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Isolamento de Sequéncia
Associada a Telédmero de
Metarhizium anisopliae e
Monomorfismo no Locus de
Subtelomérico de Fungos ,
Agentes de Controle Bioldgico

Peter W. Inglis

Luciane Vieira de Mello
Daniel John Rigden

Maria Cléria Valadares-Inglis

Resumo

A maioria dos fungos filamentosos apresenta polimorfismo nas sequéncias
associadas a telémeros (TAS), permitindo que o mesmo seja utilizado na
caracterizacao genética pelo método de fingerprinting. Entretanto, algumas
linhagens de Metarhizium sp., Gliocladium sp. e Paecilomyces sp. nao apresen-
tam polimorfismo neste locus, e sim bandas Unicas ou poucas bandas. Estas
bandas variam em intensidade, quando analisadas por Southern blot, utilizando
sonda telomérica. Para investigar este fen6meno, linhagens monospéricas de
Metarhizium anisopliae (CG34) foram analisadas, mostrando uma ou duas
bandas fracas e outra altamente intensa, observadas por anélise de fingerprinting
com vérias enzimas de restricdo. As demais linhagens de M. anisopliae produzi-
ram entre 13 e 16 intensas bandas teloméricas, indicando a presencade 7 a 8
cromossomos neste fungo, o que se relaciona aos dados de cariétipagem por
eletroforese de campo pulsado. Os telémeros monoméarficos, formando intensas
bandas na linhagem CG34 se extendem a aproximadamente 7Kb quando
mapeados com a enzima de Apal. Bandas polimdérficas maiores que 8kb, entre-
tanto, sdo produzidas por digestdao com Xhol, cujo sitio de restricao se situa fora
da regido de duplicacéo intercromossomal. Clones de DNA associado a
teldmeros foram isolados a partir de biblioteca gendmica preparada com a enzima
Xhol, e enriquecida de fragmentos terminais. Os teldmeros da CG34 consistem
de 18 a 26 repeticdes do hexanucleotideo TTAGGG. Internas e adjacentes a
estas repeticoes, em todos os clones, foram encontradas cinco perfeitas repeti-
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coes das sequéncias semelhantes a telémeros, TAAACGCTGG. O clone de
8,1kb, de populacdo monomérfica, foi identificado por mapeamento de restricao
e contém uma larga origem de replicacao (ORF) codificando para uma RecQ-like
helicase. Esta apresenta homologia nas regides conservadas com outros genes
pertencentes a familia das DNA helicases. A presenca do gene de helicase,
duplicados nas sequéncias associadas a teldbmeros, em linhagens de M.
anisopliae,sugere similaridades aos elementos Y’ de levedura, os quais estao
envolvidos na sobrevivéncia de linhagens de levedura, mutantes negativos para
telomerase, ou similaridades com os novos elementos transponiveis descritos
como Helitrons.

Palavras-chave: Metarhizium, Gliocladium, Paecilomyces, RecQ helicase,
monomorfismo.
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Metarhizium anisopliae e
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Abstract

Most strains of filamentous fungi so far examined display high polymorphism in
their telomere associated sequences (TAS), providing a useful fingerprinting
method. Some strains of Metarhizium sp., Gliocladium sp. and Paecilomyces sp.,
however, lack polymorphism at this locus, presenting a single, or few bands of
unequal intensity, in Southern blot analysed with telomeric probes. To
investigate this phenomenon, we examined a monoconidial strain of Metarhizium
anisopliae (CG34) producing one or two weak bands and another highly intense
band in fingerprinting with various restriction enzymes. Other M. anisopliae
strains produce around 13 - 16 equally intense telomeric bands, indicating the
presence of 7-8 chromosomes in this fungus, which correlates with
electrophoretic karyotype data. The monomorphic telomeres forming the intense
band in CG34 extend to approximately 7 kb when mapped with the enzyme
Apal. Polymorphic bands of greater than 8kb, however, are produced by Xhol
digestion whose recognition site therefore lies outside the interchomasomally
duplicated region. Clones of telomere-associated DNA were isolated from a Xhol
plasmid library enriched for terminal fragments. The telomeres of CG34 consist
of 18 to 26 repeats of the hexanucleotide TTAGGG. Internal and adjacent to
these repeats in all clones are five perfect repeats of the telomere-like sequence
TAAACGCTGG. An 8.1 kb clone from the monomorphic population, identified
by restriction mapping, contains a large open reading frame which is shown to
be a RecQ-like helicase sharing homology with the known DNA helicases
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families in the conserved regions. The presence of the helicase gene in the
duplicated M. anisopliae telomere-associated sequences suggests similarity to
the Y’ elements of yeast, which are involved in strain survival in the absence of
telomerase or similarities to the new described Helitrons transposable elements.

