequenced. The analysis of the obtained sequences
showed that in both isolated sequenced the element Boto did not transpose
for the insertion site analyzed in the M. perniciosa genome. It proves the
activity of this element in the genome of M. perciciosa, because, in the
isolated used as reference for this study, the Boto element was inserted in
that position. In the in silico analysis of the ORF 1 sequence, the presence of
two possible introns was verified, one containing 55 pb and another 48 pb.
This sequence codifies a protein of 422 amino acids residues. To
demonstrate the presence of the two introns, experiments of RT-PCR were
carried out using two oligonucleotides groups. Amplified products obtained,

when cDNA was used as template of PCR reaction, were cloned and

vii



sequenced, being confirmed the position and the size of the two predicted
introns. Analysis of RT-PCR also showed that this ORF is expressed even in
normal conditions of cultivation of the fungi, what is important for activity of
this element, since other studies showed that the expression of this ORF is
fundamental to the transposition of elements PIF/Harbinger. The results of
this work showed that Boto is active in the M. perniciosa genome and it can
have an important role as generating agent of genetic variability in this
phytopathogen. It is worth to emphasize that this is the first description of an

element of the superfamily PIF/Harbinger that presents two introns in ORF 1.
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1- INTRODUCAO

Elementos transponiveis sdo sequéncias de DNA moderadamente
repetitivo, capazes de sofrer transposi¢cao e, portanto, podem acarretar
grande variagao estrutural no genoma do hospedeiro. Estes elementos sao
ubiquos, sendo que em uma mesma espécie de fungo podem ser
encontrados elementos pertencentes a diferentes classes de transposons.

Moniliophthora perniciosa € o agente causal da vassoura-de-bruxa,
principal doenga que acomete a cultura do cacaueiro (Theobroma cacao).
Este fungo apresenta ampla variabilidade genética, o que é fator complicador
para seu controle, pois, dificulta a obtengcao de cultivares de cacaueiro com
resisténcia duradora.

No genoma de M. perniciosa, foi descrito um elemento transponivel
denominado Boto. Este elemento pertence a superfamilia Pif/Harbinger,
sendo caracterizado pela presenca de sitio de insercdo TAA e duas ORFs
(Open Reading Frame), uma que codifica a transposase e uma segunda
(ORF 1) cuja proteina possui fungdo desconhecida. A ORF 1 possui uma
regido que apresenta baixa similaridade com motivo de ligagcdo ao DNA do
fator de transcricdo myb de algumas plantas e animais, o que representa um
indicio de que ela pode estar relacionada ao controle da transposicdo. A ORF
que codifica a transposase foi caracterizada anteriormente, mas a ORF 1 foi,
superficialmente, analisada e seu produto pode desempenhar importante
papel no processo de transposigao.

Assim, os objetivos deste trabalho foram: comprovar a ocorréncia de
transposicao do elemento Boto por meio da deteccéo dos sitios de insercao e
da analise da transposi¢cao durante o ciclo sexual; e estudar a organizagao

estrutural e a expressao da ORF 1 presente em Boto.



2- REVISAO DE LITERATURA

2.1- Moniliophthora perniciosa

Moniliophthora perniciosa (Aime & Mora, 2005) é um basidiomiceto de
ciclo de vida hemibiotréfico e originario, provavelmente, da bacia amazénica
em uma regido que engloba o leste do Equador, sudeste peruano e centro-
sul da Colédmbia (Montamayor et al., 2002). Este fungo € o agente causal da
vassoura-de-bruxa, principal doenga do cacaueiro (Theobroma cacao). Em
1989, houve o primeiro relato de infecgao de cacaueiro por M. perniciosa, em
uma importante regido produtora brasileira, o estado da Bahia. Desde ent&o,
a disseminacao deste fitopatdogeno fez com que o Brasil passasse de
segundo no ranking dos maiores exportadores de cacau do mundo, com uma
producao em 1989 de 392,18 mil toneladas de améndoas deste fruto, a
importador de cacau. Em 2005, a producdo de améndoas de cacau no Brasil
atingiu apenas 209 mil toneladas (Ministério da Agricultura, 2006). Esta crise
na producdo do cacau, gerada pela devastagdo das plantagbes pela
vassoura-de-bruxa, somada a baixa do preco do produto gerou graves
problemas socioeconémicos, principalmente nas regides produtoras
(SUFRAMA, 2007).

M. perniciosa apresenta quatro biétipos determinados pela analise de
caracteristicas morfolédgicas, culturais, estudos de inoculacdo em plantas e
grupos de incompatibilidade (Griffth & Hedger, 1994a). Representantes do
bidtipo C infectam plantas pertencentes a familia Sterculiaceae,
predominantemente os géneros Theobroma e Herrania, sendo este o unico
biétipo cujos representantes causam perdas econbmicas (Evans, 1978;
Bastos et al., 1988). O bidtipo S causa sintomas da doenca em Solanaceae
(Bastos & Evans, 1985; Griffth & Hedger, 1994b). Os isolados pertencentes
ao bidtipo L sao sapréfitas e utilizam uma variedade de substratos. O bidtipo
H foi o mais recentemente descrito (Resende et al., 2000) e infecta
Heteropterys acutifolia, pertencente a familia Malpighiaceae. Os
representantes dos bidticos C e S sao homotélicos, enquanto os

representantes do biétipo L sdo heterotalicos (Griffth & Hedger, 1994b).



Quando infecta o cacaueiro, M. perniciosa apresenta duas fases
fisiologicas distintas: a primeira é biotrofica e o micélio cresce nos espacos
intercelulares do tecido do hospedeiro sem causar morte das células
vegetais; e a segunda fase é necrotréfica, sendo que o micélio torna-se
intracelular, utilizando os nutrientes obtidos da morte das células do tecido
infectado. Em condigbes ambientais favoraveis e apdés 3 a 6 meses de
infeccdo da planta, ocorre a formacdo dos basidiocarpos com posterior
liberacdo dos basididosporos. Como os bidtipos C e S sdo homotalicos e,
portanto, possuem micélio autofértil, o gendtipo parental &€ disseminado sem
necessidade de cruzamento com micélio compativel antes da formagao do
basidiocarpo, o que leva a uma disseminagdo rapida e clonal do fungo
(Griffth & Hedger, 1994a).

Estudos genéticos baseados em marcadores de RAPD (Andebrhan &
Furtek; 1994 Andebrhan et al.,, 1999), ERIC-PCR (Arruda et al., 2003) e
cariotipagem molecular (Rincones et al.; 2003; Rincones et al., 2006;
Gramacho et al., 2007; Silva et al., 2008) demonstraram alta variabilidade
genética neste fungo.

Entre os processos que podem gerar esta variabilidade em M.
perniciosa, o0s elementos transponiveis podem apresentar funcao
fundamental, uma vez que, segundo Daboussi (1997), estes podem ser os
principais responsaveis pela alta adaptabilidade e plasticidade apresentada

por muitas espécies de fungos.

2.2 Elementos transponiveis

Elementos transponiveis podem ser definidos como sequéncias de
DNA moderadamente repetitivas, que se encontram dispersas no genoma.
As copias ativas desses elementos sao capazes de mover-se de um local ao
outro do genoma, sendo que sua insergao, embora nao necessite de uma
regiao de homologia, nao € totalmente aleatéria.

Elementos transponiveis sdo os maiores constituintes da fragao
repetitiva do genoma, sendo encontrados em todas as espécies dos trés
dominios: Archaea, Bacteria e Eukarya (Daboussi, 1997). Entretanto, a

proporcao de elementos transponiveis em cada genoma é variavel, sendo



apontada por Wright & Finnegan (2001) como uma das grandes diferencgas,
em nivel de genoma, entre as espécies eucarioticas. Em milho (Zea mays)
estes elementos correspondem a cerca de 60% do genoma (Messing &
Dooner, 2006), enquanto em Drosophila melanogaster correspondem a 15%
(Pimpinelli et al., 1995) e na levedura Saccharomyces cerevisae corresponde
a 3,1% apenas (Goffeau et al., 1996). Embora amplamente distribuidos, os
primeiros relatos da presenca de elementos transponiveis em fungos
filamentosos ocorreram ha 50 anos, aproximadamente, apés a descoberta
desses elementos em 1947, pela pesquisadora Barbara McClintock
(McClintock, 1947).

Devido ao crescente aumento de informagdo sobre os elementos
transponiveis e bem como a grande diversidade apresentada pelos mesmos,
Wicker e colaboradores (2007) apresentaram um novo modelo unificado de
classificagado dos elementos transponiveis eucariéticos, baseado no modelo
anteriormente proposto por Finegann (1989).

Neste modelo unificado, os elementos transponiveis sao divididos em
duas classes de acordo com a presenca ou auséncia de um intermediario de
RNA durante o processo de transposicdo. Os elementos que possuem este
intermediario sdao denominados Classe | ou retrotransposons, enquanto
aqueles que ndo possuem este intermediario sdo agrupados na Classe |l
(transposons de DNA). A classe Il €, ainda, dividida em duas subclasses. A
subclasse 1 € composta por elementos que nao se duplicam antes da
insercdo e se transpdem por mecanismos de excisdao e integragédo e,
portanto, tem ambas as fitas do DNA clivadas durante o processo de excisao.
Quanto a subclasse 2, € composta por aqueles elementos que se duplicam
antes da insercao e, portanto, tem somente uma das fitas de DNA clivadas
durante o processo de transposicéo (Wicker et al., 2007).

O taxon seguinte, Ordem, é dividido de acordo com as diferengas na
organizacgao geral do elemento transponivel e também em sua enzimologia.
De acordo com este modelo, as superfamilias pertencentes a uma mesma
ordem deveriam compartilhar uma estratégia de replicagdo, mas seriam
distinguidas com base em certas caracteristicas como estrutura da proteina e
regides nao codificantes, presenga e tamanho da duplicacdo do sitio-alvo
(TSD, do inglés Target Site Duplication) (Wicker et al., 2007).



As superfamilias, por sua vez, sdo divididas em familias. Estas sao
definidas de acordo com a identidade na sequéncia de DNA dos elementos
transponiveis que a compdem. As familias podem ser, ainda, divididas em
subfamilias definidas com base em dados filogenéticos. Embora uma mesma
familia de elementos transponiveis pode conter tanto elementos auténomos
quanto elementos ndo autdbnomos, estes elementos sao classificados em
diferentes subfamilias. Segundo Wicker e colaboradores (2007) um elemento
autbnomo € aquele que apresenta todas as regides codificadoras
necessarias para que ocorra a transposicao, independentemente de ser ativo
ou ndo. Enquanto elementos transponiveis ndo autbnomos sao aqueles que
nao possuem parte ou toda a regido codificadora encontrada no elemento
autébnomo. Frequentemente elementos ndo autbnomos s&o originados por
meio de delecdo interna de elementos autdbnomos (Zhang et al., 2001,
Kikuochi, 2006). O menor taxon, insercao, diz respeito a uma coépia particular
que corresponde a um evento especifico de transposicéo e insergao (Wicker
et al., 2007).

2.2.1- Elementos transponiveis da Classe Il

Elementos transponiveis da Classe |l s&do divididos em duas
subclasses. A subclasse 1 compreende elementos transponiveis, que se
transpbéem por mecanismo de excisao e integragao, sendo que, durante o
processo de excisdo, ambas as fitas do DNA s&o clivadas (Wicker et al.,
2007).

