Vol.18,n.2,pp.22-27 (Abr - Jun 2014) Revista UNINGA Review

ELEMENTOS TRANSPONiVEISAMICROBIANOS
E A ETIQUETAGEM GENICA
MICROBIAL TRANSPOSABLE ELEMENTS AND THE GENE TAGGING

LIGIA MARIA CRUBELATI BULLA', JULIO CESAR POLONIO?, CRISTIANE BREDOW?, VANIA
APARECIDA SACCO“ SANDRO AUGUSTO RHODEN®*, JOAO LUCIO DE AZEVEDO® JOAO
ALENCAR PAMPHILE’

1. Pés-graduanda em Biotecnologia Ambiental da Universidade Estadual de Maringa; 2. Pés-graduando em Biotecnologia Ambiental da Uni-
versidade Estadual de Maringa; 3 Pos-graduanda em Biotecnologia Ambiental da Universidade Estadual de Maringa; 4. Pds-graduanda em
Biotecnologia Ambiental da Universidade Estadual de Maringd; 5. Professor Doutor do Departamento de Biotecnologia, Genética e Biologia
Celular; 6. Professor Doutor do Programa de Pos-graduagido em Biotecnologia Ambiental; 7. Professor Doutor e Coordenador do Programa de

Pés-graduacdo em Biotecnologia Ambiental do Departamento de Biotecnologia, Genética e Biologia Celular.

* Avenida Colombo, 5790, Jardim Universitario, Maringa, Parana. CEP: 87020-900. sandro_ar(@hotmailcom

Recebido em 25/03/2014. Aceito para publicagdo em 04/04/2014

RESUMO

Elementos transponiveis (ETs) sdo sequéncias de DNA dis-
persos no genoma, com caracteristica de se transpor de um
local para outro. Apds 25 anos da descoberta dos ETs por
Barbara McClintock confirmou-se a existéncia desses ele-
mentos, com a utilizacdo de técnicas moleculares, também
verificou-se que os ETs podem levar a mutacdes, por meio
de insercio de sequéncias génicas alterando a expressio e
ocasionando rearranjos cromossomicos. Sabe-se que estes
elementos estio presentes na maioria dos organismos ja
analisados. A utiliza¢do de ETs é importante para a analise
da relacido entre fenotipos e gendtipos, sendo possivel a
construcio de bibliotecas gendmicas de transposons, isola-
mento de genes (etiquetagem génica ou inativacio génica
por elementos transponiveis), e outras aplicacoes. Assim,
0 objetivo nesta revisdo € fornecer informacées sobre os
tipos e aplicacio dos Elementos Transponiveis microbianos.
A revisdo bibliogrifica foi realizada em banco de dados
como o Google Académico, Pubmed, Science Direct, Portal
Capes e Scielo utilizando os descritores transposons, tag-
ging, fungi e microbial.

PALAVRAS-CHAVE: Transposons, retrotransposons,

clonagem génica, etiquetagem génica e microorganismos.

ABSTRACT

Transposable elements (ET) are dispersed DNA sequences in
the genome, with characteristic to pass from one location to
another. After 25 years of discovery of the ETs by Barbara
McClintock was confirmed the existence of these elements
with use of molecular techniques, where it was found that ET
can lead to mutations through insertion of gene sequences by
altering the expression and chromosomal rearrangements lead-
ing. It is known that these elements are present in most organ-
isms already analyzed. The use of ET is important to analyze
the relationship between genotypes and phenotypes, it is possi-
ble to construct genomic libraries of transposons, isolation of
genes (gene tagging or gene inactivation by transposable ele-
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ments), and other applications. The objective of this review is
to provide information about the types and application of mi-
crobial Transposable Elements. A literature review was per-
formed on the database as Google Scholar, PubMed, Science
Direct, Capes Portal and Scielo using transposons descriptors,
tagging, fungi and microbial.

KEYWORDS: Transposons, retrotransposons, gene cloning,
gene tagging and microorganisms.