Key words: Metarhizium, Gliocladium, Paecilomyces, RecQ helicase,
monomorphism.
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Introducao

Recentemente, fungos filamentosos tém sido desenvolvidos como biopesticidas,
devido ao seu potencial de causar doencas em vérias espécies de insetos,
plantas daninhas e controlar patégenos de plantas. Fungos entomopatogénicos,
particularmente Metarhizium e Paecilomyces, sao utilizados no controle de uma
variedade de insetos na agricultura (Prior, 1992, Magalhaes, 1997, Inglis et al.,
2001a), enquanto que outros fungos, a exemplo de espécies de Gliocladium, ja
sdo usados no controle de uma variedade de doencas de importancia agricola
(Wraight et al., 2001). O sucesso no desenvolvimento de produtos comerciais
esté relacionado a estabilidade genética dos organismos, durante o processo de
producdo e estocagem. A estabilidade genética destes fungos tem sido analisa-
da, sendo que algumas espécies tém sido relatadas como apresentando declinio
na patogenicidade apds subcultivo seriado in vitro (Fargues & Roberts, 1983).
Recentemente, foram relatadas ocorréncias de degeneracao fenotipica durante a
formacéao de setores em linhagens de Metarhizium anisopliae, sendo estas
variacdes relacionadas a mudancas na producao de metabdlitos secundarios e
enzimas (Ryan et al., 2002). Entretanto, pouco se conhece sobre os mecanis-
mos genéticos relacionados a variacao fenotipica nestes organismos.

Estudos prévios de variabilidade genética do grupo de Metarhzium anisopliae
var. acridum (=M. flavoviride) por RFLP, utlizando sonda telomérica (Inglis et al.,
1999), mostraram grande polimorfismo no locus subtelomérico. Utilizando esta
técnica, identificamos linhagens de Metarhizium ansopliae var. anisopliae,
isolado CG34; Paecilomyces sp. e Gliocladium sp., produzindo duas bandas
teloméricas relativamente fracas e uma terceira banda intensa. A maioria das
linhagens de Metarhizium produz de 13 a 16 bandas teloméricas de igual
intensidade, indicando a presenca de 7 a 8 cromossomos neste fungo, o que é
confirmado por cariétipo eletroforético (Valadares-Inglis & Peberdy, 1998). Este
fendmeno de monomorfismo associado a sequéncias de DNA telomérico foi
anteriormente observado em linhagens de Botrytis cinerea, onde a maioria das
linhagens apresenta polimorfismo no DNA associado a telémeros (Levis et al.,
1997b).

A auséncia de polimorfismo no locus associado a teldmeros poderia ser explica-
do por eventos de recombinacdo endégena multipla entre terminais
cromossOmicos nestas linhagens ou por atividade de elementos transponiveis
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com sitios de integracdo preferenciais na regido telomérica. Transposon
degenerado LTR, denominado Pogo, foi identificado na regido telomérica VR de
Neurospora crassa (Schechtman, 1987). Entretanto, outras provaveis cépias
deste elemento, identificadas por hibridizacdo, foram encontradas em outros
sitios ndo teloméricos. Em mosca das frutas, Drosophila melanogaster, os
teldmeros sdo mantidos por transposicao e duplicacdo em “tandem” de
retrotransposons do tipo non-LTR (ndo-longos terminais repetitivos); incluindo
os transposons LINE-like e HeT-A, associados aos terminais cromossémicos
quebrados (Danilevskaya et al., 1994), e TART (telomere-associated
retrotransposon) que se transpde e duplica naturalmente nos terminais
cromossOmicos (Levis et al., 1993). Outros retrotransposons non-LTR, como
TRAS1 (Takahashi & Fugiwara, 1999) e SART1 (Takahashi et al., 1997)
contém ORFs (“open reading frames”) codificando para gag- e pol-like, além da
3’ poly (A) inseridas em sitios especificos, em regides de repeticoes teloméricas
de bicho da seda, Bombyx mori.

Em Saccharomyces cerevisiae, um mosaico de repeticoes diferentes, variando de
terminal para terminal, entre linhagens, esta presente em sequéncias associadas a
teldbmeros e podem ou nado conter ORFs. A sequéncia mais comum associada a
teldmero (TAS) em S. cerevisiae é o elemento Y’, altamente conservado e com
funcéo e origem desconhecidas (ver revisdo de Louis, 1995). Entretanto,
amplificacdes dos elementos Y’ associados a teldomeros sdo parte dos mecanis-
mos alternativos de elongamento de teldmeros (ALT) envolvidos na manutencéao
da sobrevivéncia de mutantes telomerase negativos (Yamada et a/., 1998; Louis,
1995).