A transposicao desta subclasse de elementos € mediada pela enzima
transposase, a qual se liga proximo ou nos dois boxes especificos das
terminagées repetidas invertidas (TIRs, do inglés Terminal |Inverted
Repeated), que sédo sequéncias palindrénicas localizadas no meio do final 3’
de cada TIR e que possuem papel importante na ligagdo da tranposase, visto
que as TIRs apresentam motivos de ligacdo a transposase e sitios de
clivagem em suas extremidades. Além das TIRs, a regido UTR (do inglés
Untranslated Region), que € aquela compreendida entre a TIR e a ORF que
codifica a transposase, também desempenha papel no processo de

transposicao, pois, as UTRs contém informacdo necessaria para a



transcricdo e tradugao da transposase. A transposase catalisa a reacédo de
quebra, excisando o transposon e inserindo-o em um novo local no genoma.
Durante o processo de insergéo, forma-se um gap no DNA que, por meio de
reacdes quimicas sucessivas, € reparado com a formacgao dos TSDs. O
comprimento do TSD formado é determinado por propriedades cataliticas de
cada transposase, o que faz com que elementos transponiveis da mesma
superfamilia possuam, geralmente, TSDs do mesmo tamanho (Benjamin, et
al., 2007; Bouvet, et al., 2008; Feschotte et al., 2002). Além disso, a exciséo
do elemento transponivel do sitio doador & frequentemente imperfeita,
levando a formagao de footprints. Estes footprints sdo pequenas delecoes,
inversdes ou mesmo introdugao de alguns pares de base na regido onde o
elemento transponivel se excisou (Nakajima et al., 2005; Feschotte &
Pritham, 2007; Hikosaka & Koga, 2007).

Como elementos da classe Il se transpdéem por mecanismo nao
replicativo, 0 aumento no numero de copias destes elementos ocorre por
meio de mecanismos indiretos e dependentes da maquinaria do genoma
hospedeiro, tais como a transposicdo durante o processo replicativo e
mecanismos de reparo de quebra de dupla fita via recombinagdo homodloga
(Feschotte & Pritham, 2007).

A subclasse 1 apresenta duas Ordens. A primeira e mais bem
conhecida é a ordem TIR, caracterizada por terminais invertidos repetidos e
de tamanho variavel. Esta ordem possui nove superfamilias que se
distinguem por suas sequéncias TIR e TSD. Estas superfamilias sao: Tcl-
mariner, Mutator, hAT, Merlin, Transib, P, PIF/Harbingerr, CACTA e Crypton
(Wicker et al., 2007).

A superfamilia Tcl-mariner € uma das mais diversas e amplamente
distribuida na natureza. A estrutura dos elementos transponiveis
pertencentes a esta superfamilia € simples, sendo constituida de uma ORF,
que codifica a transposase flanqueada pelas TIRs. Nesta superfamilia, estao
presentes elementos com repeticdes terminais invertidas de tamanho
variavel, sendo que no elemento Fotl estas repeticdes terminais sdo de 12 a
17 pb e no elemento transponivel Tc3 os TIRS possuem 462 pb. Os
elementos transponiveis variam de 1,3 a 2,4 Kb, sendo que esta variacao

ocorre principalmente devido a variagdo no comprimento dos TIRs. Alguns



elementos como Tcl, Tc3 e Mimos ainda apresentam introns na ORF, que
codifica a transposase. Existe ainda, em varios elementos desta superfamilia,
a formacédo de um TSD de sequéncia TA devido a preferéncia de integracéo
adjacente a esta sequéncia (Benjamim, et al., 2007; Daboussi & Capy, 2003;
Wicker et al., 2007).

Elementos da superfamilia hAT apresentam duplicacdo de 8 pb do
sitio-alvo, TIRs relativamente pequenas, 5-27 pb e menos de 4 Kb de
comprimento total do elemento transponivel (Wicker et al., 2007). Dentre os
elementos desta superfamilia, se destaca o elemento Restless isolado
inicialmente de linhagens de Tolypocladium intatum (Kempken & Kick,
1996). O numero de copias do elemento transponivel Restless é variado
entre as espécies estudadas, sendo que na linhagem, onde ele foi
inicialmente isolado, o numero de copias é 15 (Kempken et. al, 1998). Este
elemento tem sido utilizado em protocolos de inativagdo génica, sendo que
um gene regulatorio do metabolismo de nitrogénio de T. intatum, tnirl foi
identificado com o auxilio deste elemento (Kempken & Kuck, 2000).

Elementos transponiveis pertencentes a superfamilia Mutator sao
encontrados em plantas, fungos e também procariotos (Eisen et al., 1994;
Lisch et al., 2001; Chalvet et al., 2003). O primeiro elemento transponivel
identificado como pertencente a esta superfamilia € o Mutator, encontrado no
genoma de milho. Este elemento transponivel é reconhecido como um dos
elementos transponiveis mais ativos em plantas e foi amplamente usado em
sistemas de mutagénese (Leeuwen et al., 2007). Elementos Mutator-like
possuem repeticoes terminais invertidas de aproximadamente 200 pb e
duplicam 9 pb do sitio-alvo durante a inserg¢do. O elemento Hop, encontrado
em Fusarium oxysporum, foi o primeiro elemento transponivel identificado em
fungo, pertencente a esta superfamilia. Este elemento possui 3.299 pb e
apresenta sequéncias terminais invertidas repetidas de 99 pb, que
flanqueiam uma ORF n&o interrompida de 2,507 pb. Além disso, foi
encontrada uma duplicacao de 9 pb do sitio-alvo (GGGACACCG) na maioria
das copias de Hop sequenciadas. Contrariamente ao relatado para os
elementos transponiveis da superfamilia Mutator, nas copias do elemento
Hop analisadas foi observada grande homogeneidade em relagdo a sua

estrutura e tamanho (Chalvet et al., 2003).



Elementos pertencentes a superfamilia Merlin foram encontrados em
um amplo espectro de genomas animais e também em eubactérias, mas nao
foram encontrados em fungos. Os terminais repetidos invertidos destes
elementos variam ente 24 e 462 pb e sao flanqueados por repeti¢cdes diretas
de 8-9 pb. Elementos Merlin possuem uma ORF, que codifica uma
transposase de cerca de 300 aminoacidos e que apresenta forte similaridade
com transposases de um grupo de sequéncias de insergdo bacterianas
(1IS1016). Elementos autbnomos desta superfamilia podem ter mais de 10 Kb
de comprimento, enquanto alguns elementos nao autbnomos podem chegar
a possuir poucas centenas de pares de base (Feschotte, 2004; Wicker et al.,
2007).

A superfamilia Transib é constituida de elementos transponiveis que
possuem 3 a 4 Kb, produzem TSDs de 5 pb ricas em GC e seus terminais
repetidos invertidos possuem 9 a 60 pb. A transposase codificada por
elementos pertencentes a esta superfamilia possui cerca de 700
aminoacidos e nao apresenta similaridade com transposase de nenhuma
outra superfamilia, mas possui similaridade significativa com a proteina
RAGH1, relacionada a recombinacado V(D)J. Recombinacédo V(D)J € um tipo
de reagdo de recombinagdo, que envolve segmentos génicos néo
homologos, V, D e J dos genes da imunoglobulina (Ig) e receptor para o
antigenos (TCR) responsavel pela formagdo da porcao variavel destas
proteinas. Este mecanismo € responsavel pela grande variedade de
imunoglobulinas e receptores para antigenos, encontrada nos vertebrados
(Kidwell & Lisch, 2000; Kapitonov & Jurka, 2005).

Além disso, evidéncias mostram que os TIRs dos elementos Transib
podem ser a sequéncia ancestral das sequéncias sinais do sistema de
recombinacdo V(D)J. Tais evidéncias suportam a teoria segundo a qual a
recombinac¢do V(D)J é produto de um evento de domesticagdo de elementos
transponiveis (Kapitonov & Jurka, 2005; Feschotte & Pritham, 2007). O
primeiro relato de um elemento integro desta superfamilia foi realizado por
Chen & Li (2007). Este elemento, denominado Hztransib, foi isolado de
Helicoverpa zea e possui 3518 pb incluindo um terminal repetido invertido 5’

de 552 pb e um terminal repetido invertido 3’ de 502 pb. A transposase



codificada por este elemento possui 507 aminoacidos e suas duplicagdes do
sitio-alvo possuem 5 pb (CGTCG).

Elementos da superfamilia piggyBac sao caracterizados por sua
preferéncia de insercdo em sitios TTAA e por possuirem dois a trés residuos
C/G na extremidade de seus terminais repetidos invertidos. O tamanho
médio de cada elemento desta superfamilia é 2,5 Kb aproximadamente,
sendo que este elemento possui uma ORF que codifica uma transposase
funcional de cerca de 64 kDa, a qual contém uma regiéo rica em cisteina em
sua porcao C-terminal. Seus TIRs possuem 13 pb, sendo que estes
elementos ainda apresentam repeticdes internas de 19 pb distribuidas
assimetricamente (Penton et al., 2002; Wang et al., 2008). Elementos
piggyBac s&o amplamente distribuidos em eucariotos, sendo que sequéncias
similares a piggyBac foram encontradas, inclusive, nos fungos Nectria
haematococca, Phytophthora sojae e Phytophthora Infestans (Sarkar et al.,
2003).

O elemento transponivel piggyBac tem grande potencial para ser
usado como ferramenta em estudos moleculares e terapia génica, pois,
possui a capacidade de inserir genes exdgenos maiores que 14 kb em
células embrionarias de camundongos, € capaz de se transpor em uma
grande variedade de organismos, incluindo humanos, bem como sua exciséo
€ perfeita, ndo deixando footprint. (Ding, et al., 2005; Feschotte 2006, Wu,et
al., 2006). Além disso, quando comparado com outros transposons que
também sao utilizados em estudos moleculares, piggyBac apresentou
frequéncia de transposicdo maior em todos os quatro tipos de células de
mamiferos usados no estudo (Wu, et al., 2006).

Elementos pertencentes a superfamilia CACTA sao encontrados
principalmente em plantas, sendo que sua presenca foi relatada
recentemente em animais e fungos (DeMarco et al., 2006). O nome desta
superfamilia vem da sequéncia-consenso encontrada nas extremidades das
TIRs destes elementos, embora em fungos e animais esta sequéncia seja
CCC. Além disto, em animais e fungos, os TSDs possuem dois pares de
base, enquanto em plantas os TSDs sao de trés pares de base. Elementos
CACTA apresentam, além do gene que codifica a transposase, uma segunda
ORF (DeMarco et al., 2006; Wicker et al., 2007). No elemento Spm, devido a



ocorréncia de splicing alternativo, ha producdo de quatro diferentes
transcritos, tnpA, tnpB, tnpC e tnpD, sendo os transcritos tnpA e tnpB
monocistronicos e os transcritos tnpC e tnpD, dicistronicos. Além disso,
dentre quatro transcritos, tnpA e tnpD codificam proteinas cujo papel é
essencial ao processo de transposi¢cao deste elemento (Masson et al., 1991).
A superfamilia P é composta por elementos que geram TSDs de oito
pares de base (Wicker et al., 2007). Dentre os elementos pertencentes a esta
superfamilia, o mais estudado € o elemento P encontrado em Drosophila.
melanogaster, o qual da nome a superfamilia. O elemento P possui quatro
éxons no gene que codifica para a transposase, TRIs de 31 pb e repeti¢cdes
invertidas subterminais de 11 pb. Este elemento é, amplamente, utilizado
como ferramenta em estudos moleculares em D. melanogaster. Entretanto,
para que o elemento transponivel P pudesse ter esta funcédo, o gene que
codifica a transposase foi modificado, ja que este elemento era ativo somente
em células embrionarias. Em células somaticas, ndo havia a retirada do
intron entre os éxons dois e trés, devido a acido de uma proteina repressora
de splicing e, assim, havia formagado de uma transposase truncada, que agia
como repressora da transposicao deste elemento (Ryder & Russell, 2003).
Elementos autbnomos pertencentes a superfamilia PIF/Harbinger
possuem TIRs variando de 14-25 pares de bases e sao flanqueados por TSD
de trés pares de base, cuja sequéncia € TTA ou TAA (Jurka & Kapitonov,
2001; Grzebelus et al., 2007) . Além disso, possuem duas sequéncias de
leitura aberta sendo que uma codifica a transposase e a outra, uma proteina
de funcdo desconhecida. A transposase codificada por estes elementos
ainda apresenta similaridade com sequéncias de insercao bacteriana do tipo
IS5 (Zhang et al., 2004). A ORF 1 destes elementos, a qual codifica a
proteina de fungdo desconhecida, é mais divergente entre os membros da
superfamilia PIF/Harbinger do que a ORF responsavel pela codificagdo da
transposase. Entretanto, ela apresenta blocos de aminoacidos conservados,
sendo que, nos elementos semelhantes a PIF/Pong, o bloco mais
conservado é localizado em uma regido de aproximadamente 100 residuos
de aminoacidos, que apresenta baixa similaridade com motivo de ligagéo ao
DNA do fator de transcricao myb de algumas plantas e animais (Zhang et al.,

2004). Este € um indicio de que esta ORF pode estar relacionada ao controle
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da transposicdo. Além disso, Yang e colaboradores (2007) demonstraram
que, para a transposi¢ao do elemento ndao autbnomo mPing em A. Thaliana,
era necessario a presenga tanto da transposase quanto da segunda ORF
funcionais.

