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6

Sem essa de que: “- Estou sozinho.”

Somos muito mais que isso

Somos pingiiim, somos golfinko

FHomem, sereia e beija-flor

Leao, leoa e ledo-marinko

Eu preciso e quero ter caninho, liberdade e respeito
Chega de opressdo: quero viver minka vida em paz.

Quero um milhdo de amigos

Quero irmdos e irmds

Deve ser cisma minha

Mas a vinica maneira ainda

De imaginar a minha vida

E vé-la como um musical dos anos trinta
E no meio-de uma depressqo

Te ver e ter beleza e fantasia.

Vamos fazer um filme — Renato Russo
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Introdugao 8

1- INTRODUCAO

Os elementos transponiveis sdo seqiiéncias encontradas nos genomas de virtualmente

todos os seres vivos. Os principais questionamentos em relagdo aos TEs (do Inglés,

Transposable Elements) dizem respeito a sua origem e ao papel que desempenham na
evolugdo molecular. O que se sabe é que os TEs estdo presentes em percentuais significativos
no genoma de seus hospedeiros; por exemplo, Drosophila melanogaster abriga 4,5 Mb (3,86
%) de elementos transponiveis em seu genoma (KAMINKER et al., 2002). I
Dentre as 96 familias de elementos transponiveis de D. melanogaster, a familia P ¢
foco do maior nimero de investigagGes. Porém, nas demais espécies do género Drosophila
esse fransposon ndo tem sido tdo intensamente estudado. As informagdes acumuladas se
referem principalmente a sua distribuig@o e atividade; entretanto, muitas questdes restam a ser
esclarecidas, particularmente aquelas relacionadas a origem e dindmica evolutiva nessas
espécies. Em face dessa necessidade, este trabalho foi realizado com o objetivo geral de

ampliar os conhecimentos sobre o elemento P em espécies do grupo saltans de Drosophila.

A — O grupo saltans de Drosophila

O género Drosophila, pertencente a familia Drosophilidae, originou-se a cerca de 50
milhdes de anos, durante o periodo Eoceno. E amplamente distribuida nas regides tropicais e
subtropicais do planeta e durante sua diversificagdo originou cinco grandes subgénero%s, dentre
eles, o subgénero.Sophophora, ao qual o grupo saltans pertence (TROCKMORTON, 1975).

O grupo saltans, como o grupo willistoni, sdo originais do Novo Mundo e juhtos
formam uma das trés grandes radiagdes que compde o subgénero Sophophora, a radiagdo
saltans-willistoni. Esse subgénero abriga também o grupo melanogaster, natural dos trépicés
do Velho Mundo e o grupo obscura, que se originou ao norte da zona temperada, também do
Velho Mundo (TROCKMORTON, 1975).

As espécies do grupo saltans estdo agrupadas em cinco subgrupos, de acordo com suas
caracteristicas morfologicas. Os subgrupos cordata (D. neocordata) e elliptica (D.
emarginata. e D.. neoelliptica), que sio considerados os. mais primitivos, e 0os subgrupos
parasaltans (D. parasaltans e D. subsaltans), sturtevanti (D. rectangularis, D. sturtevanti, D.
milleri, D. magalhaensi e D. dacunhai) e saltans (D. saltans, D. lusaltans, D. prosaltans, D.
nigrosaltans, D. septentriosaltans, D. austrosaltans, D. pseudosaltans e D. neosaltans),

considerados os mais derivados (MAGALHAES, 1962).
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Introdugio 9

As analises dos padrdes de distribuigdo geografica e geoldgica fundamentaram a
proposi¢do de que o ancestral do grupo saltans era natural da América do Norte
(TROCKMORTON, 1975), onde as espécies dos subgrupos cordata e elliptica foram
primeiramente encontradas. Posteriormente, esse ancestral colonizou todo o continent%e

americano originando os outros trés subgrupos (O’GRADY; CLARK; KIDWELL, 1998).

Contudo, as seqiiéncias do gene Xdh das espécies do grupo salfans indicam que o subgrup;o

parasaltans deve ser o mais antigo, seguido pelos subgrupos sturtevanti, elliptica, cordata e
saltans (RODRIGUEZ-TRELLES; TARRIO; AYALA, 1999). Finalmente, um estu&o
recente, realizado com o elemento transponivel P, em varias espécies do grupo saltans,
demonstrou que as seqiiéncias P e seus polimorfismos de fragmentos de restrigdo separam as
espécies dos subgrupos cordata, elliptica e parasaltans daquelas dos subgrupos sturtevanti e
saltans (CASTRO; CARARETO, 2004a). E.consenso que os.subgrupos. cordata e elliptica
sdo mais relacionados entre si, da mesma forma que os subgrupos sturtevanti e saltans;

contudo, as relagdes do subgrupo parasaltans nao estao esclarecidas.

B — Caracteristicas da familia P

As seqiiéncias P podem ser encontradas em duas formas diferenciadas no genoma de
seus hospedeiros: como copias completas ou defectivas. As copias completas sdo compostas
por quatro exons (0, 1, 2 e 3) capazes de transcrever um RNA mensageiro com cerca de 2,5
Kb (O’HARE; RUBIN, 1983).

A primeira seqiiéncia P completa foi identificada em D. melanogaster, o elemento P
candnico, que possui 2907 pb, repetigdes terminais invertidas (TIRs, do Inglés, Terminal
Invertead Repeats) de 31 pb e regides subterminais invertidas de 11 nucleotideos localizadas a
130 pb de cada extremidade do elemento. Flanqueando a seqiiéncia do elemento sdo
encontradas repetigdes diretas de 8 pb, originadas durante a integragdo do transposon
(O’HARE; RUBIN, 1983). A analise da seqiiéncia P candnica revelou que sdo necessarios
183 pb da extremidade 5’ e 216 pb da extremidade 3" para sua transposicdo ou excisao
(BEALL; RIO, 1997). A alta conservagdo dessas seqii€ncias, tanto em nivel intra como
interpopulacional, indica que as TIRs s3o essenciais para o processo de transposigao.

As copias defectivas possuem entre 500 e 2500 pb e ndo sdo autdnomas, ja que
perderam a capacidade de produgdo da transposase devido a delegGes internas. Se essas copias
retiverem os sitios de ligagdo da transposase, podem se mobilizar quando a enzima estiver
disponivel no ambiente celular (ENGELS, 1989). A maioria das populagbes naturais

apresenta elementos completos e defectivos e 0 nimero de insergdes varia de 0 a 30 ou até 50
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Introdugdo 10

]

copias (O’HARE et al.,, 1992). As localizagdes mais comuns do elemento P sdo regides
eucromaticas (BERG; SPRADLING, 1991) e, em cromossomos politénicos, observou-se que
as inser¢des ocorrem nas regides de interbandas preferencialmente (SEMESHIN et al., 1986).
Ainda, existe uma tendéncia de inser¢des ocuparem as extremidades 5’ dos genes
(SPRADLING et al., 1995).

A expressdo do elemento P candnico € tecido-especifica. Na linhagem germinativa, os

elementos P completos expressam a transposase, com 87 kDa (751 aminoacidos), responsévél
pela sua mobilizagd@o, tanto em eventos precisos, que originam insergdes autdnomas, quanto
em eventos imprecisos, originando inser¢des deletadas, nao-auténomas (RIO; LASKI;
RUBIN, 1986). Nas linhagens somatica e germinativa, o elemento P codifica uma proteina
menor, com 66 kDa (576 aminoacidos), em decorréncia de uma falha na retirada do terceifo
intron. Nesse caso, a proteina sintetizada ¢ truncada devido a presenga de um cddon de
terminagdo no nono nucleotideo do terceiro intron e funciona como regulador negativo da
transposi¢ao (LASKI; RIO; RUBIN, 1986).

Uma das conseqiiéncias da atividade dos elementos P no genoma de seus hospedeiros
¢ a sindrome da disgenesia hibrida. Esse fenomeno € caracterizado por anormalidades
genéticas, dentre elas, altas taxas de mutagdo, desenvolvimento aberrante dos orgdos
reprodutivos e rearranjos cromossomicos, quando sido cruzados machos da naturezé,
portadores do elemento P, com fémeas de laboratério, desprovidas do elemento (KIDWELL;
KIDWELL; SVED, 1977). O cruzamento reciproco nao resulta em fenétipo disgénico pois, .0
citoplasma do dvulo sera portador de proteinas repressoras do elemento.

A repressdo da transposi¢do do elemento P ocorre normalmente por meio de proteinas
expressas pelo proprio elemento. Essas proteinas repressoras estao divididas nos tipos I e II.
As repressoras do tipo I sdo produzidas por elementos que possuem ao menos as regides dos
exons 0, 1 e 2 do gene da transposase e os primeiros 9 pb do terceiro intron; dentre elas,
destaca-se a proteina de 66 kDa descrita por Rio; Laski; Rubin (1986). As proteinas
repressoras do tipo II apresentam delegGes na regido dos exons 1 e 2, codificando peptideos
de cerca de 22 kDa com a extremidade amino semelhante a transposase. Os elementos KP
(BLACK et al., 1987) e DP (RASMUSSON; RAYMOND; SIMMONS, 1993) sdo exemplos
de repressores do tipo I em D. melanogaster.

A transposi¢do do fransposon P pode ser regulada por diversos mecanismos, dentre
eles: 1) a competigdo por sitios de ligagao ao DNA entre a transposase € repressores, como 0s
repressores de 66 kDa e KP; ii) a titulagdo da transposase por elementos ndo-autonomos, que

consiste na ligagdo dessa enzima tanto em coOpias completas como em copias deletadas,
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Introdugio 11

diminuindo a concentragdo de transposase disponivel para transposigdo de elementos
autdnomos, e; iii) a regulagao através de RNA anti-senso, onde pequenas moléculas de RNA,
por exemplo, o repressor SP (RASMUSSON; RAYMOND; SIMMONS, 1993) se ligariam ao
RNA mensageiro primario impedindo seu processamento e tradugdo, ou ainda, causando sua
degradagdo (para uma revisao detalhada ver CASTRQ; CARARETOQ, 2004b).

C — Distribuicio, classificacio e evolucio da familia P

Sequiéncias homologas ao transposon P candnico estdo amplamente distribuidas na
familia Drosophilidade e ocorrem também em outros Diptera, o que indicando que esse TE
poderia estar presente no ancestral dessa ordem. Contudo, sua ampla distribui¢da parece nio

ser exclusivamente resultado da transferéncia vertical entre linhagens no curso da evolugdo

dos grupos de espécies dessa familia. Varios autores sugerem eventos de transferéncia

horizontal do elemento P mediada por vetores hipotéticos (DANIELS et al., 1990; CLARK;
MADDISON; KIDWELL, 1994).

Dentre as espécies do género Drosophila que abrigam o elemento P estio as do
subgénero Sophophora (subgrupos obscura, melanogaster, willistoni e saltans). No subgénero
Drosophila, o elemento P foi identificado apenas em D. mediopunctata (grupo tripunctata),
sugerindo que ele invadiu recentemente o genoma dessa espécie (LORETO et al., 1998;
2001). Além do género Drosophila, o elemento P ja foi descrito em espécies dos géneros
Scaptomyza (SIMONELIG, ANXOLABEHERE, 1991; HARING; HAGEMANN; PINSKER,
2000), Lordiphosa (HARING; HAGEMANN; PINSKER, 2000), em Musca domestica (LEE;
CLARK; KIDWELL, 1999), na mosca varejeira Lucilia cuprina (PERKINS; HOWELLS,
1992) e no mosquito Anopheles (SARKAR et al., 2003; OLIVEIRA DE CARVALHO,
SILVA; LORETO, 2004). Existem, ainda, relatos de seqiiéncias transcricionalmente ativas,
que apresentam similaridade com os fransposons P em alguns géneros de vertebrados
(QUENESVILLE, NOUAUD; ANXOLABEHERE; 2004), inclusive em humanos
(HAGEMANN; PINSKER, 2001). No entanto, a origem e as relagdes filogenéticas entré o
elemento P e essas seqiiéncias divergentes ainda nao foram esclarecidas.

De acordo com a identidade de suas seqiiéncias, a familia P pode ser dividida em
cerca de 25 subfamilias, (HAGEMANN; MILLER; PINSKER, 1994, HAGEMANN;
HARING; PINSKER, 1996a, b, CLARK; KIDWELL, 1997, NOUAUD; QUENESVILLE;
ANXOLABEHERE, 2003; SARKAR et al, 2003; OLIVEIRA DE CARVALHO; SILVA;
LORETO, 2004). Dentre elas, quatro estdo bem caracterizadas: as subfamilias canénica, M, T

e O, que apresentam cerca de 70% de identidade em suas seqii€ncias de nucleotideos.
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Introdugio 12

A subfamilia candnica apresenta essa denominagdo devido a presenga do elemento P
candnico de D. melanogaster (O’HARE; RUBIN, 1983). Esse elemento ocorre nas espéciés
dos grupos willistoni e saltans (subgénero Sophophora), excetuando-se na grupa saltans as
espécies dos subgrupos cordata e elliptica e, no grupo willistoni, a espécie D. insularis
(DANIELS et al, 1990, CLARK et al, 1995; SILVA; KIDWELL, 2000). Elementos
canbnicos sdo ainda observados em D. mediopunctata, espécie do grupo rrtpuricta;a
(subgénero Drosophila), que provavelmente recebeu essa seqiiéncia via um evento de
transferéncia horizontal (LORETO et al., 2001). |

A invasdo do elemento P candnico no genoma de D. melanogaster ¢ um fendmeno
recente, ja que as linhagens de laboratorio coletadas antes da década de 50 e as espécies do
mesmo subgrupo sdo livres de seqiiéncias candnicas (para revisdo detalhada ver KIDWELL,
1983). Esses estudos levaram a conclusdo de que a subfamilia candnica estava ausente ﬁo
ancestral do subgrupo de D. melanogaster e foi introduzida nessa espécie a cerca de 50 anos
atras, a partir de um doador menos relacionado, se espalhando através das populagdes dﬁs
Américas para o resto do globo, como ¢ indicado pela andlise de linhagens portadoras do
elemento (ANXOLABEHERE; KIDWELL; PERIQUET, 1988; RUIZ; CARARETO, 2003).
Essa hipotese € corroborada pelas analises de seqiiéncias das espécies portadoras desse
transposon. A alta identidade (apenas uma substituicdo nucleotidica) entre as seqiiéncias de
D. melanogaster e D. willistoni, e a distribui¢do heterogénea desse TE nas espécies d:o
subgénero Sophophora, sugere que a ultima € a espécie doadora do tramsposon para D.
melanogaster (DANIELS et al., 1990), sendo o acaro Proctolaelaps regalis o principal
candidato a vetor desse evento de transferéncia horizontal (HOUK et al., 1991).