Devido as potenciais implicacoes dos rearranjos das sequéncias de DNA associa-
das a telémeros na estabilidade genémica de fungos filamentosos utilizados no
controle bioldgico, a regido de monomorfismo de DNA associado a telémeros da
linhagem CG34 de M. anisopliae foi clonada e caracterizada. Este trabalho pode
auxiliar no entendimento dos mecanismos pelos quais estes DNAs associados
aos telébmeros sao duplicados ou transferidos entre cromossomos deste isolado.
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Materiais e Métodos

Linhagens: Nove linhagens de Paecilomyces sp., 14 linhagens de Metarhizium
sp. e 18 de Gliocladium sp. foram utilizadas para analise de polimorfismo. As
linhagens de Metarhizium e Paecilomyces foram obtidas da colecdo da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia e as linhagens de Gliocladium procedentes
da Embrapa Uva e Vinho (gentiimente cedidos pela Dra. R.M. Sanhueza). Os
isolados foram armazenados em nitrogénio liquido e os cultivos foram feitos em
BDA (batata dextrose agar — Difco). A linhagem CG34 de Metarhizium
anisopliae var. anisopliae, utilizada para clonagem do TAS (sequéncia associada
a telémero), foi originalmente isolada de Conotrachelus sp.
(Coleoptera:Curculionidae) em Manus, Amazonas, Brasil, em 1988.

Extracdo e manipulacdo de acidos nucléicos: O DNA genémico do fungo foi
extraido de micélio crescido por 48h a 28°C em 200ml de meio completo para
Aspergillus (Pontecorvo et al., 1953), com 280rpm de rotagéo, utilizando-se o
método CTAB (Rogers and Bendich, 1988). Southern blots foram preparados
utilizando-se membranas de nylon (Zeta probe, Bio-Rad) de acordo com os
métodos convencionais. Sondas foram marcadas com a®?P-dCTP, com o kit
Rediprime (Amersham Pharmacia Biotech) e utilizadas para hibridizacao, e os
blots foram expostos a filmes de raios-X.

RFLP e mapeamento de restricdo das sequéncias de DNA associadas a telomeros
na linhagem CG34: Os DNAs gendémicos (511g) de cada isolado foram digeridos
com enzimas de restricdo (EcoRl, Hindlll e Pstl) em tampao apropriado. Apds
eletroforese, os fragmentos de DNA foram transferidos para as membranas de
nylon para hibridizacdo. Para o mapeamento das sequéncias associadas a
teldbmero, causando monomorfismo, o DNA gendémico da linhagem CG34 foi
digerido com diversas enzimas de restricdo. Sonda de DNA foi preparada por
digestao do plasmideo pMSC1 (gentilmente cedido pelo Dr. D. TeBeest),
contendo sequéncia de consenso telomérico isolada de Fusarium oxysporum
[TTAGGGI,, (Powell & Kistler, 1990), com as enzimas Sstl/Xbal.

Preparo e selecéo de biblioteca genémica enriquecida de sequéncias terminais, da
linhagem CG34 de Metarhizium anisopliae:
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O reparo dos terminais teloméricos foi conduzido utilizando-se uma modificacao
do método de Bhattacharyya & Blackburn (1997). O DNA genémico da linha-
gem CG34 (10mg) foi tratado com cinco unidades da enzima Vent® DNA
polimerase (NEB) em tampéao recomendado pelo fabricante, contendo 1TmM de
dNTP’s, a 70°C por 1 h. Apds precipitacdo com etanol, este DNA com extremi-
dades abruptas foi ligado ao plasmideo pBluescript | sk* (1ug; Stratagene)
digerido com a enzima EcoRV. Os produtos de ligacdo foram digeridos com Xhol
e religados. Este DNA foi utilizado para transformar células competentes de E.
coli XL10 Gold (Stratagene) preparadas segundo o método de Inoue et al.
(1990). Células transformadas foram plaqueadas em meio LB suplementado com
ampicilina, IPTG e X-gal e mantidas a 28°C por 36h. As placas foram incubadas
a baixa temperatura para permitir o completo restabelecimento dos clones
contendo repeticdes teloméricas de M. anisopliae, presumivelmente devido a
instabilidade das sequéncias repetitivas em E. coli. a 37°C. Col6nias foram
transferidas e o DNA fixado em membrana Genescreen plus (Du Pont) de acordo
com os procedimentos padroes. A sonda, representando telé6meros e DNA
associado a telomero da linhagem CG34, foi preparada. Um micrograma de
DNA gendmico nao reparado, da linhagem CG34, foi digerido com Xbal,
anteriormente apresentando intensa banda de hibridizacdo com aproximadamente
500bp, e ligado ao plasmideo pBluescript Il sk* digerido com Xbal. O
nucleotideo [CCTAAA], e o primer de 23 mer correspondendo ao promotor T3
de pBluescript foram utilizados para amplificar os teldmeros e as sequéncias
associadas a teldmeros, a partir da mistura de ligacado dos produtos de Xbal, por
PCR, incorporando-se x32P-dCTP. O produto de PCR foi utilizado como sonda de
selecdo da biblioteca Xhol enriquecida com terminais teloméricos. Col6nias que
apresentaram sinais positivos de hibridizacao foram analizadas por digestao
com enzimas de restricdo. O clone denominado pMAT3A1, contendo sitios de
restricdo semelhantes aos resultados de Southern blot, foi selecionado para
estudos posteriores. Os terminais inseridos de outros cinco terminais
cromossdmicos foram clonados e parcialmente sequenciados, utilizando-se o
primer M13 Reverse, para determinacao da estrutura telomérica.

