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RESUMO  

 

Os elementos de transposição (TEs), fontes importantes na geração de variabilidade genética 

devido à capacidade de se movimentarem no genoma, são predominantemente deletérios e 

neutros. Todavia, quando domesticados pelo genoma, desempenham papel positivo na evolução 

dos organismos, aumentando o número e diversidade gênica e enriquecendo as vias de 

regulação gênica. Identificar transcritos quiméricos gene + TE constitui uma das maneiras de 

investigar potenciais eventos de domesticação, os quais podem ser classificados de acordo com 

o sítio de inserção do TE em relação ao gene: iniciado por TE, exonizado por TE e terminado 

por TE.  Para identificar transcritos quiméricos sugestivos de eventos de domesticação, 

analisamos transcriptomas de ovários de Drosophila melanogaster e D. simulans, procedentes 

de Gotheron (França, clima temperado) e de São José do Rio Preto (Brasil, clima tropical), duas 

linhagens de cada local, expostas aos estresses Cold-Shock e Starvation. A análise foi realizada 

com ChimeraTE, um pipeline capaz de detectar transcritos quiméricos em transcriptomas 

obtidos por RNA-seq paired-end, e identificados por meio de alinhamento genômico. A análise 

de expressão diferencial permitiu identificar a modulação da expressão gênica induzida por TEs 

associada aos dois tipos de estresse. Foram identificados, em média, 396 transcritos quiméricos 

nas linhagens de D. melanogaster e 285 nas linhagens de D. simulans, em 90% dos quais o TE 

estava exonizado. Aproximadamente 1% dos genes produziram transcritos quiméricos, dentre 

os quais, seis foram considerados como potenciais casos adaptativos por apresentarem 

expressões aparentemente moduladas pelas inserções do TE. Três genes estavam 

diferencialmente expressos (DE) entre controle e tratamentos: Paris e Sulf1 em D. 

melanogaster e o gene GD24271 em D. simulans. O gene Paris apresentou uma 

inserção upstream, polimórfica, de Burdock (LTR, superfamília Gypsy), apenas nas linhagens 

de Gotheron de D. melanogaster, no qual estava DE em apenas uma das linhagens em Cold-

Shock. Também o gene Sulf1, com uma inserção intrônica, polimórfica, de Micropia (LTR, 

superfamília Gypsy), estava DE na mesma linhagem que Paris, tanto sob o estresse Cold-

Shock, como sob Starvation. Já, o gene GD24271, que apresentou uma inserção upstream do 

elemento G5A (LINE, superfamília Jockey) em todas as linhagens de D. simulans, produziu 

transcrito quimérico e estava DE sob Cold-Shock apenas em uma linhagem da região de clima 

temperado. Outros três genes estavam DE quando comparada a expressão entre populações da 

região temperada e tropical: CG5096 e CG42598 em D. melanogaster e GD24387 em D. 

simulans. O gene CG5096, com uma inserção upstream do TE 412 (LTR, superfamília Gypsy), 

exclusiva em uma linhagem de Gotheron, exibiu expressão maior nessa população. Já, os genes 

CG42598 em D. melanogaster, com uma inserção intrônica do TE gypsy4 (LTR, superfamília 

Gypsy), e o gene GD24387, em D. simulans, com uma inserção upstream do elemento INE-1 

(DNA, superfamília Helitron), ambos com inserções do TE comuns a todas as linhagens, 

exibiram maior expressão nas linhagens de clima tropical. Em todos os casos, a mudança de 

expressão gênica só ocorreu em linhagens que geraram transcritos quiméricos. Essas 

observações sugerem uma possível ação reguladora dos TEs, que por sua vez modulam a 

expressão dos genes adjacentes. Nas situações em que a mudança de expressão dos genes Sulf1, 

Paris e GD24271 parece ter sido ativada pelo estresse, a ocorrência de transcritos quiméricos 

ocorreu apenas em linhagens nativas da região temperada. Essas mudanças sugerem resposta 

adaptativa ao frio, uma vez que a sobrevivência no inverno, com baixas temperaturas e restrição 
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de alimento é um desafio a ser superado pelas populações. Já, as mudanças de expressão dos 

genes CG5096, CG42598 e GD24387 entre linhagens das duas regiões climáticas, independente 

da inserção do TE, sugerem adaptações a colonização de diferentes habitats. Em síntese, esses 

resultados ilustram como o estresse pode induzir a domesticação do TE, de modo a refletir 

a adaptação e história evolutiva dos organismos. 