A subfamilia M foi identificada pela primeira vez no genoma de D. é':'fasciata (grupo
obscura, subgénero Sophophora). A seqiiéncia /bifM3 possui 2935 pb de comprimento e €
flanqueada por duas seqiiéncias idénticas de 8 pb cada. Possui TIRs de 31 e 32 pb, nas
extremidades 5’ e 3’, respectivamente. Nessas regides existem apenas quatra diferengas entre
a seqiéncia M de D. bifasciata e a seqiiéncia candnica de D. melanogaster (trés substituigﬁé:s
e uma inser¢do). Pode-se observar, ainda, duas repetigdes subterminais. invertidas intactas

localizadas nas regides 54 a 64 e 2884 a 2894. Analises de Southern blot e hibridizagio in situ

em cromossomos politénicos indicam a ocarréncia de cinco a dez insergdes desse elemento

por genoma de D. bifasciata (HARING; HAGEMANN; PINSKER, 1995).

Posteriormente, a subfamilia M foi descrita nas demais espécies da grupo obscura, em
algumas espécies do grupo melanogaster e dos géneros Scaptomyza e Lordiphosa (HARING;
HAGEMANN; PINSKER, 2000). As relagdes entre essas seqiiéncias ndo refletem as relacdes
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Introdugido 13

de parentesco das espécies hospedeiras. Haring; Hagemann; Pinsker (2000) observaram que
seqi€ncias presentes em espécies relacionadas (D. bifasciata | D. helvetica: 5,0% de
similaridade) sdo tdo divergentes quanto sequiéncias em. géneros. diferentes (S. pallida /D.
bifasciata: 7,0% e D. helvetica /L. miki: 3,5% de similaridade).

Analises por seqiienciamento do elemento P tipo-M em D. bisfaciata sugeriram

inicialmente que esse fransposon seria inativo, devido ao acumulo de diversas mutagdes em
todas as suas regides e ao seu reduzido nimero de inser¢des (HAGEMANN; MILLER;
PINSKER, 1990; HARING; HAGEMANN; PINSKER, 1995). Posteriormente, mostrou-l'se
que existem sequéncias transcricionalmente ativas em D. bifasciata, D. helvetica e S. pallida
(HARING; HAGEMANN; PINSKER, 1998).

Haring; Hagemann; Pinsker (2000) propuseram a seguinte historia evolutiva da
subfamilia M, em face das similaridade entre as diferentes seqiiéncias desses transposons: o
subgrupo montium (grupo melanogaster), que abriga a subfamilia M em todas as espécies
analisadas, deve ter sido o doador desse elemento P para S. pallida. Desde que, dentre todas
as subfamilias P, a tipo-M € a mais similar (80%) ao elemento P candnico de D. melanogaster
e D. willistoni (DANIELS et al.,1990), a hipotese mais parcimoniosa € que o elemento P tip-o—
M ancestral estava presente em todos os grupos do subgénero Sophophora, sendo perdido
posteriormente nos grupos obscura e melanogaster, com excegao do subgrupo montium. As
seqii€ncias do subgrupo montium devem ter se espalhado entre as espécies do grupo obscura e
dos géneros Lordiphosa e Scaptomyza, por meio de ondas de transferéncia horizontal ainda
nio detectadas. Finalmente, dentro da radiagdo saltans-willistoni, seqiiéncias relacionadas a
subfamilia M evoluiram e invadiram recentemente o genoma de D. melanogaster, na forma de
elementos canonicos.

Os transposons da subfamilia T foram identificados em trés espécies do subgrupo
subobscura (D. subobscura, D. madeirensis e D. guanche — MILLER; McDONALD;
PINSKER, 1997) e em cinco espécies do subgrupo obscura (D. ambigua, D. obscura, D.
eskoi, D. subsilvestris e D. tristis —- HARING et al., 1998), ambos subgrupos pertencentes ao
grupo obscura do subgénero Sophophora. Essas seqii€ncias foram observadas na forma de
elementos completos e deletados. Suas TIRs possuem 33 pb e a regido 3’ ndo codificadora do
elemento de D. ambigua abriga uma inser¢io de 300pb. Sdo considerados inativos,
especificos do grupo obscura e estdo agrupados in tandem no genoma de D. tristis e D.
ambigua (HAGEMANN; HARING; PINSKER, 1996b).

A subfamilia O foi primeiramente identificada em D. bifasciata, sendo considerada

uma das mais antigas subfamilias do transposon P. Existem variagdes na integridade e na.

AVA
AVAVE

1 2 3 4 5 6 if unespwl 12 13 14 15 1e¢ 17 18



Introdugio 14
-

distribui¢do gendmica dessas seqiiéncias em D. bifasciata. Sdo observadas copias completas e

deletadas em  todas as linhagens analisadas e, essas coOpias, foram localizadas em_ sitios

i
eucromaticos, indicando atividade transposicional. Entre elas, a seqiiéncia /bif-O-1 foi isolada

e amplamente analisada . (HAGEMANN; MILLER; PINSKER, 1994).. As principais
caracteristicas da seqiiéncia de Jbif-O-1 sao: a) é composta por 2986 pb divididos em q&atro
exons que apresentam seus sitios de processamento do RNA mensageiro homologos aos do
elemento P candnico, b) suas repeticdes subterminais invertidas (SIRs) n50~codiﬁce‘intes
apresentam correspondéncia exata a outros tipos de elementos P, com 10 pb (pasigdes 60-69 e
2929-2938) e 8 pb (140-147 e 2848-2855); c) possui nas repeticdes terminais invertidas
(TIRs) duas insergdes exclusivas, ndo-complementares, de 12 pb e 14 pb nas regides ndo-
codificadoras 5° e 3’, respectivamente; d) é flanqueada por repetigdes de 8 pb geradas\‘ por
duplicagdo dos sitios de inserg@o; e) sua seqiiéncia apresenta divergéncia de cerca de 31% em
relagdo a seqii€ncia P tipo-M de D. bifasciata; e, f) possui diversos indels, nos introns 1 € 3, €
no exon 3 (HAGEMANN; MILLER; PINSKER, 1994).

O elemento P tipo-O ja foi identificado no grupo obscura em D. bifasciata e D. imaii
(subgrupo obscura) e em cinco espécies do subgrupo affinis. Foi descrito, ainda, em quatro
espécies do género Scaptomyza, seis espécies do género Lordiphosa, quatro espécie§ dos
grupos saltans e cinco espécies do grupo willistoni (HARING; HAGEMANN; PINSKER,
2000). Sdo considerados invasores recentes e transcricionalmente ativos em D. bifasciata e S.
pallida, seguindo o mesmo mecanismo observado na seqiiéncia P candnica de D.
melanogaster: o RNA mensageiro do repressor é expresso em tecidos somaticos e
germinativos, e 0 RNA mensageiro da transposase é produzido apenas no tecido germinativo
(HARING; HAGEMANN; PINSKER, 1998). ’

A alta similaridade (95%) entre as seqiiéncias P tipo-O de D. bifasciata, D. imaii e S.
pallida é uma evidéncia clara da ocorréncia de transferéncia horizontal entre duas dessas
espécies (HAGEMANN; HARING; PINSKER, 1996a), sendo S. pallida a espécie doadora.
Haring; Hagemann; Pinsker (2000) propuseram que varios eventos de transferéncia horizontal
teriam ocorrido durante a evolugdo do elemento P tipo-O nessas espécies. O ancestral do
elemento P tipo-O estaria presente no ancestral das linhagens saltans e willistoni, tendo sido
transmitido verticalmente entre as espécies desses grupos. No primeiro evento de
transferéncia horizontal, os elementos do grupo willistoni teriam invadido o genoma do
ancestral do subgrupo affinis (grupo. obscura), ja que esse TE. esta presente em todas as
espécies do grupo investigadas (D. azteca, D. affinis e D. athabasca), seguindo-se rllovo

periodo de heranga vertical, levando a diferenciagdo das seqiiéncias em 3,4 a 5,8%. Apos esse
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periodo de transmissdo vertical no subgrupo affinis, uma onda de transmissdes horizontais
teria resultado em infecgdes de diversas espécies dos géneros Drosophila, Scaptomyza e
Lordiphosa. A baixa divergéncia entre essas sequiéncias (0,1-0,6%) € sugestiva de que ésses
eventos tenham ocorrido num periodo mais recente. A rota de propagagdo mais provavel teria
se iniciado na América do Norte, por meio da infecgdo de S. pallida por alguma das esp.écies
do subgrupo affinis. Sendo S. pallida uma espécie cosmopolita, ela pode ter sido a mediadora
da transferéncia através do Oceano Atlantico e infectado as espécies Palearticas (géhero
Drosophila e Lordiphosa). Nio existe um cenario estabelecido. para a transmissdo do
elemento P tipo-O dentro de género Scaptomyza. A transmissdo vertical, seguida de perda
estocastica em algumas espécies ou, varios eventos de transferéncia horizontal sdo as

hipéteses mais cogitadas (Figura 1).

Scaptomyza D. bifasciata

e

8. pallida

[

subgrupo affinis

-

_ grupo saltans grupo willistoni

Figura 1. Hipotese da rota evolutiva do elemento P tipo-Q. TV: transferéncia vertical; TH:
transferéncia horizontal (modificado de Haring; Hagemann; Pinsker, 2000).

Apesar das investigagdes realizadas nas ultimas duas décadas, a histora evolutiva do
elemento P continua fornecendo motivos para especulagdes. Sabe-se somente que sua
evolugdo € complexa, certamente envolvendo a coexisténcia e evolugdo independente de
multiplas subfamilias dentro de certas linhagens de drosofilideos, divergéncia de nucleotideos
e extingdo de elementos em algumas espécies. A alta variabilidade de seqiiéncias dentro de

um mesmo genoma deve ser, ainda, resultada de miltiplas ondas de transferéncia horizontal.
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D - O elemento P no grupo saltans
Transposons pertencentes a familia P estdo presentes nos cinco subgrupos do grupo
saltans. O namero de inser¢des estimado por meio da técnica de Southern blot é bastante

variavel, sendo observada apenas uma cépia do elemento nos genomas de D. neocordata e D.

emarginata, duas em D. parasaltans; trés em D. subsaltans; nove copias em D. milleri; 10 em

D. dacunhai, 11 em_ D. sturtevanti e D. saltans, 12 em D. austrosaltans, e 15 em D.
prosaltans (CASTRO; CARARETO, 2004a).

A divergéncia entre as seqiiéncias P do grupo saltans pode chegar a 54%, indicando
que os elementos devam pertencer a mais de uma subfamilia P, ja que a divergéncia entre as
seqiiéncias de nucleotideos de uma mesma subfamilia deve estar entre 30 e 50% (CAPY et al.,
1998).

Todas as espécies do grupo saltans estudadas abrigam elementos P em seus genomas.
Elementos candnicos ocorrem nas espécies dos subgrupos parasaltans, sturtevanti e saltans
(DANIELS et al., 1990; CLARK; KIDWELL, 1997). Os elementos transponiveis P de D.
neocordata, D. emarginata, D. subsaltans e D. parasaltans sio rearranjados, sendo
provavelmente inser¢des antigas e inativas; diferentemente, as espécies D). prosaltans, D.
saltans e D. sturtevanti possuem seqii€ncias P candnicas transcricionalmente ativas,l que
divergem entre 2,8 a 11,3% do elemento de D. melanogaster (CASTRO; CARARETO,
2004c).

Além das inser¢des candnicas, Castro; Carareto (2004d) isolaram seqiiéncias P em D.
prosaltans e D. sturtevanti, cerca de 50 pb menores que o elemento P candnico, com 88% de
similaridade entre si e apenas 69% de similaridade com o elemento de D. melanogaster. As
autoras concluiram que essas cOpias ndo sdo autdnomas, devido a presenga de cddons de
terminagdo ao longo dos quatro exons e a deterioragdo dos sitios de ligagdo da transposase,
TATA, helix-turn-helix e nos ziperes de leucina. Quanto as relagdes filogenéticas com as
demais seqiiéncias P conhecidas, essas pertencem ao clado F do. trabalho de Clark; Kidwell
(1997), o qual contém elementos dos grupos saltans e willistoni.

A subfamilia O também foi identificada em algumas espécies do grupa saltans.
Trechos das sequéncias P tipo-O de D. prosaltans (GenBank - AF313782.1 e AF313795.1) e
D. austrosaltans (GenBank - AF313776.1 e AF313789.1) sugerem que esses elementos estao
inativos nessas espécies e s3o antigos componentes desses genomas, uma vez que apresehtam
mutagdes nos codons de iniciagdo da transcrigdo e pequenas deleges ao longo de suas
seqiiéncias (HARING; HAGEMANN; PINSKER, 2000). Outro indicio da inatividade dessas

sequiéncias no grupo seria o baixo nimero de inser¢Ges em D. austrosaltans, D. lusaltans e D.

AVA
AVAVE

1 2 3 4 5 6 if unespwl 12 13 14 15 1o .17

18



Introdugao 17

prosaltans. A anilise por hibridizagdo in situ revelou apenas uma ou duas cOpias
eucromaticas no genoma dessas espécies (HARING; HAGEMANN; PINSKER, 2000).