Analise da sequéncia do clone telomérico pMAT3A1:
Um conjunto de delegcGes para ambas as fitas do clone pMAT3A1 foi preparado

utilizando-se a técnica de digestao com exonuclease Il (Henikoff, 1987). Os
clones foram sequenciados pelo método de terminagdo em cadeia, usando-se o
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kit Termo-Sequenase radiolabeled terminator cycle sequence (Amersham
Pharmacia Biotech) e dNTP’s marcados com x3?P. Analise inicial do clone
pMAT3A1 revelou a presenca de uma larga ORF (open reading frame), cuja
sequéncia protéica deduzida foi submetida a estudos de homologia estrutural.

Andlise da proteina deduzida a partir da sequéncia clonada:

Estudos iniciais da sequéncia foram conduzidos utilizando-se FAST3 (Pearson &
Lipman, 1988) na base de dados Swissprot. Analises mais sensiveis, com o
objetivo de identificacdo de homdlogos foram conduzidas utilizando-se PSI-
BLAST (Altschul et al., 1997), modelo de Maekov (Karplus et al. 1998) e o
método FFAS (Rychlewski et al., 2000). A homologia estrutural foi analisada
utilizando-se os métodos GenTHREADER (Jones, 1999a), 3D-PSSM (Kelley et
al., 1999). Estrutura secundaria foi estimada utilizando diferentes métodos
(Karplus et al., 1998 e Jones, 1999b). Alinhamentos iniciais foram feitos
utilizando-se o método de Jalview modificado (disponivel na http://
circinus.ebi.ac.uk.6543/jalview). Anotacdes dos alinhamentos foram feitas

utilizando-se Alscript (Barton, 1993).
Resultados e Discussao

Monomorfismo no loci subtelomérico em linhagens de Gliocladium sp.,
Paecilomyces sp. e Metarhizium sp.

Repeticdes teloméricas foram utilizadas no fingerprinting de fungos filamentosos
como Metarhizium sp. (Inglis et al., 1999), Cercospora caricis (Inglis et al.,
2001b), Nomuraea rileyi (Boucias et al.,2000) e Beauveria sp. (Viaud et al.,
1998). Anélise de Metarhizium, Paecilomyces e Gliocladium sp. utilizando
repeticGes teloméricas [TTAGGGI,, revelaram monomorfismo de bandas em
algumas linhagens (Fig.1), em oposicdo a multiplas bandas esperadas e observa-
das em outras linhagens. Dentre as 09 linhagens de Paecilomyces analisadas,
somente uma apresentou bandas monomarficas em andlise de Southern Blot com
DNA digerido com Pstl (Fig.1), Hindlll e EcoRV (dados ndo apresentados).
Entretanto, observou-se monomorfismo em 21% das linhagens de Gliocladium
sp., onde as linhagens 10GD0O2 e GSJ1 apresentaram bandas monomoérficas
quando digeridas com Pstl, enquanto que outras apresentaram polimorfismo com
esta enzima. Diversas linhagens de M. anisopliae mostraram falta de
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polimorfismo no loci telomérico, quando o DNA genémico foi digerido com EcoRl,
como previamente observado para a linhagem CG34.

A B Cc

M123456 789 10111213141516171819 4 1 2 3 4 5 6 7 8 9 M1234567 89 1011121314
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Fig.1. Southern blot de DNA gendmico de linhagens de: (A) Gliocladium sp. digerido
com Pstl, (B) Paecilomyces sp. digerido com Pstl e (C) Metarhizium anisopliae
digerido com EcoRl, hibridizados com sonda de sequéncia telomérica [TTAGGG],,.
Em (A) as linhas 4, 9 12 e 15; (B) linha 5 e (C) linhas 1, 3 e 9; correspondem as
linhagens apresentando monomorfismo na regido telomérica. As linhas marcadas

com M correspondem a marcador 100pb.

Linhagens mais afetadas apresentaram poucas bandas fracas juntamente com
outra banda telomérica altamente intensa, indicando que o evento responsavel
pela aparente falta de polimorfismo nestas linhagens nao envolve terminal
cromossOmico. Entretanto, a linhagem CG292 de Metarhizium sp., linhagem
CG323 de Paecilomyces sp. e linhagens 3GDO1, 10GD02, GSJ1 e GFO3 de
Gliocladium sp. apresentam banda telomérica Unica e intensa, sugerindo que
todos os terminais cromossdémicos foram alterados de maneira similar. A falta de
polimorfismo nas sequéncias associadas a telémeros ndo é um evento incomum
e parece afetar outras espécies, uma vez que bandas monomorficas foram
observadas em linhagens de 7Trichoderma (dados nao apresentados). Nenhuma
correlacao foi observada em relacao a variacGes de hospedeiros e regides
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geogréficas, sugerindo que este evento ocorre amplamente em fungos
filamentosos de forma casual, sendo que os mecanismos genéticos envolvidos
sédo desconhecidos.