1. INTRODUGAO

Os clementos transponiveis (ETs), ou seja, as se-
quéncias do DNA moveis, foram primeiramente descri-
tos por Barbara McClintock na década de 1940, deno-
minando inicialmente os mesmos de “elementos contro-
ladores”'. A pesquisadora McClintock, estudando se-
mentes de milho (Zea mays), verificou um padrao inco-
mum na expressao e segregacao dos gendtipos que ca-
racterizavam as coloragdes dos graos, sugerindo portanto
que no genoma estavam presentes “particulas moveis”,
que alteravam os fendtipos da espécie, em relagdo a co-
loracdo destes graos durante o cruzamento, envolvendo a
familia Ac-Ds de ETs*?. Até 1960 era considerado que
somente o milho possuia as “particulas moveis”, pelo
fato de ser uma cultura domesticada pelo homem. Poste-
riormente foram isolados os primeiros ETs do genoma
de E.coli, sendo em seguida isolados de varios outros
organismos*. Atualmente sabe-se que estes elementos
estdo distribuidos nos genomas de Archaea, Bactéria e
Eukarya, e que had variacdo de uma espécie para outra
em relacdo ao numero de copias, na distribuicdo e nos
tipos de ETs existentes™®.

Elementos genéticos transponiveis podem ser defi-
nidos como sequéncias de DNA moderadamente repeti-
tivas, que se encontram dispersos no genoma. As copias
ativas desses elementos se movem de um local para ou-
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tro, codificando a enzima transposase. Esta enzima tem a
funcdo de catalisar a inser¢do de uma copia idéntica do
elemento em um novo sitio gendémico, sendo este pro-
cesso conhecido como transposi¢do. Em geral, o pro-
cesso de transposi¢do apresenta baixa especificidade
quanto ao sitio de inser¢ao” %10,

Considerando as espécies eucaridticas, existe uma
grande diferenca quanto a propor¢do dos ETs em cada
genoma. Em Drosophia melanogaster, por exemplo,
esses elementos correspondem a 15%!!, enquanto que
em levedura Saccharomyces cerevisae os ETs estdo pre-
sentes em 3,1%2.

Codificando-se as diversas informagdes dos ETs,
quanto a tamanho, estrutura e mecanismo de transposi-
¢do, organizou-se um modelo unificado, constituido por
grupos de elementos transponiveis que compartilham
aspectos comuns de organizagdo genética. Os ETs sdo
divididos em duas classes, levando em consideragdo a
presenca ou auséncia do intermediario RNA, durante a
transposigdo”!3: Classe I e Classe I1.

A Classe 1 ou retrotransposons, ¢ constituida pelos
elementos que possuem o RNA como intermediario.
Nesse caso, existe a transposi¢do via RNA, que ¢ trans-
crito a partir de uma copia genomica e sintese de DNA
complementar (cDNA), por meio da transcriptase rever-
sa. Essa classe inclui os retrotransposons com LTRs
(longas repeticdes terminais) e os retrotransposons sem
LTRs, que sdo conhecidos como LINEs e SINEs.

A Classe II ou transposons de DNA ¢ constituida pe-
los elementos que ndo possuem o intermediario de RNA,
ou seja, a transposi¢do ocorre DNA-DNA. A classe II ¢
subdividida em 1 e 2: A subclasse 1 corresponde aos
elementos que ndo se duplicam antes da insercdo e se
transpdem por mecanismos de excisdo e integragdo; a
subclasse 2 possui elementos que se duplicam antes da
insergdo'4!3,

A transposi¢ao dos elementos méveis de DNA pode
ocorrer de forma auténoma, onde os elementos produ-
zem suas proprias enzimas que auxiliam na mobilizagdo,
ou também pode ser ndo-autonoma. Neste tltimo caso, a
transposi¢do depende das enzimas produzidas pelos
elementos autonomos. Os elementos ndo autdnomos,
estdo sujeitos a mutagdes que levam a um aumento da
frequéncia de aparecimento de elementos transponiveis
mobilizaveis incompletos'-2.

Os ETs tem uma natureza “egoistica” (os genes
egoistas), de multiplicagdo dos mesmos ao longo do ge-
noma. Este processo ¢ um dos responsaveis pela ocor-
réncia de variabilidade genética nas espécies, com a
ocorréncia de mutagdes em genes estruturais ou sequén-
cias regulatorias!®.