A variabilidade na distribuigdo da familia P dentro de um mesmo grupo é um
fendmeno constante. Como citado anteriormente, seqiiéncias P canOnicas estdo ausentes nos

subgrupos cordata e elliptica do grupo saltans e em D. insularis, espécie do grupo willistoni;

porém essa seqiiéncia esta presente nas demais espécies desses dois grupos (DANIELS et al.,
1990; CLARK et al., 1995; SILVA; KIDWELL, 2000), estando transcricionalmente ativa em

duas espécies do subgrupo. saltans (D. saltans e D. prosaltans) e em uma do subgrupo

sturtevanti (D. sturtevanti), como demonstrado por Castro; Carareto (2004c). Assim, a
inatividade da subfamilia O no grupo salfans, inferida apenas pela analise de trechos das
seqiéncias de D. austrosaltans e D. prosaltans, pode ndo representar perfeitamente o estado
das sequéncias em todo o grupo. Adicionalmente, a rota de transmissdo dessa subfamilia
dentro dos grupos saltans e willistoni nao foi ainda tragada. Para que se obtenha um maior
conhecimento da ocorréncia e da atividade e dispersdo do elemento P tipo-O no grupo

saltans, é necessaria uma ampla analise de todas as espécies do grupo.
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I - OBJETIVOS

Este trabalho consistiu na investigagdo sobre o elemento transponivel P tipo-Q no

genoma de nove espécies do grupo saltans de Drosophila, com os seguintes objetivos:

1. averiguar a ocorréncia do elemento.em todas as espécies do grupo disponiveis para a
analise;

2. avaliar o nimero de.inser¢des gendmicas em linhagens de D. saltans e D. sturtevanti,
na tentativa de inferir atividade transposicional;

3. sequénciar o elemento, total ou parcialmente, em todas as espécies nas quais for
identificado, e;

4. avaliar as.relagdes.filogenéticas entre as seqiiéncias obtidas e as depositadas no

GENBANK.
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I - MATERIAL E METODOS

A - Material biolégico

As linhagens utilizadas neste estudo sdo procedentes dos estoques do Laboratorio de
Evolug¢ao Molecular de Insetos, Departamento de Biologia, do Instituto de Biociéncias, Letras
e Ciéncias Exatas (IBILCE), da Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus de Sao
José do Rio Preto, SP (Tabela 1). .'

Tabela 1. Espécies e linhagens isofémeas dos cinco subgrupos do grupo saltans de
Drosophila, procedéncias geograficas e datas de coleta (*D. bifasciata: controle
positivo para a presenga do elemento P tipo-O).

Subgrupo Espécie Linhagem Procedéncia Geografica

cordata D. neocordata NEO Minas Gerais — Brasil
elliptica D. emarginata EVC Vera Cruz — Méxica

parasaltans D. parasaltans PAT Tapuruquara (AM) — Brasil
D. subsaltans SUB Belém (PA) — Brasil

sturtevanti D. milleri MEY El Yunque — Porto Rico

D. sturtevanti SMX Matlapa — México
SCR Turrialba — Costa Rica
SCO Villavicencio — Colémbia
SPN Gamboa - Panama
SSR Santana do Riacho (MG) — Brasil
SMN Mangaratiba (RJ) — Brasil
SMI1 Mirassol (SP) — Brasil
SMI2 Mirassol (SP) — Brasil
SRP Sdo José do Rio Preto (SP) — Brasil
SMQ Maquine (RS) - Brasil
SPG Encarnacion — Paraguai
D. austrosaltans API Chilpancingo — México
ABB Barra Bonita (SP) — Brasil
ARP Sdo José do Rio Preto (SP) — Brasil

D. saltans SAH Huichihuayan - México
Chilpancingo — México
SAM Matlapa — México
SAS San Salvador — El Salvador
Guatemala — Guatemala

D. prosaltans PTT Sangue Grande — Trinidad Tobago
Santana da Riacho (MG) — Brasil
Mirassol (SP) — Brasil
Barra Bonita (SP) — Brasil
Eldorado (RS) — Brasil
Eldorado (RS) — Brasil
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B - Testes moleculares
1 — Extraciao de DNA

O DNA gendémico foi isolado de acordo com o protocolo descrito em Daniels;
Strausbaugh (1986), com algumas modifica¢des. Cerca de 50 individuos foram macerados em
microtubos em 400 puL de Tampao de Lise (uréia 3,33M; NaCl 0,07M; tris 0,05M; EDTA
0,02M; N-lauril 0,017M, pH 8,0). A seguir, os microtubos foram incubados a 56 °C durante Il
hora, sendo entdo adicionados 400 pL. de Tampdo de Extragdo (fenol/tris, pH 7,8). Apds 10
minutos de agitagdo cuidadosa, os microtubos foram centrifugados durante 10 minutos, a
12.000 rpm, a 15 °C, e o sobrenadante foi retirado e transferido para um novo tubo.

O procedimento de centrifugagdo acima foi repetido duas vezes, adicionando-se na
primeira repeti¢gdo um volume igual ao do sobrenadante de solugdo (1:1) de fenol :
cloroformio/alcool isoamilico (2%) e, na segunda repeticdo, 0 mesmo volume do
sobrenadante, da solugdo de cloroformio/alcool isoamilico (2%). Apos a tltima centrifugagio,
os sobrenadantes foram transferidos para tubos novos adicionando-se dois volumes de alcool
etilico (PA) gelado e 1/5 do volume de acetato de sodio (3M, pH 5,2), agitando-se levemente.
Para favorecer a precipitagio do DNA, os microtubos foram mantidos a -70 °C durante 1
hora.

Apés a precipitagdo, os microtubos foram centrifugados durante cinco minutos, a
12.000 rpm, a 15 °C, e os precipitados foram desidratados com um banho de alcool etilico
70% durante 10 minutos e secos em estufa por 30 minutos, a 37 °C. A seguir, foram
adicionados a cada tubo 50 pL de 4gua ultrapura autoclavada e esses foram mantidos durante
12 horas, a temperatura ambiente para que ocorresse a completa eluigdo do DNA. A solugdo

obtida foi tratada com 0,01 mg de RNAse H durante 1 hora, a 37 °C. O DNA extraido foi

quantificado com auxilio do Kit DNA Quantification Standard (Gibco), segundo as

especificagdes do fabricante.

2 — Analise da distribuigdo do elemento P tipo-O no grupo saltans

a) AmplificagGes pela PCR: a ocorréncia do elemento P t'ipo-O foi investigada por
meio da técnica da PCR utilizando-se principalmente os oligonucleotideos iniciadores O-IR5
e O-IR3, que se ligam a regides especificas dos invertidos terminais do elemento P tipo-O e
amplificam o elemento completo de cerca de 2,9 Kb. Iniciadores adicionais foram utilizados

no caso de auséncia de amplificagdo em algumas espécies. Na Tabela 2 encontram-se as
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P " . e . ags f .
sequéncias e os sitios de ancoramento dos iniciadores utilizados neste estudo. Na Figura 2

encontram-se suas representagdes esquematicas.

Tabela 2. Oligonucleotideos iniciadores utilizados (O-IR5 e O-IR3, HARING;
HAGEMANN; PINSKER, 1998; os demais iniciadores foram construidos durante
as analises).

Regiio de Sitios de

Iniciador Seqiiéncia (5’- 3%)
anelamento ancoramento

O-IRS CATGGCAAAACGAGTGCCTTCG TIR 5° 1-22
O-IR3 CATGGCAAAATAAGTGCTTGTG TIR 3’ 2987-2966
0-¢3 TTTACATATGTGGATGAGGTATCG  exon3 2479-2502
0-5Saml CCATGGAAATGAAGAGTCTGAGGC  exon 1 543-566

0-3Saml CAAGCCCGCCCGTGCGATACC exon 3 2329-2309
0-5Smi21 GAAGGCTACGCTAATGCGAGTACGC  intron 1 454475

0-3Smi21 GAACCATCGCTCGTATACAACG exon 1 1015-994
0-3Sam2 GGTGACGGATGGTCATGCTGTCC  exon2 1783-1761
O-IR3TD TACACAAGCACTTATITTGCCATG ~ TIR 3’ 2964-2987

0-55mi2l. —Pp— = — — —— 0-35mi21

0-e3 =P = = —d§— 0-IR3

<— 0-35am2
O-IR3TD —

Figura 2. Representagdo do elemento P, composto por 4 exons, 3 introns e as TIRs. As
setas correspondem aos iniciadores descritos na Tabela 2 e as linhas tracejadas as
sequéncias amplificadas pela reagdao de PCR.

As reagdes das PCRs foram realizadas sob as seguintes condiges: 200 ng de DNA
gendmico em uma solugdo de 160 uM de cada dNTP, 0,4 uM de cada iniciador, 1,25 mM de
MgCl; e 1U de Taq polimerase (Invitrogen) em tampao 1X, submetida a 95°C durante 10
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minutos; 30 ciclos de 95°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto e 72°C por 3 minutos e, 10
minutos a 72°C para extensdo final das cadeias. Os amplificados foram corados com brometlo
de etideo e separados a 90V em gel de agarose 1%.

b) Southern blot: foi realizada uma hibridizagdo por Southern blot dos produtos
obtidos pela técnica da PCR com o objetivo de confirmar a natureza das seqiiéncias
amplificadas e verificar a presenga de amplificados ndo detectados pela coloragio com
brometo de etideo. Para a hibridizagdo foi sintetizada uma sonda do elemento P tipo-O de D.
bifasciata utilizando o fragmento obtido com os iniciadores O-IR5 e O-IR3, correspondente
ao elemento completo. O produto da PCR foi extraido de um gel de agarose 1% com o kit
GFX PCR DNA and Gel Band Purification (Amersham) e marcado utilizando o kit Geﬁe
Images Random Prime Labelling Module (Amersham), que produz sondas
quimioluminescentes. Essas metodologias foram realizadas segundo as orientagdes do
fabricante.

Sete microlitros do produto de amplificagdo das linhagens em que ndo foram
visualizados fragmentos em gel de agarose, e quatro microlitros daquelas em que os
fragmentos estavam presentes, foram novamente separados em gel de agarose 1% e lavados
com solugdes de desnaturagdo (NaCl 1,5M; NaOH 0,5M) e de neutralizagdo (NaCl 1,5M; Tris
0,5M), e transferidos para membrana de nylon em solugdo SSC 10X (citrato de sédio 0,15M;
NaCl 1,5M). A hibridizagao com a sonda de D. bifasciata e a detecgdo seguiram o protooolo
do kit Gene Images Detection Module (Amersham), segundo as especificagdes do produto. A
membrana foi revelada por exposi¢gdao a um filme autorradiografico, durante 5 minutos a
temperatura ambiente. A revelagdo e a fixagao do filme foi realizada com o revelador Kodak
KGBX Developer and Replenisher e o fixador Kodak KGBX Fixer and Replenisher, de

acordo com o procedimento padrgo.

3 — Reacéo de Transposon Display
A técnica Transposon Display ¢ uma variagdo da técnica de AFLP e foi desenvolvida

por Van den Broeck et al. (1998). Essa metodologia consiste na digestao do DNA gendmico

com uma endonuclease de restri¢@o, ligagao de adaptadores especificos para as seqiiéncias das

extremidades digeridas e, na realizagdo de uma PCR, onde um iniciador ancora na regido do
adaptador e o outro (marcado radioativamente) ancora na extremidade da sequéncia de
interesse. Apos a reagdo da PCR, os fragmentos produzidos sdo separados em um gel de
poliacrilamida e expostos a um filme autorradiografico para visualizagdo dos amplificados.

Os fragmentos amplificados consistem, dessa forma, de regides genOmicas adjacentes a
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seqiéncia de interesse e, apresentam variagio em seu comprimento de acordo com a

localizagao dos sitios de restrigdio no DNA gendmico.

Neste trabalho, a técnica Transposon Display foi utilizada com o objetivo de avaliar o
namero de inser¢cdes gendmicas do elemento P tipo-O nas linhagens de D. saltans e D.
sturtevanti, ja que cada fragmento de tamanho diferente representara um local diferenciado de
inser¢do do TE no genoma hospedeiro. Assim, pode-se considerar cada banda como uma

inser¢do independente do TE. As linhagens analisadas foram as descritas na Tabela 1.

O protocolo realizado esta de acordo com Ellis et al. (1998), com algumas
modificagGes. Foram testados iniciadores que ancorassem em ambas extremidades do TE e
duas endonucleases de restri¢do, Pst I e Eco RI. O melhor resultado foi o obtido com a
seguinte condigdo: 500 ng de DNA gendmico de cada linhagem digeridos com a endonuclease
de restrigdo EcoRlI, durante 15 horas, a 37 °C, em Tampdo 1XRL (Tris-acetato 10 mM, ph
7,5; acetato de magnésio 10 mM; acetato de potassio 50 mM; DTT 5mM), em um volume
final de 25 pl. Apos a digestdo, foram adicionados a cada reagdo 25pL de uma solugdo
contendo ATP 0,2 mM, 1 pM adaptador Eco RI (1: CTCGTAGACTGCGTACC; 2:
AATTGGTACGCAGTCTAC) e 1U T4 DNA Ligase (Promega) em tampao 1XRL, seguindo-
se a incubagio a 37 °C, por 4 horas. O volume final de 50pl foi diluido pela adigdo de 150 pl
de tampao Tampao de Estabilizagdo (Tris-HCl 10mM, EDTA 0,1mM pH 8) e armazenado a -
20 °C até utilizagio.

Para a amplificagdo pela PCR foram utilizados 5 pL do volume total da solugdo de
digestdo / ligagdo do DNA gendmico, sendo acrescentados 0,24 mM de dNTP, 50 ng do
iniciador do adaptador (E00: GTAGACTGCGATCCAATTC), 50 ng do iniciador O-IR3TD
(Figura 1 e Tabela 2) marcado com y P> dATP (Amersham), MgCl, 3mM, 1,5U de Taq
polimerase (Invitrogen) em tampdo 1X em um volume total de 25 pL. Para a marcagdo do
oligonucleotideo radioativo, 35 ng do iniciador O-IR3S-SAP foram ligados a 1 uCi de y P
dATP (Amersham) por 0,5U da enzima T4 Kinase (Invitrogen) durante 1 hora, a 37 °C. .

Os fragmentos de DNA amplificados foram separados em gel de poliacrilamida PAGE
6% (uréia 7M; TEMED 0,1%; persulfato de amonio 0,05% em TBE 1X) em TBE 1X (Tris
100 mM; acido borico 100 mM, EDTA 2 mM, pH 8), sob poténcia constante de 40 W,
durante 2 horas e 30 minutos. Apds a migragdo, o gel foi transferido para papel Whatman 3
MM e seco & vacuo a 80°C durante 1 hora. Os padrdes de bandas foram revelados por meio
da exposi¢do do gel a um filme autorradiografico, em cassete a temperatura ambiente durante

10 dias. A revelagdo e a fixagdo do filme foi realizada com o revelador KodaK KGBX
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Developer and Replenisher e o fixador Kodak KGBX Fixer and Replenisher, de acordo com o
procedimento padrao.

As bandas produzidas em cada reagdo de amplificagdo foram analisadas diretamente
no filme autorradiografico, sobre transiluminador de luz branca, quanto & sua presenga (1)' e
auséncia (0). Todas as bandas nitidas que ocorressem no minimo em uma linhagem foram
consideradas e, a partir desses dados, uma matriz binaria foi construida e interpretada e;n

analises numéricas e filogenéticas.