Em M. anisopliae, linhagens possuindo polimorfismo nas sequéncias associadas
aos teldbmeros apresentaram ndmero varidvel de bandas, observando-se na
linhagem CG322 um total de 18 bandas, o que corresponde a 9 cromossomos.
Cariotipagem eletroforética mostra que algumas linhagens brasileiras de V.
anisopliae apresentam 7 cromossomos, enquanto outras apresentam oito
cromossomos (Valadares-Inglis & Peberdy, 1998). Shimizu et a/. (1992)
mostrou a presenca de sete cromossomos em isolados japoneses de V.
anisopliae, sugerindo que a ocorréncia de rearranjos ou duplicacdes de DNA
associados a telomero seja responsavel pela auséncia de polimorfismo em
algumas linhagens, e ndo pela perda ou fusdo de cromossomos inteiros. Esta
correlacdo numérica entre bandas detectadas com sonda telomérica e nimero de
cromossomos demonstra que ndo existem repeticées teloméricas em loci
cromossdmico ndo terminal nestas linhagens.

DNA associado a teldmeros na linhagem CG34 foi mapeado em detalhes
utilizando-se varias enzimas de restricao (dados nao apresentados). A maioria
das enzimas testadas produziu padrao similar ao observado para a EcoRlI, ou
seja, banda telomérica intensa, Unica ou associada a uma ou duas outras bandas
fracas. Entretanto, Notl, Smal, Spel e Xhol produziram polimorfismo consistindo
em fragmentos de alto peso molecular, indicando a presenca de sitios de restri-
cao fora da regido duplicada. Outras enzimas testadas produziram multiplicidade
de bandas variando de 450bp para Sacl a aproximadamente 7000bp para Apal.
As enzimas Sacl e Xbal também produziram 5 e 4 bandas fracas respectivamen-
te, em adicdo a uma banda intensa de hibridizacao, sugerindo que certas cépias
do elemento duplicado contém polimorfismo.

Clonagem de sequéncia duplicada, associada a telomero, da linhagem CG34 do
fungo M. anisopliae:

A enzima Xhol foi utilizada para clonagem, devido ao fato de a mesma produzir
bandas polimérficas com peso molecular maior que 8.0kb. A biblioteca genémica
foi produzida em pBluescript Il sk + e transformada em E. coli. Seis clones foram
identificados como contendo terminais cromossdmicos, sendo utilizados para
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andlise e mapeamento. O clone denominado pMAT3A1, contendo um inserto de
aproximadamente 8,0kb foi selecionado para andlises complementares.

Analise da sequéncia do clone pMAT3A1

Os teldmeros ligados ao sitios de EcoRV dos quatro clones, incluindo
pMAT3A1, mostraram a presenca de numeros varidveis de hexanucleotideos
TTAGGG repetidos em “tandem”. Estas repeticOes teloméricas sédo idénticas as
repeticdes de telémeros humanos (Meyne et al., 1989), de Physarium (Forney et
al.,1987), de Trypanosoma (Blackburn & Challoner, 1984) e de fungos
filamentosos como Neurospora crassa (Schechtman, 1987), Ustilago maydis
(Guzman & Sanchez, 1994) e Aspergillus nidulans (Bhattacharyya & Blackburn,
1997), dentre outros. Em dois clones contendo insertos hibridizados em
Southern blot, nenhuma sequéncia telomérica foi encontrada, sugerindo que
estes tenham sido originados por reparo do DNA telomérico proximal ou que as
repeticGes teloméricas tenham sido perdidas por recombinacdo em E. coli. A
perda por recombinacdo é mais provavel, uma vez que nenhum clone contendo
teléomero foi observado em clones incubados a 37 °C , mostrando que clones
contendo sequéncias repetitivas sao altamente instaveis em linhagens de E. coli,
sendo possivel clonagens somente em baixas temperaturas (Hanahan et a/.,
1991). Clones contendo sequéncias teloméricas apresentaram 20 repeticdes
TTAGGG (pMAT1B1), 18 repeticées (PMAT3A1) , 23 repeticdes (PMAT7C1)
e 26 repeticoes (pPMAT10A4), sugerindo que o tamanho dos teldmeros seria
aproximadamente entre 108 a 156pb. A razao desta variacdo poderia ser devido
a fidelidade da atividade da exonuclease x-5, da enzima Vent DNA polimerase
utilizada para reparar o terminal telomérico do DNA. Entretanto, em presenca de
excesso de dNTP’s, a perda de DNA telomérico seria minima (Zakian, 1989).
Além disso, os telémeros sdo conhecidos pela sua heterogeneidade em tamanho
de DNA, mesmo para um Unico cromossomo (Zakian, 1989). O tamanho dos
teldbmeros da linhagem CG34 é similar ao observado para o fungo A. nidulans
(~ 100pb; Bhattacharyya & Blackburn, 1997) e os telomeros VR de N. crassa
(162pb; Schechtman, 1987).