A habilidade dos ETs de inser¢do aleatéria em di-
ferentes locais do genoma abriu caminho para uma nova
aplicagdo dos mesmos, na manipulacdo genética in vitro
dos organismos, tanto em eucariotos como em procario-
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tos, visando o mapeamento genético, a clonagem de ge-
nes (identificacdo ou etiquetagem génica) e a criagdo de
transgénicos.

2. MATERIAL E METODOS

Este estudo constitui-se de uma revisao da literatura
especializada, no qual se realizou consultas nas plata-
formas de busca Google Académico, Pubmed, Science
Direct, Portal Capes, Scielo ¢ Web of Science. A sele¢ao
dos artigos na pesquisa envolveu critérios como: artigos,
dissertagdes, teses e livros em lingua portuguesa e in-
glesa, disponiveis em texto completo, que se enquadra-
vam no tema discutido e nos descritores: transposons,
tagging, fungal, microbial. Foi desenvolvida uma pes-
quisa exploratoria qualitativa por meio de leitura siste-
matica ¢ selecdo de informagdes obtidas de acordo com
tema e objetivos da pesquisa.

3. DESENVOLVIMENTO
Elementos transponiveis

Os ETs sdo sequéncias de DNA dispersos no genoma,
que tem caracteristica de se transpor de um local para
outro, de forma pouco especifica no sitio em que foi
inserido. Esses elementos possuem uma classificagdo em
que sdo divididos em duas classes, baseando-se na pre-
senca ou auséncia de RNA, como intermediario na
transposicao®!°.

Apos 25 anos da descoberta dos ETs, houve a con-
firmag@o da existéncia desses elementos com o uso da
clonagem molecular® e métodos moleculares, em que
diferentes experimentos confirmaram a presenca de ele-
mentos de DNA moveis, em organismos como bactérias,
fungos, plantas ¢ animais>'’'%. Os ETs, nos genomas,
encontram-se de forma variavel, servindo como estrutu-
ras genéticas validas para a comparagdo de genomas,
entre as espécies'’.

Com a transposi¢cdo das sequéncias de DNA no ge-
noma, ha a ocorréncia de novas mutagdes, sejam elas do
tipo “sense” ou “non-sense”, de ponto ou mesmo com a
ocorréncia de rearranjos cromossdmicos'’, resultando na
variabilidade genética, intra e inter especifica. As alte-
ra¢des genéticas podem afetar a regulagdo génica, que é
um evento extremamente importante do ponto de vista
evolutivo, com a formagdo de novos genes e/ou inativa-
¢do de outros, podendo resultar em novos fendtipos,
selecionaveis pela selecdo natural, resultando em novas
frequéncias de individuos na populacdo!®. Ainda, do
ponto de vista evolutivo, deve-se destacar a possibilida-
de de transferéncia horizontal de genes, entre espécies
diferentes, como observado, em experimento in vitro, no
caso do género de fungo filamentoso Fusarium sp.?.
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Classificagdao dos elementos transponiveis

Desde os estudos iniciais dos ETs, sabe-se que esses
estdo presentes na maioria dos organismos ja analisados,
na qual compdem a maior parte das sequéncias repetiti-
vas dos genomas. Atualmente existem diferentes tipos de
ETs, e esses possuem niveis de classificagdo, bem como,
classe, subclasse, ordem, superfamilia, familia e subfa-
milia, de acordo com as caracteristicas de estrutura e
mecanismos de transposi¢do comuns'3.

Em relagdo a classe, os ETs sdo subdivididos em du-
as classes, com base no mecanismo de transposi¢ao do
eclemento: classe I e classe II (Tabela 1)?!>22 23,2425,

Como exemplo de retrotransposons (Classe 1) em
fungos, pode ser citado o 7y3/gypsy, com genes de pro-
tease, transcriptase reversa, RNAse e integrase, como o0s
de Fusarium oxysporum (Elementos Forete Skippy),
além de outros encontrados, por exemplo, em Magno-
porthe grisea, Colletotrichum gloeosporioides, Asper-
gillus nidulans®.