 

Palavras-chave: ChimeraTE; atividade de TEs induzida por estresse; plasticidade genômica; 

plasticidade transcriptômica, potencial adaptativo de TEs. 
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ABSTRACT 

 

Transposable elements (TEs), an important source of genetic variability due to their ability to 

move within the genome, are predominantly deleterious and neutral. However, when 

domesticated by the genome, TEs play a positive role in the evolution of organisms, leading to 

an increase in gene number and diversity and enriching gene regulation pathways. Identifying 

chimeric gene + TE transcripts is one way of investigating their domestication, which can be 

classified according to the TE insertion site in relation to the gene: transcripts TE-initiated -, 

TE-exonized and TE-terminated.  To identify chimeric transcripts suggestive of domestication 

events, we analyzed transcriptomes from the ovaries of Drosophila melanogaster and D. 

simulans, from Gotheron (France, temperate climate) and São José do Rio Preto (Brazil, tropical 

climate), two strains from each location, exposed to Cold-Shock and Starvation stresses. The 

analysis was carried out using ChimeraTE, a pipeline capable of detecting chimeric transcripts 

in transcriptomes obtained by paired-end RNA-seq, and identified through genomic alignment. 

Differential expression analysis made it possible to identify the modulation of gene expression 

induced by TEs associated with the two types of stress. An average of 396 chimeric transcripts 

were identified in the D. melanogaster strains and 285 in the D. simulans strains, in 90% of 

which the TE was exonized. Approximately 1% of the genes produced chimeric transcripts, of 

which six were considered as potential adaptive cases because their expressions are apparently 

modulated by the TE insertions. Three genes were differentially expressed (DE) between the 

control and treatments: Paris, Sulf1 in D. melanogaster and GD24271 in D. simulans. The gene 

Paris, a with an upstream, polymorphic Burdock insertion (LTR, Gypsy superfamily), only in 

the Gotheron strains, is DE in only one of the strains under Cold-Shock. Sulf1, with an intronic, 

polymorphic insertion of Micropia (LTR, Gypsy superfamily), is a DE gene in the same strain 

as Paris, both under the Cold-Shock and Starvation stresses. The third gene, GD24271, which 

presented in all the D. simulans strains an upstream, polymorphic insertion of the G5A element 

(LINE, Jockey superfamily), but produced chimeric transcript, and was DE under Cold-Shock 

only in a European strain. Three other genes were DE when comparing the expression between 

temperate and tropical populations: CG5096 and CG42598 in D. melanogaster and GD24387 

in D. simulans. The gene CG5096, with an upstream insertion of 412 (LTR, Gypsy 

superfamily), unique to a Gotheron lineage, exhibited higher expression in this population. On 

the other hand, the genes CG42598 in D. melanogaster, with an intronic insertion of gypsy4 

(LTR, Gypsy superfamily), and GD24387, in D. simulans, with an upstream insertion of the 

INE-1 element (DNA, Helitron superfamily)̧ both with TE insertions common to all strains, 

showed greater expression in the Brazilian strains. In all these cases, the change in gene 

expression only occurred in strains that generated chimeric transcripts. These observations 

suggest a possible regulatory action of TEs, which in turn modulate the expression of adjacent 

genes. In situations where the change in expression of the Sulf1, Paris and GD24271 genes 

appears to have been activated by stress, the chimeric transcripts occurred only in strains native 

to the temperate region. These changes suggest an adaptive response to the cold, since survival 

in winter, with low temperatures and food restriction, is a challenge to be overcome by insect 

populations. Meanwhile, the changes in expression of the CG5096, CG42598 and GD24387 
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genes between strains from the two climatic regions, independent of the TE insertion, suggest 

adaptations to colonizing different habitats. In summary, these results illustrate how stress can 

induce the domestication of TE, in a way that reflects the adaptation and evolutionary history 

of the organisms. 

 

Keywords: ChimeraTE; stress-induced TE activity; genomic plasticity, transcriptomic 

plasticity; adaptive potential of TEs. 
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1 INTRODUÇÃO  

As espécies irmãs Drosophila melanogaster e D. simulans são excelentes modelos para 

identificar eventos potencialmente adaptativos de elementos de transposição (TEs), já que são 

espécies proximamente aparentadas, originadas na mesma região geográfica, afro-tropical, 

bastante estudadas e, principalmente D. melanogaster, conta com uma história evolutiva bem 

fundamentada. Esses conhecimentos propiciam comparar o conteúdo genômico e 

transcriptômico dos TEs nas duas espécies e formular hipóteses de como essas sequências 

genéticas móveis podem atuar na diferenciação e evolução, agregando conhecimento sobre os 

processos adaptativos associados às dispersões pelas quais passaram as espécies.  Das duas 

espécies, D. melanogaster é um dos principais e mais importantes organismos modelo na 