Em todos os clones, incluindo o pMAT1B1, foram encontradas 5 sequéncias de
repeticdo perfeitas, TAAACGCTGG, imediatamente adjacente a repeticao
TTAGGG. Esta sequéncia semelhante a teléomero parece ser Unica para a espécie
de M. anisopliae, nao sendo encontrada em outros fungos filamentosos ou
outras sequéncias disponiveis. Nenhuma sequéncia do tipo LTR (long terminal

‘ Sem titulo-3.P65 16 16/7/2004, 14:29



Isolamento de Sequéncia Associada a Telémero de Metarhizium anisopliae e Monomorfismo no Locus 17

Subtelomérico de Fungos, Agentes de Controle Biolégico

repeats) foi identificada em pMAT3A1, bem como nenhum sitio de duplicacdo, o
que poderia sugerir sitios caracteristicos de insercao de retrotransposons.

Uma larga ORF (open reading frame) de 54.00pb foi identificada na regido
centromérica proximal do clone pMAT3A1. A andlise da sequéncia mostrou

homologia com genes codificando para uma RecQ helicases (Tab.1).

Tabela 1. Homologia da RecQ helicase de Metarhizium anisopliae com quinze
outras RecQ helicases, utilizando-se BLAST.

N°  valore

O % 9 O L AR W N -

>

11

le*

54
53
6
8e?’
22
4¢2
5%
6
6
667
3%
3%
56

8™

scoreZ  Tamanho

184
172
152
128
125
124
122
122
122
122
122
119
119
119
118

823
752
1887
1447
610
731
705
1142
605
631
766
410
1231
1189
615

Nome

telomere-linked helicase 1
telomere-associated RecQ-like helicase
DNA helicase possibly pseudo
DNA helicase TPS1 — yeast
ATP-dependent DNA helicase
hypothetical protein

DNA helicase

Gd BLM

hypothetical protein

DNA helicase RecQ
ATP-dependent DNA helicase
DNA helicase

hypothetical protein

Sgslp

ATP-dependent DNA helicase

Organismo

Magnaphorte grisea
Ustilago maydis
Schizosaccharomyces
Saccharomyces cerevisiae
Yersinia pestis
Trichodesmium erythraeum
Arabidopsis thaliana
Gallus gallus
Magnetococcus sp.
Leptospira interrogans
Encephalitozoon

Homo sapiens
Caenorhabditis elegans
Candida albicans

Salmonella typhimurium

Andlise da sequéncia da ORF (open reading frame)

Utilizando-se FASTAS3, observou-se clara similaridade da ORF com outras
sequéncias da base de dados SWISSPROT. A relacao mais préxima foi obtida
com duas sequéncias associadas a teléomeros, codificando para uma RecQ-like

helicase do fungos Magnaphorte grisea e Ustilago maydis, Swissprot 013399 e
013400, (Sanchez-Alonso & Guzman, 1998). Seguiram-se outras helicases,
sendo que as sequéncias apresentam identidades de residuos em torno de 26 %,
em aproximadamente 480 residuos. Estes resultados permitem sugerir que a
ORF seria membro da familia das DEAD/DexH helicases (ver revisdo de de la
Cruz et al., 1999), com homologia nas regides de consenso de helicases. As

regioes do P-loop e DexH (motifs | e Il) estdo envolvidos na ligacdo de substrato

de ATP, enquanto que o TGTLP (motif Ill) forma uma ligacao flexivel entre os
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primeiros dois dominios da estrutura da helicase. No dominio VI, os dois
residuos de Arg ligam ao ATP e sdo conservados (Fig.2). Uma grande
homologia foi observada na estrutura secundaria prevista, com estruturas do
cristal da helicase de U. maydis.

Conclusoes

A sequéncia duplicada na regido telomérica de M. anisopliae, codificando para
uma RecQ-like helicase, apresenta similaridades com os elementos Y’ de levedu-
ras, os quais estdo envolvidos na manutencéao da viabilidade celular em auséncia
de telomerase. Esta sequéncia esta duplicada ao terminal de todos os
cromossomos, em cépias Unicas por telémeros, como indicados pelos dados de
hibridizacdo de Southern blots. A consequéncia das duplicacdes, bem como os
mecanismos de inducdo, ou o envolvimento do gene RecQ-like helicase neste
processo, sao desconhecidas.