Os transposons sdo sequéncias de nucleotideos, que
possuem Repeticdes Terminais Invertidas (ITRs), que
variam de 10 a 500 pb, que se movimentam pelo DNA
por meio de clivagem do sitio original e sua inser¢do em
outro sitio no genoma. As ITRs flanqueiam a regido que
codifica a enzima transposase, necessaria nos eventos de
transposi¢do desta classe?®. Esta classe de elementos
transponiveis nunca utiliza um intermediario de RNA
para sua movimentagdo, eles conseguem sair de uma
regido e se inserirem em outra sem a participagdo de
coadjuvantes?.

Tabela 1. Caracteristicas das duas maiores classes de ETs.

Elementos Estrutura Genes Trans- Exemplos
Transponiveis codificados posi¢io
Classe I Longos, Gene para  Via interme- Ty (levedura);
Repeticoes Transcriptase diario de Copia (Droso-
terminais Reversa (e RNA. phila);
diretas; eventualmente Alu (Humanos).
Curtas outros).

repeticdes
diretas
flanqueando a
uma sequén-
cia alvo.

Classe 11 Curtos, Gene para Através  do 1S 1(E.coli);
repetigdes Transposase (e DNA  (repli- Tn3 (E.coli);
terminais eventualmente cativo ou Ac, Ds (milho);
invertidas; outros). ndo-replicativ.  Elementos P

Curtas 0).
repetigdes

invertidas que

flanqueiam

uma sequén-

cia alvo.

(Drosophila).

Fonte: Adaptado de Pierce, 2008%.

A especificidade do mecanismo de transposicao da
classe II, levando a classificagdo nas duas subclasses,
pode ser assim delimitada: Na subclasse 1, o DNA nao
se duplica antes de sua inser¢do no genoma, ocorrendo o
processo de transposi¢do mediado pela DNA transposase,
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por excisdo e integragdo do mesmo. Na subclasse 2,
ocorre a duplicacdo do DNA antes de ocorrer a insercao,
por meio da clivagem de apenas uma das fitas do DNA,
com consequente replicagdo de uma Unica fita?!.

As duas classes sdo ainda divididas em superfamilias,
que se caracterizam pela existéncia de dominios ¢ assi-
naturas similares, sendo considerado as estruturas, orga-
nizagdo, tamanho da inser¢do ¢ a similaridade da se-
quéncia a nivel de DNA e proteina. Na classe II algumas
superfamilias sdo destacadas, como Tcl-Mariner, hAt,
Mutator e MITEs, onde a Tcl-Mariner ¢ amplamente
encontrada em plantas, fungos ¢ animais!”?!. Pereira, et
al. (2013)?, isolaram um transposon pertencente a nova
superfamilia ~da classe II, conhecida como
PIF/Harbinger. Este transposon, denominado Boto, foi
detectado pela primeira vez no genoma de um fungo
fitopatogénico (Moniliophthora perniciosa).

Clonagem génica baseada em elementos
transponiveis

A utilizagdo de elementos transponiveis vem sendo
cada vez mais usada em pesquisas nas mais diversas
areas. Tém sido muito importante, por exemplo, para a
analise da relacdo entre os fendtipos e genotipos, uma
vez que o sequenciamento desses elementos genéticos
moveis possibilitaria o monitoramento da acdo de dife-
rentes ambientes sobre o gene (atividade de transposi-
¢do). Além disso, pesquisas mostrando as diferencas
entre linhagens de microrganismos sdo possiveis, possi-
bilitando os estudos de evolugdo das linhagens e sua
adaptacdo ao meio?®.