A organizacdo destas ORFs (cabeca-cabecga, cabeca-cauda, cauda-
cauda) é variavel dentre os elementos presentes em diferentes organismos.
Dentre os elementos pertencentes a esta familia o elemento PIF e o
elemento Harbinger foram, primeiramente, identificados.

O elemento transponivel Harbinger foi, inicialmente, identificado no
genoma de Arabidopsis thaliana por meio de analise de sequéncia. Este
elemento possui 5.382 pb e codifica duas proteinas denominadas HARBX e
HARBT. Embora HARBX né&o tenha apresentado similaridade com alguma
outra proteina, HARBT apresentou similaridade com varias transposases de
sequéncias de insercao bacterianas (Kapitonov & Jurka, 1999).

O elemento PIF (P Instability Factor), encontrado no genoma do milho,
foi identificado como multiplas inser¢cdes de 2,3 e 5,2 kb no intron dois do
gene R, regulador responsavel pelo controle da sintese e distribuicdo do
pigmento antocianina em diversos tecidos da planta (Walker et al., 1997).
Estes elementos denominados PIF 12 e PIF 6, respectivamente, sofrem
transposicao, embora analise de sua sequéncia tenha mostrado que ambos
nao sao autdbnomos (Jurka e Kapitonov, 2001). Os elementos PIF também
foram associados a origem e mobilidade dos elementos nao-auténomos
MITES (miniature inverted-repeated transposable elements) do tipo Tourist-
like (Zhang et al., 2001), os quais passaram a integrar a superfamilia
PIF/Harbinger apds esta descoberta (Jurka & Kapitonov, 2001).

Os elementos PIF/Harbinger sao abundantes em plantas, sendo
encontrados em varias espécies de angiospermas (tanto em
monocotiledéneas quanto em dicotiledéneas), gimnospermas e também no
genoma de algumas algas. Entretanto, sua presenca so6 foi relatada em trés
espécies de fungos, Filobasisiella neoformans, Neurospora crassa (Zhang et
al., 2004) e M. perniciosa (Pereira, 2005). Esta distribuicdo esporadica e
desuniforme destes elementos em fungos é um indicio de que estes foram
transferidos horizontalmente (Zhang et al.,, 2004; Grzebelus et al., 2007;
Grzebelus & Simons, 2008).
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A segunda ordem da subclasse 1 é composta pela superfamilia
Crypton. Esta superfamilia ainda € pouco conhecida, sendo que todos os
seus elementos descritos até o momento foram encontrados em fungos. Os
elementos desta superfamilia contém uma unica ORF, muitas vezes
interrompida por introns, como no caso do elemento Crypton Cn 1, onde os
introns estdo presentes em numero de cinco. Esta ORF codifica uma tirosina
recombinase, cujo dominio C terminal parece estar envolvido com ligagdo ao
DNA (Goodwin, et al.,, 2003). Sequéncias que codificam tirosinas
recombinases semelhantes a dos elementos Cryptons s&o também
encontradas em alguns fagos, seqiéncias de insergcao bacterianas e mesmo
retrotransposons DIRS-like. Entretanto, elementos Cryptons ndo possuem
alguma OFR que codifique transcriptase reversa’, o que sugere que eles se
transponham via intermediario de DNA (Goodwin, et al., 2003; Wicker et al.,
2007). Elementos transponiveis desta superfamilia ndao possuem TIRs, mas
levam a duplicagéo do sitio-alvo, o que pode ocorrer em decorréncia de seu
mecanismo de transposicdo, que envolve recombinacdo e integragao.
Acredita-se que o elemento se excisa por recombinagdo em uma reacao
envolvendo, provavelmente, a tirosina recombinase. O DNA dupla fita
excisado é circularizado, sendo que a jungao circular contém uma unica
cbpia da repeticdo direta, que flanqueia o elemento (sequéncia doadora).
Este DNA se move para um novo local no genoma, que possui uma
sequéncia idéntica ou muito similar a sequéncia doadora, inserindo-se via
recombinacdo, gerando a repeticdo direta que flanqueia o elemento
(Goodwin et al., 2003).

A subclasse 2 é formada por elementos transponiveis, que se
transpdem sem a ocorréncia de clivagem de dupla fita. Neste caso, a
transposicdo envolve o deslocamento de uma unica fita, mas ndo ha
presenca de intermediario de RNA no processo, o que € caracteristico de
elementos pertencentes a classe Il. Dentro dessa subclasse, existem duas
ordens, Helitron e Maverick (Wicker et al., 2007).

Elementos dessa ordem sao caracterizados por se replicarem por
meio de um mecanismo semelhante ao circulo rolante, tendo somente uma
das fitas do DNA clivadas. Além disso, elementos pertencentes a ordem

Helitron possuem motivos 5-TC e CTRR-3’ em seus terminais (sendo R uma
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purina), nao apresentam TIRs, formam hairpins de 16 a 20 pares de bases
separados por 10-12 nucleotideos do terminal 3’, se transpdem precisamente
entre 0 5" A e 0 3' T do sitio-alvo no hospedeiro, ndo ocasionando duplicacao
do sitio-alvo (TSD) ou qualquer outra modificagcdo no mesmo (Kapitanov &
Jurka, 2001; Kapitanov & Jurka, 2007). Elementos autbnomos ainda
codificam uma tirosina recombinase do tipo Y2, semelhante as encontradas
em transposons bacterianos, que se duplicam por meio de circulo rolante
(Wicker et al., 2007). Esta proteina apresenta dominio helicase, envolvido no
desnovelamento do DNA duplex formado durante o processo, um dominio
relacionado a iniciagdo da replicagdo, que catalisa a reagcédo de clivagem e
ligacdo do DNA, e ainda um motivo “duas tirosinas” responsavel pela
transferéncia de uma da fitas do DNA do Helitron para o sitio-alvo (Pritham &
Feschotte, 2007). Em algumas espécies, estes elementos podem ainda
codificar uma ou varias outras proteinas como, por exemplo, uma proteina
similar a proteina de replicagdo A, que se liga ao ssDNA (Kapitanov & Jurka,
2001).

A segunda ordem denominada Maverick também é conhecida como
Politons e esta presente de maneira desuniforme em todos os reinos
eucarioticos, a excegao das plantas (Prithan et al., 2007). Estes elementos
possuem entre 15-20 kb, sendo que suas TIRs variam de 400 a 700 pares de
bases e possuem TSDs de 6 pares de bases (Prithan et al., 2007; Kapitonov
& Jurka, 2006). Apesar de seu extenso tamanho, elementos pertencentes a
esta classe estdo presentes em cerca de 3000 copias no genoma de
Trichomonas vaginalis (Prithan et al., 2007). Mavericks autdnomos codificam
uma série de proteinas. Em Danio rerio, além de quatro proteinas de funcao
desconhecidas ainda s&o codificadas, por estes elementos, uma integrase,
uma DNA polimerase B, uma protease adenoviral e uma ATPase. A auséncia
de uma regido codificante para a transcriptase reversa sugere que este
elemento se transponha sem intermediario de RNA. Kapitonov & Jurka
(2006) propuseram que a transposi¢cao deste elemento ocorreria por meio da
excisdo de fita simples do elemento mediada pela proteina integrase,
levando a formacado de transposon fita simples extracromossomal, que é
replicado pela DNA Polimerase B e integrado no genoma hospedeiro pela

proteina integrase.
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2.3- Elemento transponivel Boto

A analise de sequéncias que codificam proteinas transposase-like
encontradas no banco de dados do Projeto Genoma da vassoura-de-bruxa
do cacaueiro revelou a presenga de um elemento transponivel da classe I,
denominado Boto, que apresenta caracteristicas da superfamilia
PIF/Harbinger. A seqUéncia que codifica a transposase deste elemento foi
utilizada como sonda, para a clonagem do elemento Boto completo de um
banco genémico do fungo M. perniciosa, construido no fago lambda EMBL3
(Pereira, 2005).

Este elemento possui 3.089 pb e apresenta sequéncias terminais
repetidas invertidas de 45 pb. Uma sequéncia de 3 pb (TAA) foi encontrada,
flanqueando as repeti¢cdes terminais e caracterizando, assim, a ocorréncia de
duplicacdo do sitio-alvo. O elemento Boto possui duas ORFs, uma ORF
inicia-se 127 pb “downstream” da regido terminal repetida 5’ e codifica uma
proteina contendo 414 aminoacidos, que possui alta similaridade com as
transposases de elementos tipo PIF encontradas em plantas. Segundo Silva
(2006), o gene que codifica a transposase putativa possui dois introns, um de
53 pb e outro de 48 pb (Figura 1). A regido que codifica a transposase dos
demais elementos PIF também possui introns; entretanto, a posicdo dos
introns presentes no elemento Boto difere daquelas encontradas em
elementos PIF-like.

A segunda ORF do elemento Boto, denominada ORF 1, codifica uma
proteina de funcdo desconhecida, que apresenta baixa similaridade com
fatores de transcricdo, o que pode ser um indicio de que esta proteina seja
uma proteina de ligagdo ao DNA (Pereira, 2005). Entretanto, esta ORF em
M. perniciosa apresenta um tamanho reduzido, em comparagdo com aquelas
observadas nos demais elementos PIF/Harbinger, como no caso do
elemento DcMaster encontrado em Daucus carota, onde a segunda ORF
possui 1375 pb contendo dois éxons separados por um intron e que codifica
para uma proteina de 353 residuos de aminoacidos (Grzebelus et al., 2006).

Embora a fungéo desta segunda ORF né&o seja clara, seu papel no processo
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de transposi¢cao € crucial, sendo que a auséncia de uma segunda ORF
funcional leva a ndo transposic&o do elemento (Yang et al., 2007).

Os genes encontrados no elemento Boto se orientam em diregdes
opostas, sendo que o gene que codifica para a transposase se encontra
upstream em relacdo ao segundo gene (Pereira, 2005). Esta caracteristica
do elemento Boto é também contrastante com o que foi até agora relatado
para elementos PIF-like, cujos genes sao orientados de maneira oposta, mas
apresentam a sequéncia que codifica a transposase downstream ao outro
gene (Zhang et al., 2004).

Frame -2
Intron Intron 107 aa
53 bp 48 bp . unknown protein
L] ) | N - o e " ,
(5'-TAA-3') e I 0 | ] (5-TAA3)
45 bp Transposase . | bp
414 aa Hindlll (2801 bp)

Figura 1: Esquema do elemento transponivel Boto (Silva, 2006).