O significado das duplicacdes dos TAS da linhagem CG34 néao é claro, no
entanto paralelos com os elementos Y’ podem ser feitos, devido ao fato de os
elementos Y’ possuirem um gene de helicase, o qual poderia ser suficiente para
permitir a duplicacao deste elemento. Entretanto, o mecanismo de transposicao
dos elementos Y’ ndo sdao conhecidos, sendo possivel que produtos de outros
genes sejam necessarios para sua duplicacdo, como por exemplo a atividade da
helicase.

Recentemente, uma classe diferente de elementos transponiveis, denominada
Helitrons, foi descrita em Arabidopsis, arroz, Caenorhabditis elegans, milho
(Freshotte & Wessler, 2001; Kapitonov & Jurka, 2001; Lal et a/., 2003).
Helitrons sdo grandes sequéncias de replicacdo auténoma, de 5 a 15kb, nédo
apresentam terminais repetitivos e contém dominios DEAD de helicase. De
acordo com Lal et a/.,(2003), os Helitrons, como outros elementos
transponiveis, podem ser ferramentas importantes para a expansao do genoma,
frequentemente capturam genes importantes e os multiplicam durante sua
jornada através do genoma. Mecanismos semelhantes podem, provavelmente,
estar envolvidos no monomorfismo observado no loci telomérico, onde o gene
de helicase foi observado em fungos filamentosos, principalmente no M.
anisopliae. Outros estudos sdo necessarios para o melhor entendimento da
funcao deste gene, bem como os efeitos do monomorfismo nos terminais
teloméricos de fungos.
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I Ia
MusN from A. nidulans KDTFVLMP-TGGGKSLCYQLPSVISSGSTRGVTLVISPLLSLMQODQVSHL 764
QDE from N. crassa KDAFVLMP-TGGGKSLCYQLPAVVRSGKTRGITVVISPLLSLMLDQVNHL 969
SGS1 from S. cerevisiae KDVFVLMP-TGGGKSLCYQLPAVVKSGKTHGTTIVISPLISLMODQVEHL 742
Dmblm from D. melanogaster NDCFVLMP-TGGGKSLCYQLPATILTEG----VTIVISPLKSLIFDQINKL 797
BLM from H. sapiens EDCFILMP-TGGGKSLCYQLPACVSPG----VTVVISPLRSLIVDQVQKL 727
TLH1 from M. grisea LTPIVQITGTGGGKSLSFILPAFCTGITG--TTIVVVPLVALREDLWRRC 287
WRN from H. sapiens RRDNVAVMATGYGKSLCFQYPPVYVGK-—---IGLVISPLISLMEDQVLQL 609
RecQ from Metarhizium QSPVVAVLPTGGGKSLVFMVPAMLSGS---GVTVVVAPFAKLKTQLVQORC 1003
Lk kkkk x| N .
MusN from A. nidulans RONKIKAYLINGDTPSEERQWIMSTLSSHNPETHIELLYITPEMISKSHA 814
QDE from N. crassa ANLMIQAYAFNGDMNSEMRRMVFQKLDAEHPEHELQLLYVTPEMVSKNQT 1019
SGS1 from S. cerevisiae LNKNIKASMFSSRGTAEQRRQTFNLFINGL----LDLVYISPEMISASEQ 788
Dmblm from D. melanogaster ASLDICAKSLSGEQKMADVMAIYRDLESQP--PMVKLLYVTPEKISSSAR 845
BLM from H. sapiens TSLDIPATYLTGDKTDSEATNIYLOLSKKD--PIIKLLYVTPEKICASNR 775
TLH1 from M. grisea RESGIEAHVWTSRGANR-——————————————— AAAIVFVTPESAS-TKM 320
WRN from H. sapiens KMSNIPACFLGSAQSENVLTDIKLG— —KYRIVYVTPEYCSGNMG 651
RecQ from Metarhizium IDAGLDCKMWPEARESWPR - VTIVAAETASSED 1035
II
MusN from A. nidulans LTDRIEKLCSIQKLARVVIDEAHCVSQWGHDFRPDYKQIGAFRARIPGVP 864
QDE from N. crassa FVNKMMDLYRRKKLARIVIDEAHCVSQWGHDFRPDYKAIGEFRKRFPGVP 1069
SGS1 from S. cerevisiae CKRAISRLYADGKLARIVVDEAHCVSNWGHDFRPDYKELKFFKREYPDIP 838