Outra area que possui bastante evidéncia na pesquisa
de transposons ¢ a geracdo de mutantes randomicos. De
acordo com Jiang et al. (2013)*, os elementos transpo-
niveis sdo diversos e estdo presentes na maioria dos
grupos de Ascomicetos, Zigomicetos ¢ Basidiomicetos,
sendo detectados na maioria das linhagens naturais. Os
ETs podem ser usados como um método altamente efi-
ciente para a descoberta de novos genes e para a identi-
ficagdo da funcdo génica via mutagénese com alta taxa
de transferéncia em fungos filamentosos. Esta técnica
pode ser denominada como Inativagdo Génica mediada
por Transposon (IGT) — Transposon arrayed gene
knockout (TKO ou TAGKO) ou Etiquetagem Génica
mediada por Transposons (EGT). Ela foi inicialmente
desenvolvida em Magnaporthe grisea ¢ M. graminicola,
por Hamer et al. (2001)*, com o objetivo de investigar a
via de oxidagdo dos aminoacidos. Esta técnica tem sido
largamente empregada (Tabela 2).

O uso de novas construgdes de plasmideos contendo
genes de interesse, levou ao emprego de elementos
transponiveis como novas ferramentas de manipulacio
genética. O mini transposon UIB possui um sistema es-
tavel e que ndo necessita de plasmideos auxiliares.

Openly accessible at http://www.mastereditora.com.br/review




Bulla et al. / Uninga Review

Tabela 2. Exemplos de bibliotecas de mutantes randomicos em fungos
filamentosos usando elementos transponiveis.

Espécies &
Referéncias

Caracteristicas do
Sistema

Principais resultados

Fusarium  ox-
ysporum f. sp.
melonis®".

Mycosphaerella
graminicola®

Aspergillus
fumigates®

Fusarium  ox-
ysporum®*

Fusarium gra-
minearum?®

Fusarium  ox-

ysporum?®

Aspergillus
niger’’

Elemento Transpo-
nivel: Impala,
Protoplasto/PEG

Elemento Transpo-
nivel: Sif’

EcoRI — linearizada
pCB1003, Proto-
plasto/eletroporagao

Elemento Transpo-
nivel: Impalal60,
Coni-
dio/eletroporagéo

Elemento Transpo-

nivel: MITEs:
mimp1
Protoplasto/PEG

Elemento Transpo-

nivel: MITEs:
mimp1
Protoplasto/PEG

Elemento Transpo-
nivel: Imp160:gfp,
Protoplasto

Elemento Transpo-
nivel: Vader,
Protoplasto/PEG

A reinser¢do do trans-
poson impala foi obser-
vada em mais de 70%
dos casos. Pela analise
de 746 revertentes nas
plantas, uma alta pro-
por¢ao (3,5%) de mu-
tantes com patogenici-
dade reduzida foram
recuperadas.

Conjunto de cosmidios
de 250 clones mutageni-
cizados, 5.110 eventos
de inser¢do unica, 10
clones produziram mu-
tantes génicos especifi-
cos com uma frequéncia
alvo de 15-28%.

2.386 mutantes, 1,2%
com uma copia do ele-
mento transponivel em
locus essencial para o
crescimento, descreven-
do 20 genes ndo caracte-
rizados em A. fumigatus.
Mostrou que  mimpl
re-insere com alta fre-
quéncia em  regides
génicas em Foxysporum.
Comprovou-se ainda que
o sistema composto por
dois transposons
mimpl/impala ¢ com-
pletamente funcional na
espécie heterloga F
graminearum permitindo
o desenvolvimento de
uma ferramenta com alta
eficiéncia para etiqueta-
gem génica.

Selegdo de 331 mutantes
para  desenvolvimento
sexual, crescimento
radial e patogenicidade
em trigo, resultou em 19
mutantes  (5,7%) com
fenotipos alterados.
2.072 transformantes, 7
linhagens com viruléncia
reduzida, 75% de 12
revertentes com inser¢ao
Gnica, isolamento do
novo gene de viruléncia
FOXG 00016.

1  transformante em
1,2x10° conidiéforos, 95
de 97 linhagens analisa-
das com footprints de
elementos transponiveis,
determinando os sitios
de reintegragdo de 21
eventos de excisdo in-
dependentes.

Fonte: Adaptado de Jiang, et al. (2013)%
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Este transposon insere um plasmideo independente,
que ¢ muito ativo durante o processo de conjugacdo,
tornando possivel sua transmissdo entre os microrga-
nismos, destacando a possibilidade de utilizacdo do
mesmo na transformagdo génica’®.