A analise do perfil de distribuicdo do elemento Boto em isolados de
diferentes bidtipos de M. perniciosa revelou, somente, uma cdpia deste
elemento em isolados do bidtipo S, nenhum elemento Boto foi detectado no
isolado do bidtipo L analisado e 6-12 copias deste elemento foram
encontradas em isolados do bidtipo C. A anadlise de parametros como a
variagdo no numero de copias e distribuicdo de elementos Boto juntamente
com o fato de a transposase de Boto ser expressa mesmo em condicdes
normais de cultivo, sendo que estresse por caréncia de carbono ou nitrogénio
nao influenciou sua expressao, demonstram a atividade deste elemento em

M. perniciosa (Pereira, 2005).
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2.4- Elementos transponiveis e o genoma hospedeiro

Elementos transponiveis possuem importante fungao na evolugado dos
genomas. Este fato € devido, principalmente, ao amplo espectro mutacional
destes elementos (Kidwell & Lisch, 1997). As mutacbes geradas por
elementos transponiveis podem ser causadas pelo préprio mecanismo de
transposicdo. Neste caso, elementos da classe |l geram variabilidade
adicional devido a seu mecanismo de excisdo e integracdo, em que
pequenas sequéncias de DNA sdo deixadas no sitio de excisdo (Colot et al.,
1998). Atualmente, elementos transponiveis da classe Il sdo considerados
como a principal fonte de mudancgas evolucionarias, visto que podem se
inserir em uma variedade de sitios do genoma devido sua curta sequéncia-
alvo.

Todavia, elementos transponiveis da classe |, juntamente com
processos de poliploidizacado, estdo relacionados ao aumento do conteudo
gendmico, devido seu mecanismo de transposi¢ao replicativa (Wright et al.,
1996; Piegu et al., 2006). Uma série de rearranjos genéticos como inversdes
(Mathiopoulos et al., 1998), duplicagdes (Thon et al., 2006) e translocacdes
(Codon et al., 1997) sdo,atualmente, relacionados a elementos transponiveis
cuja atuacdo causa, portanto, grande impacto no genoma do hospedeiro.
Duas teorias principais tentam explicar como este elemento € mantido no
genoma hospedeiro, apesar de gerar tais mudancas.

A primeira é a hipotese do DNA parasita, também conhecida como
hipotese do DNA egoista. Esta hipétese considera que a transposigéo causa,
na maioria das vezes, efeitos negativos para o hospedeiro e que os
elementos transponiveis s6 sdo mantidos no genoma devido sua grande
capacidade de autoduplicacdo. Neste caso, a abundancia de elementos
transponiveis na populacado seria controlada por um balanco entre as forgas
de transposi¢cdo que aumentariam a abundancia do elemento e a agdo da
selecao purificadora, que removeria individuos com alto numero de copias.
Além disso, os elementos transponiveis seriam mais ativos e frequentemente
encontrados em organismos, que realizam reprodugao sexuada, enquanto

organismos que realizam reprodugdo assexuada teriam uma baixa
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frequéncia de transposicao e até mesmo poucos elementos transponiveis
(Wright & Finnegan, 2001; Kidwell & Lisch, 1997).

De acordo com a segunda teoria, atualmente mais aceita, os
elementos transponiveis ndo sdo meros parasitas genémicos e podem prover
uma série de beneficios ao hospedeiro ao causar a reestruturagdo do
genoma (Kidwell & Lisch, 2000). Miller e colaboradores (1999) mostraram
que, quando inseridos no genoma hospedeiro, elementos transponiveis
podem passar a atuar como novos cis-elementos ou enhancers e, assin,
modular a expressao de genes do hospedeiro. Além disso, em Magnaporthe
grisea, a insercado do elemento transponivel Pot3 a 304 pb upstream do
cédon de iniciagdo do gene AVR-Pitta, em um isolado avirulento, fez com
que o mesmo se tornasse virulento (Kang et al., 2001). A inser¢cao de
elementos transponiveis também pode agir interrompendo o gene e novas
funcdes celulares podem ser adquiridas devido a presengca desses
elementos, como € o caso da manutencao dos teldmeros em Drosophila, que
€ realizada pelos retrotransposons Het-A e TART (Pardue & DeBaryshe,
1999).

O impacto que a transposi¢ao tem na fungao do genoma vai depender
da posicado dos elementos transponiveis e de seus sitios de insercdo. De
acordo com o nicho gendmico que ocupam os elementos transponiveis
podem ser divididos em dois tipos. O primeiro tipo seriam aqueles que se
inserem dentro ou proximo de sequéncias de coépia unica, enquanto o
segundo tipo seria constituido de elementos transponiveis, que se inserem
preferencialmente dentro de regides distantes dos genes do hospedeiro, tais
como regides de heterocromatina ou regides intergénicas como o caso dos
retrotransposons Ty de S. cerevisae onde os elementos Tyl e Ty3 que se
integram em regides upstream dos genes de transcricdo da RNA polimerase
Il tendo, portanto, pouco impacto na expressao génica pelo fato de se tratar
de regides sem promotores e sem genes funcionais. Ja o elemento Ty5 se
integra, preferencialmente, dentro de regides de heterocromatina nos
teldbmeros e loci mating-type silenciados (Ebina & Levin, 2007, Kidwell &
Lisch, 1997 e Maxwell & Curcio, 2007).

O nicho ocupado também teria reflexo no efeito do elemento

transponivel sobre o organismo hospedeiro. Os elementos do primeiro tipo
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estariam envolvidos em processos de alteragdo da expressao génica do
hospedeiro. Este tipo de elemento estaria sujeito a mecanismos de
regulagdo, como metilagdo, heterocromatizagédo e perda por recombinagao.
Em contrapartida, a regido por eles ocupada é rica em fatores que favorecem
a transcricdo e a replicagdao. Os elementos do segundo tipo iriam afetar a
arquitetura global do cromossomo hospedeiro. Entretanto, o fato de se
inserirem em regides, onde a presenca de genes essenciais € rara e a taxa
de recombinacdo é baixa, minimizaria o efeito desses elementos sobre o
hospedeiro (Kidwell & Lisch, 1997).

2.5 Estresse e elementos transponiveis

Devido as alteragdes que os elementos transponiveis sdo capazes de
causar no genoma hospedeiro, sua transposicdo € controlada por
mecanismos epigenéticos como metilagdo (Ros & Kunze, 2001) ou de
maneira dependente de homologia (Cogoni, 2001; Crouch et al., 2008).
Entretanto, em varios organismos, a atividade dos elementos transponiveis
pode ser induzida por fatores populacionais e ambientais, em particular por
estresse.

Em geral, elementos transponiveis possuem uma baixa frequéncia de
transposicao (Labrador et al., 1999). Esta taxa de transposicdo em D.
melanogaster €, em média, da ordem de 10 transposi¢des por geracdo,
como exemplificado pelas taxas de transposigao dos elementos copia (1,3 x
107), Doc (4,2 x 10®), roo (3,1 x 10™*) e | (8x 10™*) (Nuzhdin et al., 1996).

Entretanto, € amplamente relatado que a atividade dos elementos
transponiveis pode ser induzida sob varias condigdes como, por exemplo, o
ciclo sexual cuja influéncia sobre a transposicdo € relatada em diferentes
organismos(Bouvet et al., 2008).

Em Drosophila, o aumento da frequéncia de transposicdo é
observado, quando se cruzam individuos de diferentes origens geograficas,
fendbmeno conhecido como disgénese hibrida, e relatado para alguns
elementos transponiveis como, por exemplo, Osvaldo (Labrador et al., 1999).
Fenbmeno semelhante foi relatado por Eto e colaboradores (2001) que

cruzando dois isolados de Pyricularia grisea, que possuiam distribuicdo
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assimétrica dos elementos transponiveis estudados (MAGGY, MGR586,
MGR583, MG-SINE e Pot2), observaram que MAGGY transpds ativamente
durante e apds o ciclo sexual, enquanto os demais ndo o fizeram. Uma
explicacdo para isto pode ser o fato de os demais elementos estarem
presentes em ambos os isolados, embora em numero e distribuicdo distintos.
Portanto, ambos os parentais poderiam estar equipados com um sistema de
repressao da atividade destes elementos, o que n&o aconteceria com
MAGGY, visto que ele s6 estava presente em um dos isolados utilizados no
cruzamento.

Entretanto, outros fatores estressantes podem também aumentar a
frequéncia de transposicdo de um dado elemento transponivel. Para o
retrotransposson MAGGY, presente em M. grisea, esses fatores foram:
choque térmico, sulfato de cobre e estresse oxidativo. Todavia, a radiacao
ultravioleta, tratamento com enzimas liticas para a protoplastizagcdo e
substancias antifungicas como sakuranetina e isoprotiolanato ndo induziram
a transposicdo deste elemento. Isto pode ser devido a auséncia de
elementos responsivos a estes agentes, nos promotores de MAGGY (lkeda
et al., 2001).

Bouvet e colaboradores (2008), analisando as sequéncias UTRs e
TIRs dos elementos transponiveis OPHIO1 e OPHIO2 presentes nos fungos
Ophiostoma ulmi e O. novo-ulmi, detectaram a presenca de sequéncias
semelhantes ao promotor hsp (relacionado com o desencadeamento da
expresséo dos genes da via de resposta ao choque térmico) no terminal 3’ da
5-TIR. A influéncia desta sequéncia promotora hsp-like sobre a transposi¢cao
destes elementos foi demonstrada, quando se analisou o perfil de integragéo
destes elementos no genoma de fungos submetidos a choque térmico (55 °C
durante uma hora). Nestes organismos ocorreu a perda de uma cdépia do
elemento transponivel, o que pode ser devido a um processo de transposi¢cao
incompleta, em que o elemento transponivel foi capaz de se excisar mas nao
conseguiu integrar novamente no genoma hospedeiro.

Pereira (2005) utilizou a técnica de RT-PCR (Reverse Transcriptase
Polymerase Chain Reaction) e verificou que condi¢des de estresse
nutricional, seja ele por caréncia de fonte de carbono ou nitrogénio, nao

induziram aumento da expressao de transcritos Boto-like em M. perniciosa.
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No entanto, utilizando as mesmas condi¢des testadas para elementos Boto-
like, observou aumento da expressdo de transcritos do retrotransposon
CpSaci em M. perniciosa.

A transposicdo como resposta a estresse ambiental pode ser vista
como resposta adaptativa do genoma, visto que facilitaria sua reorganizacao
e possibilitaria o surgimento de novos fendtipos, que suportariam melhor a
condicao de estresse (lkeda et al., 2001; Daboussi & Capy, 2003).

Segundo Capy et al. (2000), existem duas hipoteses possiveis para a
inducdo da atividade de elementos transponiveis sob condicdes de estresse.
A primeira seria uma resposta direta ao estresse devido a presencga de sitios
para ativadores transcricionais nas regides reguladoras dos elementos
transponiveis. Estes sitios reguladores seriam semelhantes aqueles
encontrados nos promotores de genes de defesa do organismo e seriam
ativados apods o estresse, devido uma cascata proteolitica que culminaria na
liberagdo dos ativadores transcricionais. Um segundo modo de resposta seria
aquele em que a condi¢ao de estresse levaria a desestabilizagdo do genoma,
0 que acarretaria no mau funcionamento de varios sistemas genéticos. Neste

caso, a indugao da transposicao nao é efeito direto do estresse.

2.6 Aplicacdes dos elementos transponiveis

Atualmente, elementos transponiveis constituem uma importante
ferramenta em estudos genéticos e moleculares. Sdo utilizados em
processos de inativagdo génica por mutagénese insercional (Pereira et al.,
2006), possuem potencial para serem usados em terapia génica em
humanos e mamiferos, onde os transposons tém sido modificados com o
intuito de substituir os vetores virais (Feschotte, 2006; Shinohara et al., 2007)
e em estudos de engenharia metabdlica onde estes sdo utilizados para
inserir sequéncias de DNA de mais de 57 kb (Fu et al., 2008). Elementos
transponiveis ainda tém sido utilizados em estudos de dindmica populacional,
evolugdo e para distingdo entre populagdes geneticamente divergentes
(Wright et al., 2001; Pereira et al., 2006; Hollister & Gaut, 2007).