4 — Clonagem e seqiienciamento do elemento P tipo-O de D. saltans

O fragmento amplificado durante a reagdo da PCR com os iniciadores O-IRS e O-IR3,
com aproximadamente 3 Kb (SAM-O) da linhagem SAM foi isolado do gel de agarose 1% e
purificado com o kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification (Amersham). A seguir, foi
clonado no plasmideo pCR®-XL-TOPO®, utilizando-se 0 TOPO® XL PCR Cloning kit

(Invitrogen), especifico para a clonagem e transformagdo de insertos com grandes dimensdes.

As condigdes seguidas foram as sugeridas pelo fabricante.

Os plasmideos de 10 colonias foram extraidos pelo método “miniprep” segundo o
FlexiPrep kit (Amersham), e testados para a presenga do inserto, utilizando os iniciadores
MI3F e M13R (fornecidos no kit de clonagem) sob as seguintes condigdes: 200 uM de cada
dNTP, 0,4 uM de cada iniciador, 1,25 mM de MgCl; e 0,5U de Taq polimerase (Invitrogen)
em tampao 1X, submetidos a 95°C durante 10 minutos; 30 ciclos de 95°C por 1 minuto, 56°C
por 1 minuto e 72°C por 3 minutos e, 10 minutos a 72°C para extensdo final das cadeias. Os
amplificados foram corados com brometo de etideo e separados a 90V em gel de agarose 1%.

Trés purificados, onde se confirmou a presenga do inserto, foram seqijenciadoé
automaticamente (sequienciador automatico ABL 377). Devido a longa extensdo da
seqiiéncia clonada, cinco iniciadores foram utilizados para que se obtivesse a seqii€ncia
completa do elemento (Figura 1 e Tabela 2). As combinagGes de iniciadores foram as

seguintes: os pares M13F/M13R e O-IR5Sam2/0-IR3Sam], e o iniciador O-IR3Sam2.

5 — Clonagem e seqiienciamento da extremidade 3’ do elemento P tipo-O nas espécies
dos subgrupos saltans e sturtevanti

a) Amplificacdo pela PCR: apoés a identificagdo do transposon P tipo-O nas

linhagens do grupo saltans, a extremidade 3’ do elemento foi amplificada em uma linhagem
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de cada espécie nas quais o elemento foi identificado. As linhagens analisadas foram MEY,
SMX, ARP, PMS e SAC. |

Para a amplificag3o da regido 3’ o par de iniciadores O-e3/0-IR3 foi utilizado (Figura
2 e Tabela 2) e a reag@o foi realizada sob as seguintes condigdes: 200 ng de DNA gendmico
em uma solug@o de 160 uM de cada dNTP, 0,4 uM de cada iniciador, 1,25 mM de MgCl; e
1U de Taq polimerase (Invitrogen) em tampao 1X, submetida a 95°C, durante 10 minutos; 30
ciclos de 95°C, por 1 minuto, 55°C, por 1. minuto e 72°C, por 1 minuto e, 10 minutos, a 72°C,
para extensdao final das cadeias. Os amplificados foram corados com brometo de etideo e
separados a 90V em gel de agarose 1%.

b) Clonagem e Sequenciamento: todos os fragmentos obtidos foram clonados

no plasmideo pCR®-TOPO® utilizando-se o kit TOPO TA Cloning® (Invitrogen),

segundo as especificagdes do fabricante. Dez colonias de cada placa foram testadas para a
presenca do inserto, utilizando os iniciadores M13F e MI13R (fornecidos no Kit de
clonagem) sob uma reagdo de PCR nas seguintes condi¢Ges: metade de uma colonia em
uma solugdo de 200 uM de cada dNTP, 0,4 uM de cada iniciador, 1,25 mM de MgCl, e
0,5U de.Taq polimerase (Invitrogen) em tampao 1X, submetida a 95°C durante 10 minutos;
30 ciclos de 95°C, por 1 minuto, 56°C, por 1 minuto e 72°C, por 1 minuto e, 10 minutos, a
72°C, para extensdo final das cadeias. Os amplificados foram corados com brometo de
etideo e separados a 90V em gel de agarose 1%.

Trés colonias de cada placa, na qual se confirmou a presenga do plasmideo com o
inserto, foram selecionadas ao acaso e tiveram seus plasmideos extraidos pelo método de
“miniprep” por lise alcalina do kit FlexiPrep (Amersham), segundo as especificagGes do

fabricante. O seqiienciamento automatizado dos insertos foi realizado no seqiienciador

automatico ABI 377, utilizando os iniciadores M13F e M13R que anelam em regides do

plasmideo que flanqueiam os fragmentos clonados.

6 — Analises Evolutivas

A partir das matrizes binarias derivadas da presenga ou auséncia de bandas especificas
produzidas por meio da técnica Transposon Display foram construidas arvores de
similaridade utilizando o método de neighbor-joining (SAITOU; NEI, 1987).

As seqiiéncias de DNA produzidas foram manipuladas no programé BioEdit Sequence
Alignment Editor (HALL, 1999) e os alinhamentos realizados pelos programas Blast 2
Sequences (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi) e Clustal W 1.81 (THOMPSON;
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HIGGINS; GIBSON, 1994) ambos no formato default dos programas. Com os alinhamentos

gerados foram realizadas analises filogenéticas utilizando o método de maxima parcimonia,

usando o algoritmo branch-and-bound.

As analises de neighbor—;ioining e de.maxima parcimdnia foram realizadas com o
programa PAUP v.4.0b10 (SWOFFORD, 1997). A consisténcia dos ramos dos cladogramas
foi testada por analise de bootstrap com 500 réplicas. Os indices de distancia genética foram

calculados pelo método de Kimura 2-parametros (KIMURA, 1980).
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IV — RESULTADOS

Neste trabalho foram analisadas 23 linhagens de espécies do grupo saltans (nove
espécies no total) quanto a ocorréncia do elemento P tipo-O e o seu nimero de inserq;ﬁés
gendmicas em 9 linhagens geograficas de D. sturtevanti e 4 de D. saltans. Nas espécies
que apresentaram inser¢des da subfamilia O, uma linhagem foi selecionada para analise c‘ie

seqiiéncias de nucleotideos.

A — Distribui¢do do elemento P tipo-O no grupo saltans
A reagdo de PCR com os iniciadores O-IR5 e O-IR3 e a hibridizagdo dos produtos

com a sonda do elemento P tipo-O de D. bifasciata demonstraram que a subfamilia O esta

presente em trés dos cinco subgrupos do grupo saltans: subgrupos parasaltans, sturtevanti

e saltans (Figura 3).

Apenas D. subsaltans apresentou amplificagdo para o elemento P tipo-O no
subgrupo parasaltans. O produto é maior que 2,9 Kb e visivel somente por meio do
Southern blot com a sonda para o elemento completo.

No subgrupo sturtevanti, foram obtidos amplificados correspondentes ao elemento
completo apenas em D. sturtevanti (linhagem SMN), somente observaveis por meio da
hibridizagdo. Além disso, todas as linhagens de D. sturtevanti apresentaram fragmentos
menores que 2,9 Kb, provavelmente correspondentes a copias deletadas do elemento P
tipo-O. Em D. milleri, foi identificado apenas um amplificado com comprimento superidr
a 2,9 Kb.

Analisando os resultados obtidos para o subgrupo salfans, podemos observar que
apenas D. saltans tem um produto correspondente ao elemento completo, visivel em gel de
agarose. Todas as linhagens de D. austrosaltans e apenas uma de D. prosaltans (PE2)
apresentaram fragmentos equivalentes ao elemento completo, porém, apenas observaveis
por meio da hibridizagdo com a sonda da seqiiéncia P tipo-O de D. bifasciata. Ainda, as
trés espécies produziram varios fragmentos correspondentes a copias defectivas, visiveis
somente por meio da hibridizagdo quimioluminescente e, um fragmento em D. saltans
(SAM) visivel em gel de agarose.

Na tentativa de identificar elementos completos em outras espécies do grupo, os
conjuntos de iniciadores O-5Smi21/0-3Smi21 e O-5Smi21/0O-IR3 foram testados (Figura
4). O primeiro par amplifica a regido correspondente ao inicio do intron 1 até o final do

exon 1 e, o segundo, a regido inicial do intron 1 até a extremidade 3’ da seqiiéncia
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completa do elemento P tipo-O. Em todas as espécies dos subgrupos sturtevanti e saltans
foram produzidos fragmentos correspondentes a regido intron 1/exonl. Nessas mesmas
espécies, exceto em D. milleri, ocorrem fragmentos correspondentes a regido intron 1/TIR
3’ de sequéncias completas (Figura 4). Estes resultados indicam a presenga de copias de
cerca de 2,5 Kb da subfamilia O em D. sturtevanti, D. austrosaltans e D. prosaltans,
possivelmente completas. Contudo, essas copias devem apresentar as TIRs 5’ degradadas,

devido a auséncia de amplificagdo com os iniciadores que anelam na extremidade 5’ do

elemento (Figura 3). Novos iniciadores serdo testados com o objetivo de amplificar e

extremidade 5° o mais proximo possivel da TIR e, desse modo, esclarecer se esses

elementos sdo efetivamente completos.
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L 12 3456 789101112 -+ 123 4567 8 91011 12 - +

13 141516 17 1819 20 212223

Figura 3. Identificagdo do elemento P tipo-O por meio da técnica da PCR e Southern blot
com os iniciadores O-IRS e O-IR3. A: amplificados de 2,9 Kb e fragmentos adicionais

visualizados em gel de agarose 1%; B: Hibridizagao dos amplificados de A com a sonda
construida a partir do elemento completo de D. bifasciata. (1: NEO; 2: EVC; 3: PAT; 4:
SUB; 5: MEY; 6: SMX; 7: SPN; 8: SSR; 9: SMN; 10: SMII1; 11: SMI2; 12: SPG; 13: API;
14: ABB; 15: ARP; 16: SAC; 17: SAM; 18: SAG; 19: PTT; 20: PMI; 21; PBB; 22: PEI; 23:
PE2; +: D. bifasciata; -: branco).
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2345 67 8 9+ L L- 12345 678 9+ L

Figura 4. Reagdo da PCR com os pares de iniciadores OIR5Smi2-O12/OIR3Smi2-O12
(A) e OIR5Smi2-012/0OIR3 (B). A: Amplificados com cerca de 600 pb correspondentes a
regido do intron 1 e exon 1. B: Amplifica¢do da regido entre o intron 1 e TIR 3’; as setas
brancas correspondem a possiveis seqliéncias P tipo-O completas (-: branco; 1: NEO; 2:
EVC,; 3: PAT,; 4: SUB, 5: MEY; 6: SMX; 7: ARP; 8: SAM; 9: PMS,; +: D. bifasciata).
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B — Numero de inser¢des do elemento P tipo-O em linhagens de D. saltans e D.
sturtevanti

A técnica Transposon Display fornece informagdes a respeito do namero de
inser¢des gendmicas de fransposons. Cinco linhagens de D. saltans e nove de D.
sturtevanti, variaveis quanto a origem geografica e data de coleta, foram testadas com o
objetivo de avaliar o numero de inser¢des do elemento P tipo-O. Os resultados sdo
apresentados na Figura 5 (o nimero de bandas observadas com o auxilio do
transiluminador de luz branca foi maior do que o observado na Figura escaneada). l

O namero de inser¢des do elemento P tipo-O nas linhagens de D. saltans foi
variavel, sendo SAC (México) a linhagem com o menor (4) e SAG (Guatemala) a
linhagem com o maior nimero de insergdes (28). As linhagens SSR (Minas Gerais —
Brasil), SMN (Rio de Janeiro — Brasil) e SPG (Paraguai) de D. sturtevanti apresentaram
apenas trés insergdes € SMX (México) foi a linhagem que apresentou o maior nimero de
copias do elemento P tipo-O (18).

Com o objetivo de analisar as relagdes entre a localizag@o das insergdes genomicas
do transposon P tipo-O e a distribui¢do geografica de D. saltans e D. sturtevanti foram
construidos dois fenogramas, utilizando-se uma matriz derivada do padrio de
bandeamento da analise de display entre linhagens dessas duas espécies. A presenga e
auséncia de bandas especificas foram consideradas como caracteres. O total e as
proporgdes das diferengas entre as linhagens estao relacionadas nas Tabelas 3 e 4.

A arvore que representa as distdncias entre as linhagens de D. sturtevanti revelou

trés agrupamentos (Figura 6). No primeiro, estdo contidas as linhagens procedentes do
México (SMX), Costa Rica (SCR), Colombia (SCO) e do Estado do Rio de Janeiro — BR
(SMN); a linhagem SSR (coletada em Minas Gerais — BR) ndo esta contida neste

agrupamento, porém apresenta apenas 6% de divergéncia em relag@o a linhagem do Rio de
Janeiro. No segundo agrupamento estdo presentes as linhagens provenientes do estado de
Sao Paulo (SRP e SMI) e, no terceiro, as linhagens coletadas no Rio Grande do Sul — BR
(SMQ) e no Paraguai (SPG). Os agrupamentos refletem claramente a distribuigao
geografica das populagdes de D. sturtevanti.

Quanto as relagdes de similaridade das linhagens de D. saltans também pode-se
observar a mesma associagdo entre a localizagdo das insergdes gendmicas com. a
distribuigdo geografica das espécies (Figura 6). Dois agrupamentos foram formados, o
primeiro retine as linhagens procedentes do México (SAC, SAM e SAH) e o segundo as da
América Central (SAS — El Salvador e SAG — Guatemala).
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Tabela 3. Proporgdo de diferengas (acima) e numera total de diferengas (abaixo) do
numero de inser¢des do elemento P tipo-O entre linhagens de D. saltans.