Dmblm from D. melanogaster FODTLDTLNSNNYISRFVIDEAHCVSQWGHDFRPDYKKLGVLKKRFPNVP 895
BLM from H. sapiens LISTLENLYERKLLARFVIDEAHCVSQWGHDFRODYKRMNMLRQKFPSVP 825
TLH1 from M. grisea FRDFVNRLRVRQELDRVVVDECHMVLDAGSEFRPOQLGLLGRTIAGWG-VQ 369
WRN from H. sapiens LLOQLEADIG---ITLIAVDEAHCISEWGHDFRDSFRKLGSLKTALPMVP 698
RecQ from Metarhizium FLRWAADLSVRGRLDRIVVDECHLTFTAADEYRNKLRALAQLR--NLGCP 1083
. LEx ok s .
IIT
MusN from A. nidulans LMALTATATENVKVDVIHNLRMQG--CEVFTQSFNRPNLTYEVRRKG--K 910
QDE from N. crassa 1113
SGS1 from S. cerevisiae 882
Dmblm from D. melanogaster 940
BLM from H. sapiens K 870
TLH1 from M. grisea VVCLTATLSPRDEEAFHQAMGFQGNMVTIYRVLTSRENIEYRVRYTK--K 417
WRN from H. sapiens IVALTATASSSIREDIVRCLNLRN--PQITCTGFDRPNLYLEVRRKTGNI 746
RecQ from Metarhizium FVFLTGTLPPLRQREFEEAMLLON--PLY IRASSHRVNARYAVRRVKTGQ 1131
xk | * P * x *
v
MusN from A. nidulans HAELLDSIADTIKSTYRNKCGIVYCLSRNTCEKVAEALRTNYS---IKAE 957
QDE from N. crassa EQNLIARIAELIKEKYDGQTGIIYTLSRKSAENIAKNLQEKHR---IKAK 1160
SGs1l from S. cerevisiae TKNTIFEICDAVKSRFKNQTGIIYCHSKKSCEQTSAQMORNG--—--IKCA 928
Dmblm from D. melanogaster GVSTLDDISRYIRSKPQHFSGIIYCLSRKECDETSKKMCKDG----VRAV 986
BLM from H. sapiens PKKVAFDCLEWIRKHHPYDSGIIYCLSRRECDTMADTLQRDG----LAAL 916
TLH1 from M. grisea VGGKQQAIEEAVEEAVG-EARLRYGDDTRMIVYRGTIKRTETIGESLGCP 466
WRN from H. sapiens LODLOPFLVKTSSHWEFEGPTIIYCPSRKMTQQVTGELRKLN----LSCG 792
RecQ from Metarhizium GIMEVKRLVEAWQQGGNDNGNKPVPVKKGVIYCLSHAKCRALAR-QLGCH 1180
v
MusN from A. nidulans HYHAGLDAET------RARTQQRWOAG-DVHVIVATIAFGMGIDKPDVRF 1000
QDE from N. crassa —-KISVQHEWQTG-RVKVVVATIAFGMGIDKPDVRF 1203
SGs1 from S. cerevisiae ———RLSVQKAWQAD-EIQVICATVAFGMGIDKPDVRF 971
Dmblm from D. melanogaster ——-RESRQKDWLTG-KMRVICATVAFGMGIDKPDVRF 1029
BLM from H. sapiens ——--RDEVQQKWINQDGCQVICATIAFGMGIDKPDVRF 960
TLH1 from M. grisea = IYHAGVADENG-—--—- KKIIMQAWMRE--GGVIAATNALGVGLDVPDVRA 509
WRN from H. sapiens TYHAGMSFST---—--— RKDIHHRFVRD-EIQCVIATIAFGMGINKADIRQ 835
RecQ from Metarhizium YYHALREDSDSQFAAQREAGFQSWVQG-ESPYIVATAALGTGIDIPGITH 1229
o : H EE S
MusN from A. nidulans VIHHSIPKSLEGYYQETGRAGRDGRRSGCYLYFSHRDVSTMQSMIEKNED 1050
QDE from N. crassa VIHQHIPKSLEGYYQETGRAGRDGKPSDCYLYFAYGDIQSLRRMIADGE- 1252
SGS1 from S. cerevisiae VYHFTVPRTLEGYYQETGRAGRDGNYSYCITYFSFRDIRTMOTMIQKDKN 1021
Dmblm from D. melanogaster VLHYSLPKSIEGYYQEAGRAGRDGDVADCILYYNYSDMLRIKKMLDSDKA 1079
BLM from H. sapiens VIHASLPKSVEGYYQESGRAGRDGEISHCLLFYTYHDVTRLKRLIMMEKD 1010
TLH1 from M. grisea VIHAGAPRRLRDYAQESGRAGRDGQKSEAIIVLRAGEGGVGNTGLEVEMV 559
WRN from H. sapiens VIHYGAPKDMESYYQEIGRAGRDGLOSSCHVLWAPADINLNRHLLTEIRN 885
RecQ from Metarhizium VVHLDAPHSIIDYAQESGRAGRAGEETMAELVVEEKDWPAG-————-———— 1270
. x dy o a Lk kR kkkxk k. .

Fig.2. Comparacdo de sequéncias entre os membros da RecQ DNA helicase, utilizando
CLUSTAL X. Todas as andlises foram conduzidas utilizando a regido conservada nos
dominios da proteina. As letras em negrito mostram as homologias nas regides

conservadas dos 7 dominios das helicases.
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