Em estudos de mutacdo insercional, transposons apresentam a

vantagem de etiquetar o gene mutado, facilitando sua clonagem (Pereira et
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al., 2006). Além disso, alguns transposons, na presenca da transposase,
podem ser excisados do gene que estdo interrompendo e, com isso, resultar
na reversao do fendtipo ou dar origem a alelos com fendtipos ‘fracos’
(Ramachandran & Sundaresan, 2001). Elementos transponiveis como
Ac/Ds, originalmente encontrado em milho, ainda tém uma caracteristica
interessante que € sua capacidade de transpor em espécies distintas,
inclusive pertencentes a reinos distintos, como o caso de S. cerevisae (Well
& Kunze, 2000) e Danio rerio (Emelyanov et al., 2006).

Alguns elementos transponiveis tém sido modificados para se tornar
ferramentas mais convenientes aos estudos moleculares, como no caso do
elemento Ac, que foi modificado para que fosse transposto somente quando
induzido e uma unica vez. O fato deste elemento ndo ser capaz de se
transpor novamente evita transposi¢ao indesejada favorecida por estimulos
endégenos do hospedeiro (Li, et al., 2008).

Em fungos, alguns elementos transponiveis como o Restless em
Trichoderma inflatum, Fotl e Impala em F. oxysporum e MAGGY em M.
grisea tém sido utilizados como ferramentas para estudos de mutacéo
insercional em seus hospedeiros naturais e também testados quanto a sua
transposicao heteréloga (Nakayashiki et al.; 1999, Kempken & Kuck, 2000;
Migheli, et al., 2000; Nicosia et al., 2001; Vilalba et al., 2001). A atividade do
elemento Impala, por exemplo, tem sido relatada em varias espécies de
fungo, como Aspergillus nidulans (Nicosia et al., 2001), A. fumigatus (Firon et
al., 2003), Fusarium moniliforme (Hua-van et al., 2001), M. grisea
(Villalba et al., 2001) e Penicillium griseoroseum (DeQueiroz & Daboussi,
2003).
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3- MATERIAL E METODOS
Os experimentos foram realizados no Laboratério de Genética
Molecular de Microrganismos localizado no Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuaria — BIOAGRO, na Universidade Federal de Vigosa,
Minas Gerais.

3.1- Microrganismos e condi¢fes de cultivo

Os isolados de M. perniciosa usados neste trabalho foram estao

apresentados na tabela 1.

Tabela 1: Identificacdo dos isolados utilizados neste trabalho

Isolado | Identificagdo | Biétipo Origem Hospedeiro Instituicéo
na colecdo

1 ALF 42 C Itabuna/BA Theobroma cacao FAC

2 ALF 110 C - Theobroma cacao FAC

3 ALF 179

4 ALF 276 C Itabuna/BA Theobroma cacao FAC

5 ALF 278 C Itabuna/BA Theobroma cacao FAC

6 ALF 301 C - Theobroma cacao FAC

7 ALF 305 C - Theobroma cacao FAC

8 FA 281 C Aiquara, BA Theobroma cacao FAC

9 FA 317 C Ilhéus, BA Theobroma cacao FAC

10 FA 563 C lIhéus, BA Theobroma cacao FAC

11 DOA 100 C - Theobroma cacao -

12 CPO2 Cc Itabuna, BA Theobroma cacao UESC

13 UNICAMP C Itabuna, BA Theobroma cacao UESC

14 Santo Amaro C Santo Amaro, BA Theobroma sp UNB

15 SABA C Santo Amaro, BA Theobroma cacao UFLA

16 Belmomt C Belmont, BA - UFB

17 lIhéus C lIhéus, BA - UFB

18 606 G D-W C Itabuna/BA Theobroma cacao CEPLAC

19 676 G D-W C Floresta Azul/BA Theobroma cacao CEPLAC

20 896 FD-W C Jaguaquara/BA Theobroma cacao CEPLAC

21 948 F D-W C - Theobroma cacao CEPLAC

29 1734 D-W Cc Gandu/BA Theobroma cacao CEPLAC

23 FA 607 S Coimbra, MG Solanum lycocarpum FAC
FA 609 S Pocos de Caldas, Solanum sp FAC

24 MG

25 RWB 500 S Rio Pomba, MG Solanum cernum UFV

26 RWB 551 S Juiz de Fora Solanum lycocarpum UFV
SCL4 L San Carlos, Arrabidaea verrucosa uw

27 Equador

28 LA 17 L Pichilinge, Equador | Arrabidaea verrucosa uw
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FAC (Fazenda Almirante Cacau) em ltajuipe, Bahia, Brasil, UESC (Universidade Estadual de Santa
Cruz) em llhéus, Bahia, Brasil, UNB (Universidade de Brasilia) em Brasilia, Distrito Federal, Brasil,
UFLA (Universidade Federal de Lavras) em Lavras, Minas Gerais, Brasil, UW (University of Wales), em
Aberystwyth, U.K., CEPLAC (Comissao Executiva do Plano da Lavoura do Cacau) em llhéus, Bahia,

Brasil.

Além dos isolados citados na Tabela 1, foram obtidos isolados por
meio da recuperagédo de basididosporos do progenitor 1919 via ciclo sexual

identificados na Tabela 2.

Tabela 2: Isolados obtidos via ciclo sexual de M. perniciosa P € o progenitor

e 0s demais a prole obtida

Denominagéo do Identificacdo | Bidtipo Hospedeiro Instituicéo
isolado na colecédo

P 1919 C Theobroma cacao CEPLAC
P1 19191.2 C Theobroma cacao CEPLAC
P2 191914 C Theobroma cacao CEPLAC
P3 1919 1.5 C Theobroma cacao CEPLAC
P4 19191.7 C Theobroma cacao CEPLAC
P5 1919 1.8 C Theobroma cacao CEPLAC
P6 1919 1.9 Cc Theobroma cacao CEPLAC

‘P é o progenitor, = os demais isolados sdo a prole obtida a partir da

recuperacao dos basidiésporos do isolado 1919.

Os isolados fungicos foram mantidos em placas de Petri contendo
meio de cultivo Batata Dextrose Agar (BDA) incubados a 28 °C , sendo

repicados a cada 21 dias.

3.2- Extracdo de DNA

Para realizar a extracdo de DNA total, os isolados foram inoculados
sobre papel celofane em placas contendo meio BDA solido e incubados a 27
°C por 15 dias. O micélio obtido foi macerado em nitrogénio liquido. A

metodologia utilizada para a extragdo de DNA total foi a descrita por Speacht
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et al. (1982) com modificacdes. O DNA total foi quantificado e sua qualidade

analisada por eletroforese em gel de agarose 0,8 %.

3.3- Oligonucleotideos Utilizados

Os oligonucleotideos usados neste trabalho estéo listados na Tabela

Tabela 3: Oligonucleotideos utilizados neste trabalho

Oligonucleotideos |Identificacéo Sequéncia

Boto20ORFF1 1F 5-CTCATTGGTTGCCGAAGACT-3

Boto20RFR1 1R 5-CCTCGGGTTGGCCTTAACAT A-3’

Boto20ORFF2 2F 5-CAGAGCCAAACAGTGCAAAA-3’

Boto20ORFR2 2R 5-CAGGTGGATTGAGTGTCTCGG-3
BOTO 2.1 BOTO 2.1 | 5- TGTAGGCATTCGGACTTTCGG -3
BOTO 2.2 BOTO 2.2 5- TTCGGATGCTCTTGCCGT -3’
CPORT1 CPORT1 5- GCCTGAGCATGTCGAAGATT -3’
CPORT2 CPORT2 5- TTGCTTGTGAGCTTGGTGTC -3’

Os locais de anelamento dos oligonucleotideos utilizados sao
mostrados na Figura 2. Os oligonucleotideos Boto 2.1 e Boto 2.2 foram
utilizados nos experimentos de detecgao dos sitios de inser¢gao do elemento
transponivel Boto. O amplificado obtido quando se utilizou CPORT 1 e
CPORT2 foi usado como sonda nos experimentos envolvendo hibridizagao.
Os pares de oligonucleotideos Boto20ORFF1 - Boto20ORFR1 e Boto20ORFF2 -
Boto20ORFR2 foram utilizados para deteccdo de introns e também em

experimentos de expressao da segunda ORF do elemento transponivel Boto.
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Transposase ORF 1

Boto2.1 CPORT 2 CPORT 1 2F IR 2R1F Boto2.2
—— 11— — ==
TIR Intron Intron TIR

53 pb 48 pb

Figura 2: Esquema do elemento transponivel Boto mostrando os sitios de

anelamento dos oligonucleotideos utilizados no presente estudo.

3.4- Analise por PCR (Polimerase Chain Reaction) para deteccdo de

sitios de excisao (footprints)

As reagdes de PCR foram realizadas em um termociclador PTC-100-
MJ Research programado para realizar 40 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1
minuto a 54 °C, 1 minuto a 72 °C, e com um passo de extensao final a 72 °C
por 10 minutos. As reacdes foram preparadas para um volume final de 50 pL,
contendo 1x thermophilic DNA poly buffer (Promega), MgCl; 2,0 mmol L™
(Promega), 100 pmol L' de cada dNTP, 0,2 pmol L' de cada
oligonucleotideo, 40 ng de DNA e uma unidade de Tag DNA polimerase
(Promega).

Apos o término das reagdes, os produtos foram analisados por

eletroforese em gel de agarose 2,5 %.
3.5- Clonagem e sequenciamento

Os produtos de PCR foram clonados no vetor pGEM (Promega) de
acordo com as instrucdes do fabricante e sequenciados pelo método de

terminacao de cadeia por dideoxinucleotideos (Sanger et al., 1997) utilizando

o sequenciador MegaBace 500 (Amersham Pharmacia Biotech).
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3.6- Anélise do Perfil de Integracéo de Boto

O DNA total dos isolados oriundos do ciclo sexual foi clivado com a
enzima de restricdo Sall, escolhida por nao apresentar sitio de
reconhecimento no interior da a sequéncia de DNA utilizada como sonda, e
submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8 %. Os fragmentos de DNA
foram, ent&o, transferidos do gel de agarose para uma membrana de nailon
de acordo com os protocolos padrées (Sambrook et al., 1989). Foram
utilizados os kits de marcacao e de deteccdo da GE Healhcare: Amersham
Gene Images AlkPhos Direct Labelling and Detection System em condigdes
de alta estringéncia e como sonda foi utilizado um fragmento de DNA de 795
pb do gene que codifica a transposase do elemento Boto obtido por meio de
PCR utlizando-se os oligonucleotideos CPORT1 e CPORT2.

3.7- Extracdo de RNA Total e Andlise por Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

O isolado de M. perniciosa CPO2 foi mantido em placas contendo
meio Batata Dextrose Agar (BDA) e incubado a 28 °C. Apés sete dias de
incubacédo, discos de micélio de 7mm de didmetro foram transferidos para
Erlenmeyers contendo 50 mL de meio minimo (MM) e incubados sob
agitacdo de 100 rpm e a 28 °C. Apos dez dias de crescimento o micélio foi
filtrado, lavado, congelado em nitrogénio liquido e armazenado para posterior
extracdo de RNA Total.

O RNA total foi extraido utilizando o reagente TRIzol (Invitrogen®), de
acordo com as instrugdes do fabricante. Adicionalmente, as amostras foram
tratadas com DNAse RQI RNAse-free (Promega®). O RNA total extraido foi
quantificado a 260 nm por espectrofotometria, utilizando-se o
espectrofotbmetro Pharmacia Biotech. Ultraspec® 3000. A integridade do
RNA total foi verificada em gel de agarose 1,0 %.