1

2

3

4

5

1 SCR
2 SAM
3 SAH
4 SAC
5 SAS
6 SAG

26
24
21
28
39

0,27
14
13
24
37

0,25

0,15
9
18
29

0,22

0,14

0,09
17
30

0,29
0,25
0,19
0,18

25

6

7

unesp

AVA
AVAVAL

VAVAY
wy
L

2 13 14 15 16 17 18



Resultados 33

Tabela 4. Propor¢do de diferengas (acima) e namero total de diferengas (abaixo) do
namero de inser¢oes do elemento P tipo-O entre linhagens de D. sturtevanti. '

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10.
1 SAC - 0,23 022 0,18 007 007 0,18 0,11 0,09 0,07

2 SMX - 026 022 022 016 028 026 024 022
3 SCR ] 25 «. .aZ5 .G19 o017 0627 025, 023: 021
4SCO 21 . 24 = - 0485 019025 46191019 D1
5SSR 21 18 14 - 006 018 010 0,08 0,06
6 SMN 15 16 12 6 - 0,17 0,10 0,08 0,06
7 SMI 27 26 . 2. 1818 - 019, 017 D017
8 SRP 25 24 I’ lan U0 foas - 010 0,10
9 SMQ 9. 2 18 8 8 16 10 -~ 006
10 SPG 21 20 . 18 6 6 16 10 6 .
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-

9

5

4

15 28 18 17 13

Figura 5. Transposon Display exibindo os numeros inser¢des gendmicas do elemento
transponivel P tipo-O em linhagens de D. saltans e D. sturtevanti. As bandas na
autorradiografia representam inser¢des em sitios particulares do genoma. Os niimeros totais
de inser¢des em cada linhagem sdo indicados na parte inferior da figura (1: SAM; 2: SAH; 3:
SAC; 4: SAS; 5: SAG; 6: SMX; 7: SCR; 8: SCO; 9: SSR; 10: SMN; 11: SRP; 12: SMQ; 13:
SPG; 14: SMI).
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F——  SSR—Minas Gerais (Brusil)

SMN — Rio de Janeiro (Brasil)

————————  SRP - Sito Paulo (Brasil)

SMI — S0 Palo (Brasil)

—— SMK) - Rio Grande do Sul (Brasil)

—— SPG - Paraguai

Figura 6. Analise de distdncia quanto a presen¢a e auséncia de inser¢des genOmicas
especificas entre as linhagens de D. sturtevanti (a esquerda) e de D. saltans (a direita) de
acordo com as insergdes observadas por meio da técnica de Transposon Display. SAC foi
utilizada como grupo externo para a analise de D. sturtevanti ¢ SCR de D. saltans. Os
fenogramas foram construidos pelo método de neighbor-joining implementado pelo
programa PAUP v.4.0 b10 (SWOFFORD, 1997). As origens geograficas das linhagens
utilizadas nesta analise sdao: SMX — México, SCR — Costa Rica, SCO — Colombia, SSR —
Brasil (MG), SMN - Brasil (RJ), SMI - Brasil (SP), SRP — Brasil (SP), SMQ — Brasil (RS),
SPG — Paraguai, SAH - México, SAC — México, SAM — México, SAG — Guatemala e SAS
— El Salvador.
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C — Anailise de uma seqiiéncia P tipo-O de D. saltans

a) Caracterizagdo da seqiiéncia: o fragmento amplificado com os iniciadores O-IR5

e O-IR3 em D. saltans (SAM-O) possui 2778 pares de bases e é 92,8% similar a seqiiéncia
P tipo-O de D. bifasciata. Sdao observadas 196 substituigdes nucleotidicas, deleg:ﬁes.'e
insergdes em todas as regides do elemento. A maior delecdo esta presente no exon 1 e
possui 71 pb e a maior inser¢do esta localizada no intron 1 e apresenta 12 pb de
comprimento. Nas repeti¢des invertidas sdo observadas duas alteragdes na extremidade 3°,
uma delegdo de 12 pb (posigdo 2951 a 2962) e uma substituigdo (G — T) na posigdo 2941.
O sitio 5’de ligag@o da transposase esta conservado e o 3’ apresenta duas substituigdes. O
codon de iniciagdo da transcrigdo perdeu os dois primeiros nucletideos devido a uma
delegdo (Figuras 7 e 8, Tabela 5).

b) Analises filogenéticas: com o objetivo de determinar relagGes de

ancestralidade da seqiéncia SAM-O e os elementos P tipo-O de varias outras espécies
da familia Drosophilidae, foi realizada uma analise filogenética com as seqiiéncias
obtidas por Haring; Hagemann; Pinsker (2000). Apenas uma arvore mais parcimoniosa

foi obtida por meio da analise de 16 seqiiéncias, sendo a seqii€ncia de L. fenestrarum

utilizada como grupo externo. Um total de 891 caracteres correspondentes ao inicio dos

transposons, excluindo a regido dos iniciadores, foi utilizada na analise; desses, 71
caracteres sdao informativos. O indice de consisténcia foi igual a 0,9496 e o indice ae
retengdo igual a 0,9557 (Tabela 6, Figura 9).

A topologia da arvore revela trés clados e trés ramos nio resolvidos, nesses ramos
estdao contidos os elementos de L. miki, L. stackelbergi e S. pallida. O primeiro clado reune
L. magnipectinata e S. okadai e o segundo agrupa D. imaii e D. bifasciata. O terceiro clado
se repete em 100% das réplicas e contém. D. athabasca, D. affinis, D. azteca, D. willistoni,
D. nebulosa, D. prosaltans, D. saltans e D. austrosaltans. Dentro desse clado existem dois
agrupamentos, o primeiro abriga as espécies do grupo willistoni e o segundo as do grupo
saltans; as espécies do grupo obscura ndo participam desses agrupamentos. O célculo da
distancia (Tabela 6) por meio do método Kimura 2-parametros (KIMURA, 1980) demonstra
que a seqiiéncia mais divergente em relagdo a de D. saltans é a de D. imaii (indice igual a

0,112) e a seqiiéncia de D. austrosaltans é idéntica a de D. saltans.
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Tabela 5. Delegdes (del) e insergdes (ins) do elemento P tipo-O de D. saltans em relagio a
sequéncia de D. bifasciata (X71634). Os nimeros representam os comprimentos (em
nucleotideos) de cada alteragdo. Hifens indicam que os eventos continuam nas regides
adjacentes. * Comprimento (em nucleotideos) das regides do elemento P tipo-O de D.
bifasciata (I: intron; E: exon; TIR: invertido terminal).

Regides do elemento P tipo-O. -

TIR S EO I1 E1 12 E2 13 E3 TIR

Seqiiéncia
(172) (280) (89) (679) (67) (725) (185) (584) 3

del  31- 21,13 3 71; 10; 24 0 32,40 2 %153 Kil2

ins 1 1 12;1 0 i 0 23 gLL;4 1

AVA
AVAVAL

1 2 3 4 5 6 if unespwl 12 13 14 15 1e¢ 17 18



Resultados 38

1

53

173 4
D. bifasciata tipo-O L— exon 0

exon 1

SAM -0 *—:F{E: ]LL

Figura 7. Representagao esquematica das principais mutagdes (> 5 pb) de SAM-O em
relagdo a seqiiéncia P tipo-O de D. bifasciata. As regides interrompidas representam
delegdes e as setas verticais representam as insergoes.
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D.bif-0
SAM-0

D.bif-0
SAM-0

Dibif=0

1 80
CATGGCAAAAcgagtgccttcgTAAGGTAGTCTACTCGGCTGCCLEttgetttogggt ttACTAGCTCTTt tgecagtgea

TAAGGTAGTCTACTCGGCTGCCHttgc@ttEgggt Lt ACTAGCTCTTE tgccagtgcl
Iniciador O-IR5 Sitio de Ligagdo da Transposase

81 160
c-tttgcttgtcaaagtggaaggttggttacggacgattttttotegttttatttttegecattaacecctaacgtgttcaa
c@tttgcttgtcaafgliggaaggttgetogcgattttttctogittBatttttocgoat BEs=E==—r=ooouomas

161 240
aaaaaagaaaaashtgaactattgttatttttgccgcaagaatgtaccgggcgtgaaaatcattcatgececcgaaatgtqd
B e AaactattECtagttttgccgcaagaatgtaccaggcgtgaaaatcattcatgeaccgaaatgg

241 320
[paatgaagagaaagctgtgggaggaaagcctggggtgcagecc-taagcaaaaattcccaaatatgtgatacacatttta
aggtaaagagaaagctgtacgaggaaagcctggagtgcagcec-tagtaaaaattccaaatatgtgatacacattttag

321 400
[ tgcgtctc-agtggaggactgc-cctcaaggggaagatttataagaagagacgcttaaacaatgatgccgttcecgcaag
-tgcgtctc-agtggaggactgcfccgcaagggnaagatttataagagmmgacgcttfaacaatgatgecgttccgcaaa

401 480
lgpagagaaagaggatgaaagtgttaaagaaggctatgctaatgccagtacggaaactgagtaagt ttggcgtgtgaaatat
Eagagaaagaga@apgaaagtgttaaagaaggcltaggitaatgcgagtgeggaaactgagtaagtttdgcgtgtgaaa===

481 560
atatgtacatatatttctttttgtacatatggatggatat gtaaaca-taatgaaactgtcttgta
atat8€afatatafttctttttgtacatatgBatgtatatAtgtacatatdtotaaacalitaatdaaactgtittgtaga

561

pagcttacgtaagctcgtagaggacgcaagccagttagagaaatctttaagtaccatcttcactcagacccaaataaaas
gagogtacgtaagetgetagaggacgral s s s e e e o e e T TS TS TS ITEas T e
721 ]

ttttaaagagtggtggaaagaggtcagaatttaattcagatgacatatcatgggctatgtgcctccataccgcaggtccd
o ======-gaggtcagaattgaattcagatgacatatcatgggctatgtgccticataccgcagggcct

801 880
gggcatataaccatctgtacaaaaaaggatttccattaccttgtcgggcaacattatacaagtggttgtcaaacgtggy
toggas-===-=---ttgtacaaaaagggatttccgttackttgtcgggcaacattatacaaggggttgtcaaacgtgga

881 960
patacagactggttgcctggatgtggtcatcgatcttatggacaatatggacatggatacggcagataagetttgegtay
aatapagactggttgcctggatgtggacatcgatcttatggataatatggacatggatacggcagataagectttgegtat

960 1040
[tagcattcgacgaaatgaaggttgctggtacattcgagtacgacagetcggeggatcttgtatacgagccaagcgaatad
tggcattcgacgaaatgaaggttgctggtacattcgagtacgacagctecageggatgttgtatacgagccaagegaatac

1041 1120
ptgcaacttgcgatggttcgaggattgaaaaaatcgtggaagcaaccagtgttcttegactatgataccagaatggacgt]
gtagaacttgcgatggttcgtggattgaaaaaatcgtggaagcaaccagtgttcottcgactatgataccagaatggacgt

1121 1200
Eccaactctttatqaattaataaaaaaactacacaqaagaqgatattttgtggtatcaattqtctccgatatgggtgctd
gccaactctttatgaattaataafaaaactac@cagaagaggatatttggtggssss=m=r—== ctg

e et R A e S e

1201 1280

aaaccaaagattatggagagagctcggtatatctgaaggtaaagtatat tcttattatgaatgaaatcaaag
gaaaccaaagattatg@aagagaggtcggtatatctgaaggtaaggtatatgaataattcttattatgaatgaaatcaaag
1281 1360

ata-gttgttaatttttttaaatttaca attaghaaaaacctggtttggccatcccgaggatgaagatctgaad
ataggttfttaatttttttaaatttat fttagaaaaaacctggtttggccatckcggggatgaagagctgaaa

1361 1440
pttttcgtgttttcagatgcaccacatctaataaagctg-gttcgtaaccattatttggctacaggtttacatataaacq
attttcgtgttttcagatgcaccacatctaataaagotg-gtgoataaccattatttggattatggtttacatataaacg

1441 1520
pacaaacattgaccaagtcgactgtcgaacaaactataactcactgttgtaaaacagatgtaacaatattgttcaaagts
gacaaacattgaccaattcgaftgtcgaacaaactataactcactgttgtaaaacagatgtaacaatattgttcaaagta

1521 1600
patgagagccatttaaatgttcgctectttgocaagcaaaaggtcaaattagcaacacaattattttcgaatacaaccygd)
aatgagagccatttaaaggttcgctcttttgccaagcaaaaggttaaattagcaatacaattattttcgaatacaacaa=

1601 1680
kagtaccatcagacgctgctactctttaggctatcaagttgaaaatgcagtcgaaacctoggatttatttaaactectey
~tatcaaattgaaaaagcagtcgaaacctcagatttatttaagctectca

1681 1760
hCgattggttcgacgttttcaattcaaaqctgtcaacgtccaactgcatcgaaactactcagccttatggcaaqcagctd
acgattggttcgacgttttfaattcaaagctgtcaacgtccaactgcatcgaaacssms s~ =S
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1761 1840
Eaact gcaaagagacattttaaaacagatgtctcacattatgagtaataggata tgcqggcaqaccca taggctccca tt]
Feme e atittaaaa@agatgtctcagattatgagtagtaggatatgggggaagacccatagactoccatt

1841 1820
fcaaaaagggatactaataaacaatgcatctcttgatggactgcatgcctattgcaatgaaaagtacggaatggagtata
ccgaaaaagggatctfaataaacgatggtctcttgatgaactgcatgectgttgcagtgaaaagtacggaatggagtata

1921 2000
ktttgacaagtcggctgaatcaaqatattgttgaaaattttttcggagccatgcgggcgaaggqtggacaacatgaccaﬂ
ttttgacaagtc@gct@aatgaagatattgttgaaagttgtttcggagecatgcgggcgaagggtggacagcatgaccat

2001 2080
fcgtcacccttacaatttaagtatagattaagaaaatacattgtaggtaagacaaaactaaaacaatttgttaattagca
ccgtcacccgtacaatttaagtatagattaaggaaatgcattgtaggtaagaf-aaactaaaacaatttgtt@attagea

2081 2160
aataattgattttaataataataattgtcaaatgtctagatttatgtttcagcaaagtttgaattgtgaatgttggtagt
aataattgattttaafBlaataataattgtcaaatg@itagat8tatgtttcagcaaagtttgaattgtgaatgttggtagt

2161 2240
tatgtgttgtcctgt--tttatgtgtttatttgattattttcatttattaataacccttaaa---tattattcadccaag)
tatgtEedgtEctgtgEttBatgtgtttatttBattattAtcatttattagtaaccttaaigéttattgttcagccaag

2241
patacagagttgttagccggtaacggaaatgttgacgaggacaactgcgacagctggctcaatctcaacata
aatacagafttgttatgcggtaacggaaatgttggogaggacaactgcgacagetggotcaatctcaacatatgtatgea

2321 2340

actccgaatggtaataa@gagaatgagcccgatgaagagaagtggaaagggtggtcgaaagagttcgaans:

2401
pgagatggacaacaacatagctgcagagtacatc-atggatgaactaacggaggacgctatggaatatctagcaggttat]
agagatgfggcaacaacatagctgcagagtacatcgatggatgaactaagggaggaggctatggtatatctagcaggttat

2481 2560
lottgttagaaaattaaggttgtctaatgaatcaacgcaatctggattta-catatgtggatg-aggtatcgcacggcgad
gttgttagaaaattaaggttgtctaatgagtcaacgcaatctggatttagcgtatgtggatggaggtatcgcacggeggy