As aplicagdes praticas dos elementos transponiveis
em marcagdo de genes e andlise populacional ¢ uma
questdo de grande importancia, uma vez que facilitaria a
pesquisa em biologia sistematica e funcional'’. Holmes
(2002)* destaca que um dos principais motivos do inte-
resse voltado ao estudo dos elementos transponiveis sdo
suas aplicagdes como ferramentas na pesquisa € na ana-
lise filogenética. Essas aplicagdes incluem a sua capaci-
dade como vetores de transformagdo e como eficientes
marcadores de genes.

Em estudos de mutagdo insercional, os transposons
tem a vantagem de servirem como etiquetas do gene
mutado, facilitando a sua clonagem. Alguns ETs podem
ser modificados para serem usados como ferramentas em
estudos moleculares, como no caso do elemento Ac, mo-
dificado para ser transposto somente quando induzido e
apenas uma vez. O elemento A¢/Ds, encontrado em mi-
lho, possui uma caracteristica interessante para essa
aplicagdo, onde ele tem a capacidade de transpor em
espécies distintas, e até mesmo em reinos distintos, co-
mo em S. cerevisae®.

Assim, o isolamento ou a detec¢do de genes de inte-
resse biotecnolodgico via IGT, perpassa pela utilizagdo de
inimeras técnicas (Figura 1): 1) A escolha do método de
transformagdo genética do microrganismo-hospedeiro
com o método quimico baseado no uso de protoplastos e
PEG/CaCl,; ou uso de biolistica; ou uso de Agrobacte-
rium; ou eletroporagdo, entre outros. 2) desenho e pre-
paro do cassete ou vetor de transformagdo, podendo ser
constituido/combinado de a) um sistema duplo formado
por um vetor contendo o marcador de selecdo (higromi-
cina, fluorescéncia, etc.) e outro vetor com o transposon
ativo; b) um sistema duplo formado por um vetor con-
tendo o marcador de selecdo e com um elemento de
transposi¢do inativo mas mobilizavel e outro vetor con-
tendo o gene associado a transposicdo (transposase ou
transcriptase reversa); ¢) um sistema unico constituido
por vetor/cassete contendo genes de selecdo e elemento
transponivel ativo; 3) A sele¢do dos transformantes, de
acordo com os sistemas de transformagdo genética em-
pregados; 4) analise molecular dos transformantes para
verificar o tipo de integragdo do vetor ou vetores, no
genoma do microrganismo hospedeiro; 5) Selegdo dos
transformantes com feno6tipos mutantes quanto a carac-
teristica de interesse (fitopatogenicidade, resisténcia a
antibiodticos, entre outros) e 6) Analises complementares
dos mutantes insercionais por IGT, empregando diversas
tecnologias (microarray, transcriptoma, proteoma, me-
taboloma, entre outros).

Além dos fungos, pode-se aplicar também a técnica
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IGT para o estudo de genes bacterianos. O uso de mini-
transposons para este fim se mostrou muito eficiente na
maioria das bactérias testadas, falhando, contudo, na
geracdo dos mutantes nos géneros Cellulomonas,
Cytophaga, Nocardia, Staphylococcus, Photobacterium,
¢ Promicromonospora®®. O transposon Himarl se mos-
trou muito eficiente na geracdo de mutantes em bacté-
rias, além de mostrar sua importancia na identificagdo e
clonagem do transposon apos sua inser¢do no microrga-
nismo*!.

Amakerram
M raniney

V.18,n.2,pp.22-27 (Abr - Jun 2014)

importantes para diversas fungdes bioldgicas como
aquelas associadas a intera¢do entre microrganismos e
plantas hospedeiras, como genes associados a viruléncia
e/ou patogenicidade.

Técnicas de biologia molecular tiveram um desen-
volvimento importante na ultima década com a constru-
¢do de novas ferramentas de inativagdo génica (knockout
génico) desenvolvidas a partir de vetores baseados em
elementos transponiveis. Essas ferramentas associadas a
métodos efetivos de transformacdo genética microbiana
abrem uma nova frente de estudo e manipula¢do génica
em microrganismos de interesse biotecnoldgico.
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