A sintese de cDNA foi realizada utilizando o kit ImProm-Il Reverse
Transcription System (Promega®). Para realizagdo do PCR foram usados 2
conjuntos de oligonucleotideos (Boto20RFF1 e Boto20ORFR1 e Boto20RFF2
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e Boto20RFR2) a fim de se comprovar a expressao da segunda ORF, seu
tamanho e a presenga ou ndo de introns. As reagdes foram realizadas em
um termociclador PTC-100-MJ Research programado para realizar 35 ciclos
de 1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 51 °C, 1 minuto a 72 °C, e com um passo de
extensao final a 72 °C por 10 minutos. As reacdes foram preparadas para um
volume final de 50 pL, contendo 1x thermophilic DNA poly buffer (Promega),
MgCl, 2,0 mmol L™ (Promega), 100 ymol L™ de cada dNTP, 0,2 pymol L™ de
cada oligonucleotideo, 40 ng de DNA e uma unidade de Taq DNA polimerase
(Promega).

Apos o término das reagdes, os produtos foram separados por

eletroforese em gel de agarose 2,5 %.

3.8- Analise da sequéncia da ORF 1 Presente no Elemento Transponivel
Boto

A proteina deduzida a partir da sequéncia de cDNA correspondente a
segunda ORF presente no elemento transponivel Boto foi comparada com

sequéncias depositadas no GenBank (www.ncbi.nim.nih.gov/Genbank)

usando o algoritmo BLAST (Altschul et al., 1997). Analises subsequentes das
sequéncias de DNA e proteina deduzida foram realizadas usando os
programas CLUSTAL W (Thompson et al., 1994) disponibilizado no pacote
MEGA. O programa AUGUSTUS (Stanke et al., 2004) foi utilizado para a
predicao de genes e localizagao dos introns.

Para a comparagdo da proteina codificada pela ORF 1 de Boto foi
utilizada a sequéncia funcional da mesma (M. perniciosa EEB88797) e ORFs
1 de elementos PIF/Harbinger encontrados em D. carota (ABB83643), Z.
mays (EU949209) e A. thaliana (NM_122608). Um consenso do regulador
transcricional myb de plantas foi obtido por meio do alinhamento de trés
diferentes sequéncias (O. sativa - AY398581; A. thaliana -NM_114482; e
Glicine max - DQ822919).
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Influéncia do Ciclo Sexual no Perfil de Integracdo do Elemento

Transponivel Boto

Para verificar se a passagem pelo ciclo sexual acarreta mudangas no
perfil de integragdo do elemento Boto, presente no genoma de M. perniciosa,
o isolado 1919, pertencente ao bidtipo C, foi submetido ao ciclo sexual e seis
isolados obtidos a partir de seus basidiésporos foram recuperados (P1 a P6).
O DNA destes isolados foi utilizado para realizacdo de experimentos de
hibridizagdo, sendo que o perfil de integragcdo da progénie foi comparado ao
do parental, a fim de detectar modificacbes no numero ou na localizagao das
diferentes cépias de Boto (Figura 3).

Ao comparar a progénie e o progenitor, nota-se que os isolados P1 e
P3 ndo apresentam a banda correspondente ao fragmento de DNA de 8,99
kb, que €& encontrado nos demais isolados utilizados no experimento, mas
possuem dois fragmentos de DNA que hibridizaram com a sonda que lhes
sdo unicos (bandas de 5,13 e 3,44 kb). Isto acarretou um acréscimo de uma
copia do elemento Boto nestes isolados, em comparacdo com 0s outros.
Este aumento no numero de cépias pode ser devido a ocorréncia de
transposicao durante o processo replicativo, visto que este elemento
transpbe por um mecanismo de excisao e integragdo, assim como todo
elemento transponivel da Classe Il.

Entretanto, a observacédo de sete cdpias de Boto nos isolados P1 e
P3 pode ser devido a transposi¢cao de uma copia deste elemento que, no
parental, estava localizada em uma regido do genoma cujo fragmento gerado
quando clivado com a enzima de restricdo Sall era de tamanho aproximado
ao da localizacdo de outro elemento transponivel Boto e, com isso,
identificado como sendo uma unica cépia no parental. Quando esta cépia se
transpds para outro local do genoma, foi possivel identifica-la nestes dois

isolados.
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A) B)

M P P P2 P3 P4 P35 PE P P11 P2 P3 P4 P53 PH

pb

ph
- 103
557 - 8
513
461
- 344
2327
2077

Figura 3. Analise do perfil de integragéo do elemento transponivel Boto em
isolados de M. perniciosa submetidos ao ciclo sexual. A) Eletroforese em gel
de agarose (0,7%) do DNA total dos isolados obtidos por meio do ciclo
sexual de M. perniciosa (1919 1.2 a 1919 1.9) e também do progenitor (1919)
clivados com a enzima de restricdo Sall. B) Hibridizagdo dos isolados
utilizando como sonda um fragmento de 795 pb contendo parte da regido que
codifica a transposase do elemento Boto. O tamanho e a posicdo dos
fragmentos de DNA apresentados a direita estdo discutidos no texto. M:

marcador Lambda/Hind llI.
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O isolado P6 possui cinco copias do elemento Boto, nao apresentando
o fragmento de DNA de cerca de 7,24 kb que hibridizou com a sonda usada.
Esta ocorréncia de reducdo no numero de copias identificadas pode ter sido
devido a uma transposicao incompleta, onde o elemento Boto, presente no
fragmento de 7,24 kb, se excisou, mas nao conseguiu integrar no genoma
hospedeiro ou, ainda, ser devido a transposi¢ao desta copia de Boto para um
novo local no genoma, cujo fragmento formado foi de tamanho semelhante a
outro fragmento de DNA que também possuia Boto. Uma outra alternativa é
a ocorréncia de recombinacdo entre duas coépias de Boto, presentes no
mesmo cromossomo, que pode levar a perda da sequéncia entre os
elementos e de uma das cépias.

Alteragcédo no perfil de integracdo de elementos transponiveis apds o
ciclo sexual ou indugao por outras fontes de estresse € bem relatado na
literatura (Labrador et al., 1999; |Ikeda et al., 2001; Bouvet et al., 2008). A
perda de cépias de elementos transponiveis durante evento de transposicao
também foi observada por Bouvet e colaboradores (2008) para os
transposons OPHIO1 e OPHIO2 presentes nos fungos fitopatogénicos O.
ulmi e O. novo-ulmi, quando os mesmos foram submetidos a estresse por
choque térmico.

Embora estes resultados, quando analisados isoladamente, nao
possam provar a atividade de Boto, eles corroboram com os obtidos por
Pereira (2005) no tocante a provavel atividade deste elemento e, ainda,
inserem o elemento Boto como um agente promotor de variabilidade genética
encontrada em M. perniciosa, podendo, portanto, ter papel importante na
plasticidade do genoma do hospedeiro devido sua capacidade de gerar a

reestruturagcdo do genoma deste fungo.

4.2 Deteccdo da atividade do elemento transponivel Boto por meio da

obtencé&o de seus sitios de insercéo

De posse do conhecimento de que Boto €&, possivelmente, um
elemento transponivel ativo no genoma de M. perniciosa, foi utilizada a

técnica de PCR a fim de analisar os sitios de insercédo deste elemento.
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O uso de PCR para detecgdo da atividade de um elemento
transponivel se baseia na utilizagdo de oligonucleotideos, que anelam em
regides upstream e downstream ao elemento. No caso de Boto, foram
utilizados os oligonucleotideos Boto 2.1 e Boto 2.2 (Figura 2), e o tempo de
extensdo, em cada um dos ciclos, inferior ao necessario para amplificar todo
o elemento. Desta maneira, s6 foi detectado o produto de amplificagcao
naquelas regides onde o elemento ndo estava presente (Figura 4, A e B). A
auséncia de Boto significa que ele ja sofreu transposi¢éo para um novo local
ou que, naquele isolado especifico, Boto nunca esteve presente nesse sitio.
Para todos os isolados analisados, foi realizado também um PCR controle
(Figura 4C), utilizando-se oligonucleotideos que amplificam um fragmento
interno da transposase (CPORT1 e CPORT2).

Na Figura 4 (A e B) é possivel observar produtos de amplificagdo de
tamanho aproximado ao esperado de 185 pb, em caso de nao inser¢do do
elemento no genoma, em 14 isolados distribuidos entre os trés bi6tipos de M.
perniciosa. Para confirmar a ocorréncia da transposi¢cdo de Boto daquela
regiao do genoma, ou mesmo a sua nao insergao naquele local, produtos de
amplificacdo dos diferentes biotipos, escolhidos ao acaso, foram clonados e
sequenciados

A sequéncia do DNA amplificado proveniente do isolado FA 607
mostrou a delecdo de uma adenina, além da presenca de somente um TAA
(Figura 5). Estas podem ser as caracteristicas do footprint do elemento Boto,
neste isolado. Entretanto, embora a busca no banco de dados do projeto
genoma de M. perniciosa confirme a presenga desta adenina, esta delegéo
pode ndo ser oriunda da transposicédo deste elemento, uma vez que o isolado
utilizado no sequenciamento do genoma de M. perniciosa ndo foi o mesmo
para o qual foi obtido o produto de amplificacdo, o que torna possivel que a

auséncia desta adenina seja uma caracteristica do isolado FA 607.
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Figura 4. Analise por PCR para detecgao de sitios de insercdo do elemento
transponivel Boto. A e B) Eletroforese em gel de agarose 2,5% dos produtos
de PCR para deteccao dos sitios de inser¢cao do elemento transponivel Boto
utilizando o par de oligonucleotideos Boto 2.1 e Boto 2.2. C) Amplificados
obtidos com o par de primer CPORT 1 e CPORT 2 usados como controle da

amplificagdo. M: marcador @X 174/Hae lII.
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O sequenciamento do produto de amplificagcédo, obtido com a utilizagao
de DNA proveniente do isolado SCL4, assim como o sequenciamento do
produto de amplificagdo, obtido com a utilizacdo de DNA proveniente do
isolado FA 607, demonstram a delecdo de uma adenina e a presenca de
somente um TAA. Todavia, a sequéncia do isolado SCL4 apresenta uma
guanina em um local em que tanto o isolado FA 607 como na sequéncia de
referéncia (Boto, isolado CP02) esta uma citosina. A troca de citosina por
guanina foi observada por Hikosaka e colaboradores (2007) quando estes
analisaram a atividade do elemento transponivel Toll em Xenopus laevis. No
caso do elemento Tol 1, cerca de 61,5 % dos footprints analisados
apresentavam transversdo de uma citosina para uma guanina. Entretanto, a
modificagdo encontrada no sitio de inser¢cdo de Boto n&do ocorreu na
sequéncia TAA. Assim como para o isolado FA 607, é provavel que as
modificagdes encontradas proximo ao sitio de insercdo (TAA) de Boto no
isolado SCL4 ndo sejam resultado de alteragbes causadas pela excisao do

elemento transponivel Boto, mas sejam apenas uma caracteristica do proprio

isolado.
Isolados Sitio de Insercéo Sitio de Insercéo
TSD
< Boto TSD
CPO2 TAACCTAAAAGACACITAA |aaae..... ceeclraa|ATTCTTGCGGGAAGT
FA 607 TAACCTAAAAGACAC [TAA TTCTTGCGGGAAGT
SCL4 TAACCTAAAAGACACITAA TTGTTGCGGGAAGT

Figura 5: Alinhamento da sequéncia de nucleotideos dos sitios de insergao
do elemento transponivel Boto e sua sequéncia flanqueadora. Boto é a
sequéncia de referéncia, TSD é a duplicacdo do sitio-alvo. Espagos vazios
indicam nucleotideos que ndao sao observados apds a excisao do elemento
transponivel Boto. Esta sublinhado o nucleotideo que ndo é encontrado na

sequéncia de referéncia.

Entretanto, somente o fato de ndo haver insercdo do elemento Boto

em alguns isolados, conforme comprovado nos isolados FA607 e SCL4,
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indica a atividade deste elemento em algum momento do periodo evolutivo
no genoma de M. perniciosa, uma vez que uma copia do elemento Boto foi
identificada nesta mesma posi¢gao no genoma do isolado CP02.