2561 2640
fttataaagccgtcagaccagtttactgctacattaaaacacttagagtctatatttataaataatattcacaatactay
cttgtaaagccgtcagacflage=—-—------attaaaacacttagagtctatatttataaataatattgacaatactat

e e s A i

2651 2720
[tgaaataactaaagacataaaaaaaaaattattaattgctgctaaacatgtacaaattgataataatgtaaaacaattty
tgaaataactgaagacataaaaazr-aattattaattgctgataaacatgtacaaagtgatgagaaagtaaaacaatttt

el

2721 2800
bttttaaaa ctagaatttattttagacttaaatatttaaacaaaaaattagctattaagaatcaaaaacaa----cgtt t‘.l
attttaaaactagaatttatgttagacttaaatatttaaacaaaaaattagctattaaflaatcaaaaa@aaagacgttg

2801 2880
fattggaaattcaaaattattaaaaataapattataaacacaaaaataacatcgtctcaattcattattgtaggctattt
agttggaaattcaaaattattaaaaataaaattataaacacaaaaataacatcft8@tcaatfcattattg=aggctattt

2881 2960
tc-accccaacaggcaacaaggggttaatcaactcacagcagtgoctttcagteogoactcatgtactatgtgecatttea
tcfaccccaacaggcaacaaggggttaatcaactcacagcagtgctttcagtcgcactcatgtactatgtgecatttca

2961 3040

ctcgcactcattgcaatcatacAAGAGCTAGTL tGGC.l\GCCGAGT}\GACTACCTTAtaca caagcacttaTTTTGCCATG

ctcgecactcattgcaatcataQAAGAGCTAGTtaTGCAGCCGAG== - TTTTGCCAT
Sitio de Ligagdoc da Transposase Iniciador O-IR3

Figura 8. Alinhamento entre as seqiiéncias P tipo-O de D.bifasciata e de D. saltans. As TIRs
e as SIRs estdo representadas por letras maidsculas, as caixas cinza correspondem as regioes
divergentes em relagdo ao elemento de D. bifasciata, caixas vazias as ORFs de D. bifasciata e
as seqiiéncias sublinhadas nas extremidades do alinhamento sdo correspondentes a regido de
anelamento dos iniciadores usados na sua amplificag@o e ao sitio de ligagdo da transposase.
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Tabela 6. Distancias filogenéticas Kimura 2-pardmetros entre elementos P tipo-O a partir de uma
se¢do de 891 pb localizados a partir da extremidade 5’ dos TEs. A regido dos iniciadores ndo foi
considerada.

Espécies

1 L. fenestrarum

2 L. miki

3 L. stackelbergi

4 L. magnipectinata
5 S. pallida

6 S. okadai

7 D. imaii

8 D. bifasciata

9 D. azteca

10 D. athabasca

11 D. affinis

12 D. willistoni

13 D. nebulosa

14 D. saltans

15 D. austrosaltans

16 D. prosaltans

0,031 -

0,094 0,108 -

0,099 0,107 0 =
0,095 0,107 0,053 0,058
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L. fenestrarum

S. pallida

L. stackelbergi

L. miki

S. okadai

L. magnipectinata

D. imaii

D. bifasciata

D. athabasca

D. affinis

D. azteca
o [ D.willistoni
D. nebulosa
— D. prosaltans

@[ D. saltans
D. austrosaltans

Figura 9. Relagdes filogenéticas entre as seqiiéncias P tipo-O de D. saltans (SAM-0) obtida
neste trabalho e as de Haring; Hagemann, Pinsker (2000). As seqiiéncias utilizadas no
alinhamento estdo localizadas na extremidade 5° dos transposons. Os nimeros de acesso ﬁo
GenBank das seqiiéncias de Haring; Hagemann; Pinsker (2000) sdo: L. fenestrarum -
AF313777.1, L. miki - A¥313779.1, L. stackelbergi - AF313783.1, S. pallida - AF313781.1,
L. magr:fpectinata - AF313778.1, S. okadai - AF313784.1, D. imaii - X84974.1, D.
bifasciata - X71634, D. athabasca - AF313775.1, D. affinis - AF313774.1, D. azteca -
AF313785.1, D. willistoni - AF313786.1, D. nebulosa - AF313780.2, D. prosaltans .-
AF313782.1 e D. austrosaltans - AF313776.1. Para a analise de maxima parcimdnia foi
utilizado o algoritmo branch-and-bound. Dos 891 caracteres, 765 foram constantes, 55 nao-
informativos e 71 foram informativos. O indice de consisténcia foi 0,9496 e o indice de

retengdo foi igual a 0,9557. A analise de bootstrap foi realizada com 500 réplicas.
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D — Anailise da extremidade 3’ do elemento P tipo-O nas espécies dos subgrupos
saltans e sturtevanti |
Utilizando iniciadores que amplificam a extremidade 3’ do elemento P tipo-O
foram produzidos fragmentos em todas as espécies dos subgrupos saltans e sturtevanti. As
sequéncias produzidas a partir desses fragmentos possuem 488 pb em D. saltans (SAC),
469 pb em D. prosaltans (PMS), 497 pb em D. austrosaltans (ARP), 495 pb em D.
sturtevanti (SMX) e 611 pb em D. milleri (MEY). Todas as seqiiéncias apresentam

delegGes, inser¢des ou substituigdes na regiio de ligagio da enzima IRBP ou da

transposase, porém o coédon de terminagdo da transcrigdo da transposase esta conservado

nas cinco espécies (Figura 10).

Todas as seqiiéncias divergem menos que 0,300 do elemento tipo-O de D.
bifasciata, o que demonstra que pertencem a subfamilia O. A seqiiéncia de D. milleri é a
menos relacionada, com 0,280 de divergéncia e a de D. prosaltans a mais relacionada, com
a distancia filogenética igual a 0,0373 (Tabela 7). Observa-se também que os elementos P
de D. sturtevanti e de D. prosaltans (clado F) pertencem a uma mesma subfamilia. A
distancia entre os dois € cerca de 0,199, portanto devem ser incluidos em uma subfamilia
independente das demais (candnica, M e O), pois as distdncias entre eles encontram-se
entre 0,464 e 0,717 (Figura 11).

Para analisar as relagGes entre essas seqiiéncias, os elementos P tipo-O e M de D.
bifasciata e as seqiiéncias de D. sturtevanti e D. prosaltans obtidas por Castro; Carareto
(2004d) foi realizada uma analise de parcimdnia, onde o elemento P canbnico de D.
melanogaster foi utilizado como grupo externo. Apenas uma arvore mais parcimoniosa foi
obtida por meio da analise de 509 caracteres, excluindo a regido dos iniciadores, onde 195
caracteres foram informativos. O indice de consisténcia foi igual a 0,8302 e o indice dle
retengdo igual a 0,7429 (Figura 11). A arvore de maxima parcimOnia revela um clado
consistente (bootstrap igual a 100%) que se ramifica em outros dois também com
bootstrap de 100%. No primeiro clado estdo agrupadas as seqiiéncias P tipo-O de D.
prosaltans, D. austrosaltans, D. saltans, D. sturtevanti, D. milleri e D. bifasciata. Nesse
mesmo clado ocorre uma segunda ramificagdo que separa as sequéncias do subgrupo
sturtevanti daquelas do subgrupo saltans e de D. bifasciata. No segundo clado estdo

agrupadas as seqiiéncias tipo F de D. sturtevanti e D. prasaltans (bootstrap igual a 100 %).
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Tabela 7. Distancias filogenéticas calculadas por meio do método de Kimura 2-
pardmetros (KIMURA, 1980) entre as extremidades 3’ dos elementos P tipo-O, M,
candnico e F.

1 D. melanogaster

2 D. bifasciata M

3 D. bifasciata O

4 D. milleri O

5 D. sturtevanti O

6 D. austrosaltans O
7D. prosaltans O

8 D. saltans O

9 D .prosaltans F

10 D. sturtevanti F

0,206
0,414
0,670
0,513
0,445
0,446
0,427
0,490
0,464

0,067 -

0,080 0,055 -

0,520 0,504 0,477 -
0,556 0,,548 0,520 0,199
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tttacatatgtgga---tgagg-tatcgcacggcgggcttataaagccgtcagaccagtt--tactgctacattaaa
tttacatatgtggfd--tgagg-tatcgcacggcgggetttaaageccgtcagaBrs=2E--gagattaagagactt
tttacatatgtgga---tgagg-tatcgcggacttataaagecgtcagacceagtttact feragattaagagactt
tttacatatgtggS---tgagg-tatcgccggcgggettataaagecgtcafaccagtt--tactgctafattaaa
tttacatatgtgga---tgagg-tatcgcacggcgggcttataaageegtcagaccagtt--tactggtagattaaa

Gcetadagatgtdgadattgagodtagtotadaacaattttattttaddactaga===att--tafcEtagacttata

acacttagagtctatatttataaataatattcacaat-actattgaaataactaaagacataaaaaaaaaattatta
afagtetatatftF-==="ataaataatattcacaat-actattgaaataact@aagacat®¥zaaaaaaattatta
agaBtEtatatftatag=-ataafftaatattcacaat-actattgaaataactaaagacat®aaaaaafaattatta
acacttagadtctatatt@ataaataatattcacaat-actattgaaataactaaagacat®s=Taaaaaattatta
acagttggadtctFE====ataftftatdagtdataftfactattBaaataactaaagacat==aaaaaaaattatta

afagdgazagdtcctar--adaaadatgattgataatfagtgrgcttatfataaalatsr="5aaaataattftga

attgctgctaa--acatgtacaaattga--taataatgtaaaacaattttattttaaaactagaatttattt--tag
attgctgltaa--acatgtacaaa@tga--tfa€aafgtaaaacaattttattttaaaactagaatttatBt--tag
attgctgdtaa--afatgtacaafttga--tf§ataalgtaaaacaattttattttaaaactaffatttattt--tag
attgctgdtaa--acatgtacaaattga--tfataatgtaaaacaattttattttaaaactagaattféttt--tag
attgctgctaa--acatBtacaaattgafgdtagtgtidaafadaattttattttaaaactagaatttdttt--tag

agatdtgdtaattacafigtattaattfttttgattcaaagttttgcattgaget tftaggcafagrtttretggead

acttaaatatttaaacaaaaaattagctattaagaatcaaaaacaa cgtttagttggaaattcasg att
acttaaatatttaaacaaaaaattagctattaagaatcaaaaafaagdadacgtt@agttggaaattcaa att
acttaaStatttaaacaaaaaattagctattaas=S==zozooooo -ZhomEESaattcaa att
acttaaatatttaafcaaaaaattagctattaagaatcaaaaacaa cE====gttgaaaaCtiaa att
acttaaatatttaaacaaaaaattagctattaagaatcaaaafcaa cgtttaattgBaaattcaa att
gtgtaaatatttaaacaaaaaattagctattaagaatcaaaafcaa cgtttfgttgBaaattcaal att

lwBlolelelole)

OoDoooo

oDooooo

Dooooo

aaaaataaaattataaacacaaaaataacatcgtctcaattcattattgtaggctattttc-accccaacaggcaac

aaaaataaaattataaacacaaaaataacatc@t@tcaatgcattattg®aggctattttcfaccccaacaggcaac

aaaaataaaattataaacacaaaaataacatc@tctcaatfcattattgtaggctattttcfaccccaacaggcaac

aaaaataaaat@ataaacacaaaaataacatcgtctcaatgcattattgtaggftattttcfaccccaacaggcaac
t b

aaaaataaaattataaaBaffaaaa¥S9ftoiZtctcaat@ecattattgtaggctattttcaccccaacaggcaac
aiaaataaaattataaafaffaaaaB=s====iZctcaat@cattattgtaggctattttcfacccHaacaggcaac

Doboooo

aagGGGTTAATcaactcacagcagtgectttcagtcgecactecatgtactatgtgecatttcactegecactcattgea
aagGGGTTAATcaactcacagcagtgcftttcagtegeactcatgtactatgtgecatttcactcgecactcattgea
2agGGGTTAATcaactcacagcagtgectttcagtegecactcatgtactatgtgecatttcactcgecactcattgea
aagGGGTTAATcaactcacagcagtgcctttcagtegecactcat@tfctatgtgecatttcactegecactdattgea
aagGGGTTAATcaacBcacagcagtdcctttcagtclcactcatdtactatgtgecgtttcactegcactcattgek
aagGGGTTAATcaactcacagcagtgcctttcagtclcactcatgtactatgtgecEtttcactegeactcattgea

D.
D.
D.
D.
D.
D.

atcatacAAGAGCTAGTttGGCAGCCGAGTAGACTAC--——CTTAtacacaagcacttaTTTTG CCATG
atcata§AAGAGCTAGTtATGCAGCCGAGEST==2== - “tacacaagcacttaTTTTG-CCATG
atcataﬂﬂAGAGCTAGTttGGCAGCEGAG S tacacaagcacttaTTTTG-CCATG

tacacaagcacttaTTTTG-CCATG
aacatﬁcAAGAGCThGTttGGCAGCCGAGTAGACTAC----CTTAtacacaagcacttaTTTTG CCATG

atcatacARGAGCTAGTt§GGCAGCCGAGTAGTCTACATACCTTAtacacaagcacttaTTTTGGCCATG
Sitio de Ligagdo da Transposase Sitio da IRBP

OoDooDoo

Figura 10. Alinhamento entre a extremidade 3’ das seqiiéncias P tipo-O do grupo saltans e
de D. bifasciata. As TIRs e as SIRs 3’ estdo representadas por letras maitsculas, as regides
correspondentes aos sitios de ligagdo da transposase e da IRBP estdo sublinhadas e a caixa
vazia corresponde ao cédon de terminagdo da transcrigdo da transposase.
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D. melanosgaster - candnico

D. bifasciata - M

D. bifasciata - O

MEY - 03’

D. prosaltans- F

D: sturtevanti - ¥

Figura 11. Analise filogenética de elementos P tipo-O, M e F. Este cladograma foi gerado
pelo método da maxima parciménia implementado pelo programa PAUP 4.0 bl0
(SWOFFORD, 1997). Dentre os 509 caracteres analisados, 195 eram constantes, 119 nao-
informativos e 195 eram informativos. O indice de consisténcia foi igual a 0,8302 e o
indice de retengdo foi igual a 0,7429. A sequéncia do elemento P candnico de D.
melanogaster foi utilizada como grupo externo e a consisténcia dos ramos foi testada pela
analise de bootstrap com 500 réplicas.(PMS: D. prosaltans;, ARP: D. austrosaltans, SAC:
D. saltans, SMX: D. sturtevanti, MEY : D. milleri).
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V- Dlscuss_f«o

Para se entender a histéria evolutiva de um elemento transponivel dentro de um
género, € necessario determinar a quanto tempo o elemento em questédo tornou-se estabelecicio
nesse género e 0 modo com que ele se distribuiu nas espécies que o compde (STACEY et al.,
1986). Modelos de genética de populagdes propdem que os TEs sdo mantidos em um estado
de equilibrio entre sua habilidade de se espalhar por uma espécie e a taxa pela qual s3o
eliminados, tanto pela auto-excisdo, quanto pela sele¢do negativa imposta pelo genoma do
hospedeiro, impedindo assim o aumento do niumero de cdpias (CHARLESWORTH;
CHALESWORTH, 1983; LANGLEY; BROOKFIELD; KAPLAN, 1983, KAPLAN et all.,
1988; KAPLAN; DARDEN; LANGLEY, 1985; BROOKFIELD, 1996).

A analise de seqiiéncias da familia P, incluindo a subfamilia calanﬁnica, a subfamilia O
e seqiiéncias divergentes de L. cuprina sugerem que essa familia tenha pelo menos 40 milhdes
de anos. Estima-se que a subfamilia candnica deva ter invadido o genoma dos subgrupos

saltans e willistoni entre um e dois milhdes de anos atras, muito apos a divergéncia desses

subgrupos, que ocorreu entre 15 a 30 milhdes de anos (SILVA; KIDWELL, 2000). A hipotese

mais aceita para a evolugdo do elemento P no grupo saltans € que a primeira invasao foi tdo
antiga que as seqiiéncias derivadas desse evento, presentes nas espécies atuais, ndo s3o
facilmente detectaveis devido a sua divergéncia. Em face do nimero variavel de insergGes e
da presenga de mais de uma subfamilia de elementos assume-se que ondas de transferéncia
horizontal teriam ocorrido posteriormente, introduzindo as seqiiéncias candnicas (CLARK;
KIDWELL, 1997; HARING; HAGEMANN;, PINSKER, 2000, CASTRO; CARARETO 2064
c,d), as do tipo-O (HARING; HAGEMANN;, PINSKER, 2000) e as agrupadas no clado F de
Clark; Kidwell (1997) de D. prosaltans e D. sturtevanti (CASTRO; CARARETO, 2004d).

O primeiro objetivo deste trabalho, verificar a ocorréncia da subfamilia O do elemento
P tipo-O em todas as espécies disponiveis para a analise do grupo saltans, revelou que ela esta
presente em trés de seus cinco subgrupos: subgrupos parasaltans, sturtevanti e saltans.

Até recentemente assumia-se que as espécies dos subgrupos cordata (D. neocordata) e
elliptica (D. emarginata) nao abrigavam elementos da familia P em seus genomas (DANIELS
et al., 1990; CLARK; KIDWELL, 1997). Entretanto, Castro; Carareto (2004a) demonstraram

que as espécies desses subgrupos contém seqii€ncias P, muito divergentes, somente
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detectaveis apdés o uso de sondas especiais, que devem ser derivadas das seqiiéncias
ancestrais. No presente estudo, os oligonucleotideos e as sondas também n@o permitiram
detectar a subfamilia O nesses dois subgrupos de espécies; entretanto, em face do exposto nido
podemos excluir a possibilidade da existéncia de seqiiéncias P tipo-O, muito divergentes, no
genoma dessas espécies.

Em D. subsaltans e D. milleri, a subfamilia O foi identificada por meio da técnica de
Southern blot, na forma de um fragmento com tamanho superior ao do elemento completo.
Essa copia deve corresponder a uma seqiéncia com inser¢des ao longo do transposon. A
presenca de seqiiéncias completas ou defectivas, apenas visiveis por meio da hibridizag@o,
pode ser atribuida a baixa complementaridade dos iniciadores que anelam nos invertidos
terminais com as seqiiéncias do elemento P tipo-O do grupo saltans. A baixa

complementaridade pode ser explicada pela divergéncia entre os elementos de D. bifasciata e

os do grupo saltans, ja que o par de iniciadores utilizado foi construido a partir da seqiiéncia

de D. bifasciata.

A unica espécie na qual se conseguiu isolar um TE com tamanho aproximado ao do
elemento P tipo-O completo foi D. saltans. Essa sequiéncia acumula substituigdes e mutagdes,
dentre elas, uma que elimina o codon de iniciag@o da transcrigdo da transposase. No entanto,
nas espécies D. sturtevanti, D. austrosaltans, D. saltans e D. prosaltans houve a ampliﬁca@ﬁo
de fragmentos com cerca de 2,5 Kb, quando se utiliza o par de iniciadores que ancora no
inicio de intron 1 e na TIR 3’, que podem corresponder a elementos P tipo-O completos. Esse
resultado sugere a existéncia de seqiiéncias completas no genoma dessas espécies, sendo que
elas devem ser divergentes em relagdo a seqiiéncia de D. bifasciata, devido a falta de
complementaridade com o iniciador O-IRS, indicando a degeneragdo dessa regido que €
essencial a mobilizagdo.

Elementos da subfamilia O ja tinham sido identificados no grupo salfans nas espécies
D. subsaltans, D. austrosaltans, D. lusaltans e D. prosaltans por Haring; Hagemann, Pinsker
(2000). Os dados obtidos neste trabalho ampliam o conhecimento da distribuigdo dessa
subfamilia no grupo saltans, identificando-a e caracterizando-a no genoma de D. milleri e D.
sturtevanti (subgrupo sturtevanti). Além disso, a presenga da subfamilia O em D. saltans foi
confirmada, pois até entdo existia apenas a suposi¢@o de que as seqiéncias P de D. saltans

presentes no clado E de Clark; Kidwell (1997) pertenciam a subfamilia O.
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A transposi¢do do elemento P candnico ocorre principalmente por meio de um
mecanismo denominado “corta e cola” (do Inglés, cut and paste, KAUFMAN; RIO, 1992). A
enzima transposase reconhece as regioes terminais do fransposon nas posigoes 48-68 e 2855-
2871 e cliva o elemento em suas extremidades, retirando-o de seu sitio de insergdo
(KAUFMAN; DOLL; RIO, 1989; BEALL; RIO, 1997). O elemento sera posteriormente
inserido em um novo local do genoma, gerando uma duplicagdo de oito nucleotideos no sitio
alvo (O’HARE; RUBIN, 1983). Outros fatores, além da transposase, sio necessarios ao
mecanismo de mobilizagdo. A proteina IRBP (do Inglés, non-P-element-encoded invetedd
repeat binding protein), por exemplo, liga-se aos primeiros 16 pb das TIRs auxiliando a
transposase no reconhecimento dos limites do elemento P (BEALL; RIO, 1997). Desse modo,
além de uma transposase ativa, um elemento P mobilizavel necessita da conservagdo dos
invertidos terminais para a ligagdo correta dessa enzima que catalisa a transposi¢do. Devido a

similaridade dos sitios de processamento do RNA mensageiro entre o elemento P candnico de

D. melanogaster e o elemento P tipo-O de D. bifasciata e, pela expressdo tecido-especifica

nas espécies que abrigam elementos ativos da subfamilia O, acredita-se que 0 mecanismo de
regulagao da transposi¢ao dessas duas subfamilias seja conservado (HARING; HAGEMANN;
PINSKER, 1998).

Haring; Hagemann; Pinsker (2000) inferiram a inatividade da subfamilia O no grupo
saltans com base na degeneragdo das sequéncias de D. prosaltans e D. austrosaltans. Dentre
as sequéncias P tipo-O obtidas neste trabalho, a seqiéncia de D. saltans (SAM-O) possui a
TIR 5’ intacta, mas apresenta uma delegio que interrompe a TIR 3’ e varias outras mutagﬁ.es
que degeneram suas ORFs, indicando que essa seqiiéncia da subfamilia O deva corresponder
a um TE ndo-auténomo. Esse resultado corrobora a hipétese da inatividade da subfamilia 0
no grupo saltans.

As seqiiéncias correspondentes a extremidade 3’ do elementa de D. saltans, D.
austrosaltans, D. prosaltans, D. milleri e D. sturtevanti, amplificadas com os iniciadores O-€3
e O-IR3, apresentam caracteristicas proprias. Entre a extremidade 3’ da seqiiéncia SAM-O,
derivada de D. saltans coletada em Matlapa (México), em 1998, e a da linhagem SAC,
coletada em Chilpancingo (México), em 1962, os ultimos 245 pb sdo idénticos, porém, o
restante das seqiiéncias acumula algumas alteragdes, totalizando 0,012 de divergéncia. A

baixa divergéncia compartilhada entre os elementos P tipo-O de SAM e SAC deve ser
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conseqiiéncia da proximidade geografica das duas populagdes analisadas. Os poucos
polimorfismos acumulados podem ser resultantes do periodo no qual essas linhagens estdo
separadas, pois estando essas seqiiéncias inativas, as pressdes seletivas impedindo sua
diferenciagdo serdo inexistentes.

As extremidades 3’ do elemento P tipo-O de D. prosaltans, D. austrosaltans, D.
Sturtevanti e D. milleri, apresentam algumas alteragdes em suas seqiiéncias, dentre elals,
inser¢des e delecdes nas TIRs e mutagdes que alteram a matriz de leitura nas regido das
possiveis ORFs, totalizando uma divergéncia de 0,037, 0,056, 0,171 e 0,280, respectivamente,
com relagdo a sequéncia de D. bifasciata. Entre as espécies dos subgrupos saltans e
sturtevanti, as seqiiéncias menos divergentes sdo as de D. prosaltans e de D. sturtevanti
(0,180) e as mais divergentes sdo as de D. austrosaltanas e de D. milleri (0,317). As analises
de maxima parcimonia e de distancia filogenética revelaram que as seqiiéncias do subgrupo
saltans sdo mais relacionadas ao elemento de D. bifasciata do que aqueles das espécies do
subgrupo sturtevanti. ‘

A rota de transmissdo do elemento P tipo-O proposta por Haring; Hagemann; Pinsker
(2000) elegeu como doadora da subfamilia O para o subgrupo affinis uma espécie do grufm
willistoni. As distancias apresentadas na Tabela 6, entre D. bifasciata e as espécies do
subgrupo willistoni sdo menores (0,043 e 0,049 para D. willistoni e D. nebulosa,
respectivamente) do que as distancias entre D. bifasciata e D. saltans (0,100). Comparagdes
filogenéticas com a seqiiéncia de D. willistoni ndo puderam ser realizadas, pois o elemento
disponivel no GenBank n3o abrange a regido 3’ do transposon. Pode-se observar na Figura 11
que o elemento P tipo-O de D. bifasciata é mais relacionado com as seqiiéncias das espéciés

do subgrupo saltans do que com aquelas do subgrupa sturtevanti. Desse mado, podemos

inferir que os elementos P da subfamilia O do grupo willistoni sao mais relacionados aos do

subgrupo saltans do que aos do subgrupo sturtevanti. Essa relagdo de parentesco sugere a
ocorréncia de um evento de transferéncia horizontal de seqiiéncias tipo-O do subgrupo saltans
para o grupo willistoni, nao detectado por Haring; Hagemann, Pinsker (2000) por ndo terem
analisado espécies do subgrupo sturtevanti. Para confirmar essa hipotese, dados adicionais a
respeito dessas seqii€ncias devem ser acumulados. A Figura 12 ilustra a nossa proposta da

rota de transmissdo do elemento P tipo-O pela familia Drosophilidae.
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Figura 12. Rota de transmissdo do elemento P tipo-O dentro da familia Drosophilidae. Nesta
nova proposta, as relagdes a partir do evento de transferéncia horizontal do grupo willistoni
para o subgrupo affinis permanecem as mesmas; entretanto, sugere-se que o elemento do
grupo willistoni tenha sido doado por alguma espécie do subgrupo saltans por um evento de
transferéncia horizontal. A transferéncia dessa subfamilia de fransposons nos subgrupos
saltans e sturtevanti foi vertical. TH: transferéncia horizontal e TV: transferéncia vertical
(modificado de Haring; Hagemann; Pinsker, 2000Q).

O ciclo de vida do elemento P € similar ao de outros fransposons, tais como elementos
mariner-like (ENGELS, 1989; HARTL,; LOHE; LOZOVSKAYA, 1997). Tal ciclo evolutivo
¢ caracterizado por trés fases distintas: replicagdo dindmica, inativagdo e degradagdo. Durante
a replicagdo dindmica ocorre o rapido aumento do nimera de copias e a dispersdo do
transposon na populagdo hospedeira. A segunda e a terceira fase desse ciclo estdo

intimamente relacionadas; apos a sua inativag¢do, que ocorre pela evolugdo de mecanismos

repressores pelo hospedeiro, as seqiiéncias dos TEs ficardo sujeitas a eventos de degradag@o,

dentre eles mutagGes, delegdes, deriva e selegao (KAPLAN; DARDEN; LANGLEY, 1985).

Essa ultima fase do processo, conhecida como senescéncia, pode durar milhares de anos
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(PINSKER et al., 2001). Desse modo, a extingdo sera o destino provavel dos transposons

submetidos a esse sistema evolutivo (KAPLAN; DARDEN; LANGLEY, 1985).

O modo de transposi¢do que leva ao aumento do nimero de inser¢des do transposon €
denominado transposigdo replicativa e ocorre quando a quebra cromossémica no sitio doador
da inser¢do pode ser reparada usando-se como molde a cromatide irmd ou outra insergao
localizada ectopicamente (GLOOR et al., 1991; 2000). Nesses casos, ocorrera a manutenqﬁo
do TE naquele sitio e o aumento do nimero de inser¢des totais no genoma do hospedeiro.
Esse tipo de transposigdo € responsavel pelo rapido aumento no numero de copias e ocor‘re
principalmente nos primeiros estagios de sua invasio (KIDWELL, 1983,
ANXOLABEHERE; KIDWELL; PERIQUET, 1988).

O nimero total de inser¢des de um elemento transponivel P em um genoma
corresponde ao conjunto de elementos completos e defectivos. (BLACK et al, 1987
BOUSSY et al., 1988; KIDWELL; KIMURA; BLACK, 1988). Esse numero pode indicar a
fase do ciclo evolutivo em que o TE se encontra no genoma de seu hospedeiro. Devido a falta
de mobiliza¢do e aos eventos de degradagdo, se um elemento transponivel esta representado
por poucas inser¢des, pode-se assumir que ele esteja inativo e seja um componente ancestral
desse genoma (KAPLAN; DARDEN; LANGLEY, 1985).