Além disso, a presenca de produtos de amplificagcdo, quando se
utilizou DNA proveniente de isolados dos trés diferentes bidtipos de M.
perniciosa, corrobora com as observagdes de Pereira (2005), que por meio
de hibridizacdo de isolados dos trés biotipos, com uma sonda contendo o
fragmento interno da transposase de Boto, observou variagdo no numero de
copias e distribuicdo deste elemento nos diferentes bidtipos inferindo, assim,

inferiu que Boto era um elemento transponivel ativo em M. perniciosa.

4.3 Expressdo e caracterizacdo da ORF 1 presente no elemento

transponivel Boto

Uma analise detalhada da ORF 1 em M. perniciosa foi feita na
tentativa de avaliar a presenca de introns. A analise da sequéncia,
utilizando-se o programa AUGUSTUS, revelou que esta ORF possui 1.090
pb e é interrompida por dois introns, o primeiro com 55 pb e o segundo com
48 pb. Ao retirar os introns desta sequéncia, é possivel deduzir uma proteina
putativa de 328 residuos de aminoacidos.

Busca realizada no GenBank para localizar proteinas com sequéncias
similares a proteina deduzida da ORF 1, utilizando-se o algoritmo Blastp,
revelou a presenca de uma proteina putativa de M. perniciosa (Numero de
acesso: EEB88797), que apresenta alta similaridade com a proteina utilizada
na busca (E-value 27'%). Analise da proteina encontrada no GenBank
(EEB88797) indica que esta &, provavelmente, uma proteina codificada pela
ORF 1 de uma outra copia do elemento transponivel Boto, denominada Boto
2.

Apesar da alta similaridade, a proteina codificada pela ORF 1 de Boto
2 é maior do que a proteina deduzida por meio do programa AUGUSTUS
com base na sequéncia de nucleotideos da ORF 1 de uma outra cépia do
elemento Boto, denominada Boto 1. Tal fato é devido a insercdo de duas
timinas na ORF 1 do elemento Boto 1 que gerou codon de parada prematuro

na sequéncia, visto que a sequéncia de nucleotideos posterior ao primeiro
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codon de parada da ORF 1 do elemento Boto 1 apresenta alta identidade
com o restante da sequéncia de nucleotideos da ORF 1 de Boto 2 (Figura 6).

Para comprovar a presencga destes introns na sequéncia da ORF 1 de
Boto 1, bem como de detectar se esta ORF é realmente expressa, foi
realizado RT-PCR com dois conjuntos de oligonucleotideos (Boto20ORFF1 -
Boto20ORFR1 e Boto20RFF2 - Boto20RFR2). A amplificacdo do cDNA
obtido demonstrou que esta ORF é expressa mesmo em condi¢des normais
de cultivo do fungo (Figura 7). O produto de PCR obtido, quando se utilizou o
primeiro par de oligonucleotideos, evidenciou a presenga de um intron. Além
disso, quando o segundo conjunto de oligonucleotideos foi utilizado, o
tamanho do fragmento obtido a partir da amplificacdo do cDNA, de acordo
com calculos realizados por meio do programa Kbcalc, foi de cerca de 0,72
kb enquanto o obtido por amplificagcdo do DNA foi de 0,85 kb. Esta diferenca
no numero de pares de base desses fragmentos ocorre devido a presenca
dos dois introns encontrados nestas sequéncias.

A presencga de dois introns na ORF 1 ndo é usual entre os elementos
PIF/Harbinger, sendo que para a maioria dos elementos foi relatada a
presenca de um unico intron (Zhang et al., 2004; Grzebelus et al, 2006;
Grzebelus & Simon, 2008).

Para a confirmagao da presencga destes dois introns, o fragmento de
cDNA obtido com a utilizagdo do segundo conjunto de oligonucleotideos foi
clonado em vetor pGEM e sequenciado. No sequenciamento, foi confirmada
a presenga dos dois introns inferidos pelo programa AUGUSTUS, sendo a
posicdo dos mesmos idénticas, tanto na sequéncia da ORF 1 de Boto 1
quanto na sequéncia da ORF 1 de Boto 2.

Com base na comparagao entre as sequéncias da ORF 1 presente
nas duas copias do elemento transponivel Boto, sugere-se que a ORF 1
presente no elemento Boto 1 seja defectiva devido a insergdo de duas
timinas em sua seqliéncia, o que acarretou a formacdo de um codon de
parada prematuro. A ORF 1 funcional do elemento Boto, caracterizada no
elemento Boto 2, possui 1.372 pb e codifica uma proteina de 422 residuos

de aminoacidos (Figura 8).
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Sequéncia
Sequéncia

Sequéncia
Sequéncia

Sequéncia
Sequéncia

Sequéncia
Sequéncia

Sequéncia
Sequéncia

Sequéncia
Sequéncia

Sequéncia
Sequéncia

ORF 1
ORF 1

ORF 1
ORF 1

ORF 1
1 Boto 2

ORF

ORF 1

ORF

ORF 1
ORF 1

ORF 1
1 Boto 2

ORF

ORF 1
ORF 1

Boto 1
Boto 2

Boto 1
2 GTGCCATATGGTCCCATGCTGATGAAAAAAACCTTCCTCCAAGACTTGTTGAACGCGTGTCCAGGATCTCAAAGGG

Boto

Boto

Boto 1
1 Boto 2

Boto
Boto

Boto

Boto 1
Boto 2

ATGGGAAGGAAGGGTACCAGCTCCAGAAATGCCAAGAAAAAGGACAAGTCTTCGGCAACCAATGAGAAGAAACTAC
ATGGGAAGGAAGGGTACCAGCTCCAGAAATGCCAAGAAAAAGGACAAGTCTTCGGCAACCAATGAGAAGAAACTAC

AEAEAAAAAAAAAAAAAAAXAAAXAAAAXAAAXAXAAAXAAAXAAAAXAAAXAAAAXAAAXAAAALAAAXAAAAIAAAAAAAAAAAAdXhX

GTGCCGTATGGTCCGATGCTGATGAAGAAAAGCTTCTCCAAGGACTTGTTGAACGCGTGTCGAGGATCTCAGAGGG

FErIAAAAIAAXAAAAXAKA HhxAdxAhAhhxkidh *hdkx *hkkk EEE R & 5 e e R e e e o I S e o

1 CGGGAATTTCAGGCTTGTAGTATTGAACGAGGTTGCCGAGACACTCAATCCACCTGCCAGTGGTGGAGATAAGATG

CGGGAATTTCAGGCTTGTAGTATTGAACGAGGTTGCCGAGACACTCAATCCACCTGCCAGTGGTGGAGATAAGATG

A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AA A AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA A A AAA LA XA Adk

GGGAAAGGATGCAAGGACAAATATGGCACTgtacgtgatactctatttatttctggcaccactcatcaatttccct
GGGAAAGGATGCAAGGACAAATATGGCACT ————— = = m e e e e e

FKEAAAXAAAAXAAAXAAAAAAAXAAAAAhAAhiiik

gtttgcagATCAAACGTGACTGGGAAGAAGTCATCAAAATTAACCATAAGTCTGGATGGCCTCCATGGGACCGGCT
———————— ATCAAACGTGACTGGGAAGAAGTCATCAAAATTAACCATAAGTCTGGATGGCCTCCATGGGACCGGCT

AE A A A A A A A A A A A A A A A AAAAAAAAAXAAAAXAAAXAAAAXAAXAAAAAXAAXAXAAAAAAAAAAAAAAAAAXAxKk

1 ACTTGGTGCAAACATCACGCCCGAACGCGAGAACAACTGGAACGAGTATGTTAAGGCCAACCCGAGGGCAGCTCCT

ACTTGGTGCAAACATCACGCCCGAACGCGAGAACAACTGGAACGAGTATGTTAAGGCCAACCCGAGGGCAGCTCCT

A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AA A AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA LA XA Adk

TTCCGGAACAAGGGTTACAAGTACCAGGAGTATTTTGACGTGCTTATGCCTCTGGATACTACCCTTCCAAAGCAGT
TTCCGGAACAAGGGTTACAAGTACCAGGAGTATTTTGACGTGCTTATGCCTCTGGATACTACCCTTCCAAAGCAGT

A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AA A AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA A AR A AR LA XA dhk

36



Sequéncia
Sequéncia

Sequéncia
Sequéncia

Sequéncia
Sequéncia

Sequéncia
Sequéncia

Sequéncia
Sequéncia

Sequéncia
Sequéncia

Sequéncia
Sequéncia

ORF 1
ORF 1

ORF

ORF 1

ORF 1
ORF 1

ORF 1
ORF 1

ORF 1
ORF 1

ORF

ORF 1
ORF 1

Boto

Boto 2

1 Boto 1
Boto 2

Boto

Boto 2

Boto 1
2 CTAACCCAGCTGGAGCTATAG-——-—— === - ATACATC

Boto

Boto

Boto 2

1 Boto
ORF 1

Boto

Boto 1
2 CCGATCTCCGTGCCAAGGCTGCTACTGCACTTGAGCAAATAGGCAGTGGTGTCACCGAGTTCAATCAGCGTGCTTT

Boto

1 TGAATGTATGTCGTATTGGCAGGAAGAAGGCTGGGATACAGGGCAGTGATGAGGAGGATGTTGAGGAAAAGTCAGT

TGAATGTATGTCGTATTGGCAGGAAGAAGGCTGGGATACAGGGCAGTGATGAGGAGGATGTTGAGGAAAAGTCAGT

EAEEEAEA A A A EAA A AKX A AKX A AL A AL A AL A AA A AKX EAAXA XXX XXX XXX AXAXAAXAXAALAXAALAXAAXAXAAAAAAXAAXAXAAAAAXXAKX

GTCTGATGGAGCTCAAGAGGGTGTGGGGGATGAAGGTGAAGTGGAAGAGAAGGTGGGAGGGCAGGAAAAGTCCCAT
GTCTGATGGAGCTCAAGAGGGTGTGGGGGATGAAGGTGAAGTGGAAGAGAAGGTGGGAGGGCAGGAAAAGTCCCAT

EAEAEEAEAEA A A A A AKX A AKX A AL A AL A AL A AL A AKX A AKX XXX XXX XXX AXAXAAXAXAAXAAAXAXAAXAXAAXAXAAAXAAXAAAAAAXAAKX

1 CTGCCACTCACCCGGAGAGCCAGTGCTGAGTGGGACTTCAGTCTGATGAGTCAGCAGCTTGGAGCAGAAGATGAAT

CTGCCACTCACCCGGAGAGCCAGTGCTGAGTGGGACTTCAGTCTGATGAGTCAGCAGCTTGGAGCAGAAGATGAAT

A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AA A AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA AR A AR LA XA ddk

CTAACCCAGCTGGAGCTATAGtgagtataatatattataaaggcattttattcacaagatttctacaggATACATC

B R R o R e R R AR AR R e E =

1 GAATGCTACCACTACAGCTGACTCAGCTAGTACTGGTCGGAAGCGTGGTGCATCGGAGACGCCACTCCCTAAGGAG

GAATGCTACCACTACAGCTGACTCAGCTAGTACTGGTCGGAAGCGTGGTGCATCGGAGACGCCACTCCCTAAGGAG

xxxxxxxxxxxxxxxxx

AAGACCTTGGAGAAGCGTGTCAAATCACAGACTCCTGTTACACCTGTTCCTCGCCACGAACGTCCATCAGCCTCCT

2 AAGACCTTGGAGAAGCGTGTCAAATCACAGACTCCTGTTACACCTGTTCCTCGCCACGAACGTCCATCAGCCTCCT

xxxxxxxxxxxxxxxxx

CCGATCTCCGTGCCAAGGCTGCTACTGCACTTGAGCAAATAGGCAGTGGTGTCACCGAGTTCAATCAGCGTGCTTT

xxxxxxxxxxxxxxxxxx
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Sequéncia ORF