Insergdes de elementos transponiveis raramente sdo encontradas em regiGes
codificadoras ou perto delas (CHARLESWORTH; LANGLEY, 1991), ja que eles tendem a
se acumular em regides onde os coeficientes de selegdo sdo muitos menores que a taxa de
transposigio (CHARLESWORTH, 1991). A B-heterocromatina do género Drosophila
geralmente contém uma série de fragmentos incompletos de TEs, produtos de sucessivas
inser¢des (VAURY; BUCHETON; PELISSON, 1989; SANMIGUEL et al., 1998). Sob essas
circunstancias, nio ha selegdo para mutagdes de perda de fungdo e os TEs poderiam se
acumular por deriva genética e pressio de mutagio (CHALESWORTH; LANGLEY, 1989).
Contudo, existem evidéncias da transcrigdo da P-heterocromatina quando quebras
cromossdmicas levam locos eucromaticos para a proximidade dessas regides (SPOFFORD,
1976). Nesse caso, os elementos transponiveis inseridos na 3-heterocromatina ocasionalmente

poderiam recuperar sua atividade transcricional, se ainda mantivessem as seqiiéncias

necessarias a transcri¢ao conservadas.
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A avaliagdo do numero de inser¢des de elementos transponiveis a partic de PCRs
radioativos tém sido constantemente realizada em D. melanogaster (PERDUE; NUZI-[D]N,
2000; YANG; NUZHDIN, 2003), ervilha (ELLIS et al, 1998), cevada (WAUGH et al.,
1997), Hibiscus tiliaceus (TANG et al., 2004) e em Petunia hybrida (KEUKELEIRE et al.,
2001) demonstrando a eficacia dessa metodologia. Apenas uma ou duas insergdes dos
elementos da subfamilia O de D. austrosaltans, D. prosaltans e D. lusaltans tinham sido
identificados por Haring; Hagemann; Pinsker (2000) por meio da hibridizag¢do in situ em
cromossomos politénicos. Como se sabe, essa técnica permite detectar apenas as insergdes da
eucromatina. Ainda, a comparagdo entre as técnicas de hibridizaggo in situ em cromossomos
politénicos e por Southern blot, baseadas na identificagdo de inser¢des de nove familias de
TEs, indicou que a segunda técnica fornece resultados subestimados em relagdo a primei;a
(MASIDE et al.,, 2001). A técnica de Transposon Display propicia uma quantificagdo mai.s
precisa do nimero de insergdes, pois utiliza uma reagdo de PCR que amplifica as seqiiéncias
inseridas nas diferentes posi¢gdes permitindo avaliar todo o genoma da espécie e, desse modo,
detectar copias presentes tanto na eucromatina como na heterocromatina.

A analise do numero de insergdes do elemento P tipo-O em D. saltans e D. sturtevanti

por meio da técnica de Transposon Display revelou que essas duas espécies apresentam maior

quantidade de copias do que o inferido para o grupo anteriormente, em média 12,60 + 9,50 e

9,00 + 6,10, respectivamente, com até 18 insergdes em D. sturtevanti (SMX) e 28 em D.
saltans (SAG). A variabilidade interpopulacional observada nas duas espécies pode ser
conseqiiéncia de eventos de perdas estocasticas, mediadas pela deriva genética nas populagdes
originais, ou mais recentemente, ja que todas as linhagens analisadas sdo conservadas em
pequenas populagdes de laboratério. Variabilidade intrapopulacional ndo € esperada, ja que
todas as linhagens sdo isofémeas; se existir, ndo deve ser significativa ao ponto de levar a
superestimativa do nimero de inser¢des. De qualquer maneira, esse nimero de inser¢des
ainda € inferior ao de espécies onde o elemento P esta ativo, como por exemplo, em D
melanogaster; espécie em que determinadas linhagens apresentam de 30 a 50 copias do
elemento P candnico (O’HARE et al., 1992). Em face dos dados apresentados, pode-se
assumir que as sequéncias P tipo-O do genoma de D. saltans e D. sturtevanti estio em

processo de senescéncia.
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No modelo da “copia mestre” (do Inglés, master-copy), uma ou poucas inser¢Ges de
um determinado TE tem capacidade de se mobilizar e as outras seriam inativas. Esse modelo
foi confirmado com a seqiiéncia A/u em humanos por Shen; Batzer; Deininger (1991). Tém se
assumido para a familia P que a presenga de duas subfamilias dentro de uma tunica espécie
também resulta na inativagdo de uma delas (HARING; HAGEMANN;, PINSKER, 1998,
2000). Aceitando-se o contexto da hipotese da copia mestre, as variantes ativas de um TE
devem ser aquelas que invadiram mais recentemente o genoma de seu hospedeiro, pois
quando ocorre uma invasao, o valor adaptativo da nova copia autdnoma € maior do que o das
cOpias antigas ndo-autdnomas, ja que as primeiras devem possuir os motivos requeridos para
a transposigao intactos, podendo se espalhar livremente no genoma. No entanto, as seqﬁénciés
nao-autonomas podem ser mobilizadas in trans, desde que os sitios necessarios para a
mobilizagdo se mantenham conservados.

Dentre as quatro subfamilias de elementos P identificadas no grupo saltans (CLARK;
KIDWELL, 1997), trés estdao melhor caracterizadas; os elementos P candnicos de D.
sturtevanti, D. prosaltans e D. saltans, que sdo transcricionalmente ativos, as sequiéncias
incluidas no clado F de Clark e Kidwell (1997) obtidas por Castro e Carareto (2004d), qﬁe
nao devem codificar transposases funcionais e as sequiéncias da subfamilia O avaliadas neste
trabalho, que por acumularem mutagdes nas TIRs e ORFs sdo necessariamente inativas.

O fenograma construido com base na variabilidade dos sitios de inser¢do do elemento
P tipo-O em D. sturtevanti indica que a distribuigdo dessas seqii€ncias no genoma dessa
espécie € parafilética. Também Almeida; Langeani; Carareto (2003), avaliando polimorfismos
de fragmentos de restrigio de elementos P candnicos completos, demonstraram rela(;('iés
parafiléticas entre linhagens de D. sturtevanti coletadas ao norte da América do Sul e no
México, enquanto linhagens brasileiras sdao monofiléticas. Adicionalmente, a anlise
filogenética de sequéncias P candnicas de linhagens de D. sturtevanti (SILVA; KIDWELL,
2004), indicou a existéncia de seqiiéncias parafiléticas, que se agrupam de acordo com suas
origens geograficas das linhagens. Trés clados foram observados, um reunindo seqiiéncias de
linhagens procedentes do México e América Central, outro das Antilhas e, um ultimo clado

composto por linhagens brasileiras. As seqiéncias do primeiro clado sdo mais relacionadas as

sequéncias candnicas de D. willistoni e D. melanogaster apresentando também, menor grau de

polimorfismos. O alto grau de polimorfismos indica que as seqiéncias P candnicas sdo
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antigos componentes do genoma de D. sturtevanti, porém as relagdes parafiléticas e o menor
polimorfismo entre as linhagens procedentes das Américas Central e do Norte devem ser
derivadas de atividade recente desse TE, no minimo logo apés a origem dessa espécie.

Desse modo, o cenario exibido pelas seqii€éncias da subfamilia O € exatamente inverso
ao da subfamilia candnica. Enquanto as linhagens coletadas ao norte da linha do Equador 55‘0
mais relacionadas quanto aos sitios de inser¢des do elemento P tipo-O, as seqiiéncias das
linhagens brasileiras sio menos relacionadas entre si. Esses dados sugerem que as insergdes
da subfamilia O devem estar inativas a menos tempo nas linhagens ao sul do Equador do qﬁe
nas linhagens ao norte. Os dados obtidos para D. saltans, espécie que possui distribuigdo
geografica menos ampla do que D. sturtevanti, nio sdo muitos conclusivos, mas pode-se
observar que as linhagens do México sdo mais relacionadas entre si do que com as da
América Central, refletindo uma distribui¢io continua da subfamilia O em D. saltans. Assirh,
esses dois conjuntos de dados, de um lado os polimorfismos de fragmentos de restrigao
(ALMEIDA; LANGEANI; CARARETO, 2003) e as seqiiéncias P candnicas (SILVA;
KIDWELL, 2004) de D. sturtevanti e, de outro, a distribuigdo dos sitios de inser¢ao do
elemento P tipo-O sugerem que as duas subfamilias podem ter estado ativas em populagoes
contemporaneas de localidades diferenges.

Em face dessa discussdo, podemos sugerir que a atividade transcricional de elementos

P candnicos em linhagens de D. prosalians, D. sturtevanti e D. saltans (CASTRO;

CARARETO, 2004c) esta de acordo com a teoria da copia mestre, sendo que a familia

candnica deve ser a ultima variante P a estar ativa nas populagdes de D. sturtevanti, D.
prosaltans e D. saltans. Ainda, no genoma dessas trés espécies, as seqii€ncias divergentes de
Castro; Carareto (2004d) e as da subfamilia O sdo as atuais representantes inativas da familia
P. Nao se descarta, entretanto, que possam existir alguns redutos localizados de elementos
ativos, o que podera ser esclarecido por analises adicionais de subpopula¢des de espécies do

grupo saltans.
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VI - CONCLUSOES

O presente trabalho permitiu estabelecer as seguintes conclusdes:

A distribuigdo do elemento P tipo-O abrange as espécies dos subgrupos parasaltans,
sturtevanti e saltans, no grupo saltans de Drosophila;

Todas as seqiiéncias obtidas neste trabalho sdo equivalentes a elementos P tipo-O

inativos, corroborando a hipotese da inatividade dessa subfamilia no grupo saltans,

As seqiiéncias P tipo-O do subgrupo saltans sio mais relacionadas as seqiiéncias de D.

bifasciata do que as do subgrupo sturtevanti, sugerindo que alguma espécie do
subgrupo saltans deva ter doado esse elemento para o grupo willistoni por meio de um
evento de transferéncia horizontal;

A metodologia de Zransposon Display é eficiente para quantificar o numero de
insergdes do elemento P tipo-O. |
Devido ao baixo numero de inser¢des P tipo-O em. D. sturtevanti e D. saltans,
podemos inferir que essa subfamilia esta em processo de senescéncia no genorﬁa
dessas espécies;

As relaqées parafiléticas das subfamilias O e canlnica, entre as populagdes de D.
sturtevanti, sugerem que em algum momento da evolugdo dessa espécie, mais de uma
subfamilia pode ter estado ativa em populagdes contempordneas de regiGes

geograficas diferentes.
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SETTA, N. Diversidade de seqiiéncias da subfamilia O de fransposons P em espécies do
grupo saltans de Drosophila. Sdo José do Rio Preto, 2005. 65p. Dissertagdo (Mestrado em
Genética) — Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, Universidade Estadual Paulista
“Jalio de Mesquita Filho”. "

A subfamilia P tipo-O apresenta-se como um conjunto de elementos transponiveis de
distribui¢do descontinua e atividade transcricional variavel na familia Drosophilidae. Desse
modo, o presente estudo objetivou ampliar o conhecimento quanto a sua distribuigdo,
diversidade de seqiiéncias, nimero de inser¢des gendmicas e relagdes filogenéticas no gruplo
saltans de Drosophila visando relacionar os resultados obtidos com as demais espécies que
abrigam essa subfamilia. Para realizar essas analises foram empregadas as metodologias PCR,
Southern blot, Transposon Display e seqiienciamento de DNA. Os resultados obtidos
demonstraram que a subfamilia O esta ausente nos subgrupos cordata e elliptica e ocorre nos

subgrupos parasaltans, sturtevanti e saltans; entretanto, a inatividade do elemento P tipo-O

foi inferida pelo acamulo de mutagGes em todas as espécies nas quais a subfamilia foi

identificada e pelo baixo nimera de insergdes desse fransposon no genoma de D. saltans e D.
sturtevanti. Esses resultados indicam que a subfamilia P tipo-O estd em processo de
senescéncia nessas espécies. As relagdes parafiléticas das subfamilias O e candnica entre as
populagdes de D. sturtevanti, indicam que em algum momento da evolugdo dessa espécie,
mais de uma subfamilia pode ter estado ativa em populagdes contempordneas de regides
geograficas diferentes. Uma das espécies do subgrupo saltans deve ter sido a doadora da
subfamilia O para o grupo willistoni. Esse novo evento de transferéncia horizontal na rota de
transmissdo da subfamilia O em Drosophilidae foi sugerido por meio das disténcias e relagdes
filogenéticas entre as seqiiéncias de D. bifasciata e das espécies do subgrupo saltans .e

subgrupo sturtevanti.

Palavras-chave: elemento P tipo-O, grupo saltans, nimero de insergdes, relagdes
filogenéticas, transferéncia horizontal, Transposon Display, Drosophila.
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Abstract 65

SETTA, N. Diversidade de seqiiéncias da subfamilia O de fransposons P em espécies do
grupo saltans de Drosophila. Sao José do Rio Preto, 2005. 65p. Dissertagao (Mestrado em

Genética) — Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”. '

The O subfamily of P elements is a group of transposons with discontinuous distribution and
variable activity in the Drosophilidae. This study aimed at broaden the knowledge about its
distribution, diversity of sequences, number of genomic insertions and evolutionary
relationships in the saltans group of Drosophila comparing the obtained results with those of
the species that harbor this subfamily. The methodologies PCR, Southern blot, Transposon
Display and DNA sequencing were used. The obtained results demonstrated that the O-type P
element is absent in the cordata and elliptica subgroups and occurs in species of the
parasaltans, sturtevanti and saltans subgroups. The inactivity of this transposon was inferrelzd
based on the mutations accumulated along its sequences in all the species in which the
subfamily was identified and due its low number of insertions in D. saltans and D. sturtevanti.
These results suggest that the O subfamily is in process of aging in these species. The
paraphyletic relationships of the O and canonical subfamilies among the populations of D.
sturtevanti suggest that in some moment of the evolutionary process of this species, more than
a subfamily can have been active in contemporary populations of different geographical areaé.

The data also suggest that a species of the saltans subgroup might have been the donor of the

O subfamily to the willistoni group. This new event of horizontal transfer in the O-type P

element transmission route inside the Drosophilidae was suggested based on the distances and
evolutionary relationships between the sequences of D. bifasciata and the species of the

saltans and sturtevanti subgroups.

Keywords: O-type P element, saltans group, insertions number, phylogenetic relationships,
horizontal transfer, Transposon Display, Drosophila.
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