Sequéncia ORF

Sequéncia ORF

Sequéncia ORF

Sequéncia ORF
Sequéncia ORF

Sequéncia ORF
Sequéncia ORF

Sequéncia ORF
Sequéncia ORF

1 Boto 1
1 Boto 2

1 Boto 1

1 Boto 2 TAATG-AAAAGGTTTGGCTACCGTTGGATCTTCGGCTTCAGCTTCAGGACCTGTTGGAGAAGGATAAGGCTGCAGT

1 Boto
1 Boto

1 Boto
1 Boto 2

1 Boto
1 Boto 2

TTGCACTGTTTGGCTCTGCTGGTAAGCAACAGAATGACACCCCTGGGCGTCTTGCTGGTGCTATTAAAGCTATGGA
T-GCACTGTTTGGCTCTGCTGGTAAGCAACAGAATGACACCCCTGGGCGTCTTGCTGGTGCTATTAAAGCTATGGA

R ok o o o S S S S o R S R S R SR R R S SR R SR AR R R R R o S S S R S R R SRR S R R R R R R R R S SRR SR R R R R R SR R R

TAATGTAAAAGGTTTGGCTACCGTTGGATCTTCGGCTTCAGCTTCAGGACCTGTTGGAGAAGGATAAGGCTGCAGT

EEEEX AAEEAAEA AKX A AKX A AL A AL A AL A AKX A AKX EAAXA XXX XXX XXX AXAXAAXAAAXAAALAXAALAXAAAXAAXAXAAAXAAAAAAXAKX

1 AGTAACATATTGCAATATGGACCCAGATGATAAACTATTCCGAAGGAGATGGATTCTCCGAAAGCTCAATGTTCCT
2 AGTAACATATTGCAATATGGACCCAGATGATAAACTATTCCGAAGGAGATGGATTCTCCGAAAGCTCAATGTTCCT

AAEEAEA A A A A A A A A A AL A AL A AL A AL A AKX A AKX XXX XXX XXX XXX AXAXAAXAXAAXAXAALAXAAXAXAAXAXAAXAAAXAXAAAAAAXAX

1 GTTCCTGATGGTCATGACCTGCTTTCAGATACCTTGCTACCCATTACTCCATTCGGCTACTATCTTCCTTCATTCA

GTTCCTGATGGTCATGACCTGCTTTCAGATACCTTGCTACCCATTACTCCATTCGGCTACTATCTTCCTTCATTCA

AAEEAEAEAA A EAA A AKX A AKX A AL A AL A AL A AL A AKX XXX XXX XXX AXAXAAXAXAAXAXAALAAALAXAALAXAAAXAAXAAAAAAAAAXAAXAKX

1 ATTAG

ATTAG

R R =

Figura 6: Alinhamento das sequéncias de nucleotideos da ORF 1 das copias Boto 1 e Boto 2 do elemento

transponivel Boto. Os asteriscos representam nucleotideos idénticos nas duas cépias de Boto. Os nucleotideos em

minusculo representam a sequéncia dos introns que s6 € mostrada em Boto 1. Em negrito, as duas timinas que estéo

presentes na sequéncia da ORF 1 de Boto 1 e sao responsaveis pelo codon de parada prematuro na proteina

codificada pela ORF 1 desta cépia do elemento transponivel Boto.
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1 2 3
M DNA _cDNA _DNA __cDNA __ DNA _ cDNA B

872 -
603 - 794
310 - - 347

Figura 7: RT-PCR demonstrando a expressao e a presenga de introns na
segunda ORF do elemento transponivel Boto. M: marcador PhiX 174/Haelll,
1: Primers Boto20RFF1 e Boto20RFR1, 2: Primers Boto20RFF2 e
Boto20RFR2, 3: Primers CPORT1 e CPORTZ2, B: Controle negativo.

Todavia, o fato de Boto 1 possuir a ORF 1 defectiva nao impossibilita
a transposicdo da mesma, visto que esta copia pode usar a proteina
codificada por uma outra cépia de Boto presente no genoma de M.
perniciosa para realizar a transposicao.

A sequéncia da proteina codificada pela ORF 1 da maioria dos
elementos PIF/Harbinger possui baixa similaridade com proteinas
reguladoras da transcricdo de plantas do tipo myb. Para verificar a presenca
deste dominio conservado na proteina codificada pela ORF 1 do elemento
transponivel Boto, foi realizada busca no programa CD-search (Marchler-
Bauer and Bryant, 2004), utilizando-se a proteina da ORF2 funcional
(EEB88797). No entanto, nenhum dominio conservado foi encontrado nesta
proteina.

O alinhamento da sequéncia da ORF 1 de Boto 2 foi realizado,
juntamente com a ORF 1 de mais trés integrantes da superfamilia
PIF/Harbinger: Zm PIF (Z. mays ACG44320.1), At PIF (A. thaliana
NM_122608), DcMaster-a ORF 1 (D. carota ABB83643) com sequUéncia-

consenso myb, obtida por meio do alinhamento de trés diferentes sequéncias
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de fatores transcricionais myb de plantas (O. sativa - AY398581; A. thaliana -
NM_114482; and G. max - DQ822919). O alinhamento destas sequéncias
mostrou algumas similaridades entre a proteina codificada pela ORF 1 de
Boto 2 com sequéncias codificadas pela ORF 1 de outros elementos e
também com a sequiéncia consenso do regulador transcricdo myb (Figura 9).

Zhang e colaboradores (2004) identificaram duas regides
conservadas, denominadas A e B, nas proteinas codificadas pelas ORFs 1
dos elementos PIF/Harbinger analisados. Embora ambas as regides estejam
presentes no elemento transponivel Boto, a regido B apresenta pouca

similaridade com a identificada por esses autores.
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A)
ATGGGAAGGAAGGGTACCAGCTCCAGAAATGCCAAGAAAAAGGACAAGTCTTCGGCAACCAATGAGAAGAAACTACGTGCCGTATGGTCCGATGCTCGATGAAGAAAAGCT
TCTCCAAGGACTTGTTGAACGCGTGTCGAGGATCTCAGAGGGCGGGAATTTCAGGCTTGTAGTATTGAACGAGGTTGCCGAGACACTCAATCCACCTGCCAGTGGTGGAG
ATAAGATGGGGAAAGGATGCAAGGACAAATATGGCACTgtacgtgatactctatttatttctggcaccactcatcaatttccctegtttgcagATCAAACGTGACTGGGA
AGAAGTCATCAAAATTAACCATAAGTCTGGATGGCCTCCATGGGACCGGCTACTTGGTGCAAACATCACGCCCGAACGCGAGAACAACTGGAACGAGTATGTTAAGGCCA
ACCCGAGGGCAGCTCCTTTCCGGAACAAGGGTTACAAGTACCAGGAGTATTTTGACGTGCTTATGCCTCTGGATACTACCCTTCCAAAGCAGTTGAATGTATGTCGTATT
GGCAGGAAGAAGGCTGGGATACAGGGCAGTGATGAGGAGGATGTTGAGGAAAAGTCAGTGTCTGATGGAGCTCAAGAGGGTGTGGGGGATGAAGGTGAAGTGGAAGAGAA
GGTGGGAGGGCAGGAAAAGTCCCATCTGCCACTCACCCGGAGAGCCAGTGCTGAGTGGGACTTCAGTCTGATGAGTCAGCAGCTTGGAGCAGAAGATGAATCTAACCCAG
CTGGAGCTATAGtgagtataatatattataaaggcattttattcacaagatttctacaggATACATCGAATGCTACCACTACAGCTGACTCAGCTAGTACTGGTCGGAAG
CGTGGTGCATCGGAGACGCCACTCCCTAAGGAGAAGACCTTGGAGAAGCGTGTCAAATCACAGACTCCTGTTACACCTGTTCCTCGCCACGAACGTCCATCAGCCTCCTC
CGATCTCCGTGCCAAGGCTGCTACTGCACTTGAGCAAATAGGCAGTGGTGTCACCGAGTTCAATCAGCGTGCTTTTTGCACTGTTTGGCTCTGCTGGTAAGCAACAGAAT
GACACCCCTGGGCGTCTTGCTGGTGCTATTAAAGCTATGGATAATGTAAAAGGTTTGGCTACCGTTGGATCTTCGGCTTCAGCTTCAGGACCTGTTGGAGAAGGATAAGG
CTGCAGTAGTAACATATTGCAATATGGACCCAGATGATAAACTATTCCGAAGGAGATGGATTCTCCGAAAGCTCAATGTTCCTGTTCCTGATGGTCATGACCTGCTTTCA
GATACCTTGCTACCCATTACTCCATTCGGCTACTATCTTCCTTCATTCAATTAG

B)
Transposase ORF1
Intron Intron Intron Intron
53 pb 48 pb 48 pb 55 pb
TIR P P P ’ TIR
-— 11 10—
1 3277
300bp
| I

Figura 8: A) Sequéncia da ORF 1 do elemento transponivel Boto 2. Sublinhado estdo os codons de iniciacédo e
terminagcdo. Em minusculo os dois introns encontrados nesta ORF. B) Esquema do elemento transponivel Boto indicando
suas duas ORFs. O sentido de tradugcdo das ORFs é indicado pela direcdo das setas. Introns sdo indicados pelos

retangulos pretos.
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Consenso myb RKG---PWTEQED LV FV LFG R--——--———--—-—- RWD----F AKV ---R GKSCRLRWVNYL------ HPGL

Boto KSG----WPPWDRLLGANITPERENN-—--———————— WNEYVKANPRAAPFRNKGYKYQEYFDVLMPLDTTLPKQL

Master TSKTKAKWTLNTTH I FCDVCISAINKGLRPSTHENSEGWKFVVSNFQKLSGLNY EKPKLKNKWDLMR - —=—-~— SEWK

At PIF KKGDYNPWSPEETKLLVQLLVEGINN-—————————- NWRDSNGT ISKLTVETKFMPE INKEFCRSK—--—-——- NYNH

Zm PIF MEEDNADWCDENVK IACE I FAEEVRAKNRSGSHLNKLGYNNVMVKEKERTGKTY SELQFKNKWDKLK—-—-——- KDYS
B

Consenso myb KRG M P EER V LH K GNR WS 1A  PGRTDNEIKNYWRT RK

Boto 2 NVCRIGRKKAGIQGSDEEDVEEKSVSDGAQEGVGDEGEVEEKVGGQEKSHLPL
Master LWKEL I GKETGLGWDPRLETVDASP-DWWKAKITQMNKEYARFQKKGIDPDIVS
At PIF YLSRMKYLKIQYQSCLDLQRFSSGF-GWDPLTKRET-ASDEVWSDYLKAHPNN
Zm PIF NWKQLG-KETGCGWDPNKKLYVAPD-WWWEKAN I QFKG I SKEKDKSLQNAEEL

Figura 9: Alinhamento das proteinas codificadas pela ORF 1 de Boto 2 (EEB88797), Master (ABB83643), Zm-PIF
(EU949209), At-PIF (NM_122608) com consenso obtido pelo alinhamento de trés distintos fatores de transcricdo myb
(Oryza Sativa - AY398581; Arabidopsis thaliana -NM_114482; and Glycine max - DQ822919). Regides em cinza mostram

residuos conservados entre as sequéncias analisadas.
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5- CONCLUSOES

Ciclo sexual alterou o perfil de integragdo do elemento transponivel
Boto

A atividade de Boto foi confirmada pela analise dos sitios de insergao
de uma das copias do elemento em diferentes isolados

ORF 1 de Boto apresenta dois introns e & expressa mesmo em
condigdes normais de cultivo do fungo. A presenga de cddon de parada
prematuro na sequéncia da ORF 1 de Boto ndo é impedimento para a

transposicao desta copia de Boto.
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