Biologia, um excelente material para estudos genômicos, evolutivos e ecológicos. Oriunda do 

sudoeste da África-Subsaariana (González et al., 2010), colonizou o restante do mundo, 

primeiramente migrando para a Europa entre 19.000 e 4.100 anos atrás e, nos últimos séculos, 

para a América do Norte e Austrália em associação, provavelmente, ao comércio de escravos 

(Lachaise et al., 1988; Sprengelmeyer et al., 2020; Suhre; McCarthy; Schwenk, 

2021). Drosophila simulans, espécie irmã e amplamente simpátrica a D. melanogaster, tem 

uma história demográfica aproximadamente semelhante; teve sua origem na África Oriental ou 

Madagascar, e mais recentemente, se espalhou pela Europa, Américas e Austrália (Lachaise et 

al., 1988; Dean; Ballard, 2004).   

Apesar da ancestralidade comum recente compartilhada, das semelhanças quanto à 

biologia, ecologia e história demográfica, estudos comparativos têm evidenciado muitas 

diferenças entre D. melanogaster e D. simulans. Em ambas espécies ocorrem flutuações 

sazonais em SNPs (do Inglês: Single Nucleotide Polymorphism), que poderiam indicar resposta 

regular às pressões seletivas, as quais variam sazonalmente (Kolaczkowski et al., 2011; 

Bergland et al., 2014); contudo, elas diferem em suas abundâncias sazonais e tolerâncias 

térmicas (Parsons, 1977). Sedghifar et al. (2016) reportaram diferenciação de SNPs em escala 

genômica entre as duas espécies e sugeriram que as populações australianas e norte-americanas 

de D. simulans estão se adaptando aos seus ambientes locais tanto por mecanismos semelhantes 

como diferentes aos caracterizados para D. melanogaster, incluindo dentre eles, a regulação da 

expressão gênica. Em comparações intrapopulacionais, a variabilidade entre as duas espécies é 

semelhante (Capy; Gilbert, 2004; Kang et al., 2019), já em âmbito interpopulacional D. 

melanogaster é mais diversificada (Hyytia et al., 1985; Singh, Choudhary; David, 1987). 

Quando se analisa a variabilidade genética nucleotídica intrapopulacional, observa-se maior 
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variabilidade em D. simulans, mas em nível enzimático e morfológico essa variabilidade é 

maior para D. melanogaster (Aquadro; Lado; Noon, 1988).  

Os desafios impostos pelo ambiente são uma das forças propulsoras da evolução, que 

se traduz na seleção de adaptações. A heterogeneidade de ambientes gera pressões seletivas 

diferentes que conferem adaptações distintas entre populações. A seleção pode atuar 

aumentando em frequência as variantes genéticas que podem conferir uma vantagem na 

sobrevivência (Ayala; Fitch, 1997). Dentre as respostas adaptativas, a variação da expressão 

gênica é relativamente comum em populações naturais. No entanto, processos genéticos 

populacionais responsáveis pela origem e manutenção dessa variação continuam a ser 

elucidados. Por exemplo, muitos genes são expressos diferencialmente entre populações de 

regiões com alta e baixa latitude, como entre D. melanogaster e D. simulans na América do 

Norte, e em populações australianas, nas quais a maioria deles variam na mesma direção, 

indicando um perfil comum em espécies diferentes (Reinhardt et al., 2014; Zhao et al., 2015). 

Como a regulação da expressão gênica é crítica para a função do organismo, e é uma fonte 

importante de diversidade fenotípica entre as espécies, a compreensão dos mecanismos 

responsáveis pela divergência regulatória pode fornecer informações sobre a adaptação das 

populações a seus ambientes e a natureza das mudanças evolutivas (Ayala; Fitch, 1997). Dentre 

esses mecanismos, os elementos de transposição (TEs) podem desempenhar um papel 

importante na adaptação. 

Os elementos de transposição (TEs) são sequências de DNA medianamente repetidas, 

que, por apresentarem a capacidade de se deslocar no genoma, podem desempenhar papel 

significativo na produção de variabilidade genética e na adaptação de organismos. 

Primeiramente identificados por Barbara McClintock, na década de 40, em milho, hoje já foram 

registrados em praticamente todos os genomas de eucariotos, em quantidades variáveis, 

compondo 10% do genoma de Arabidopsis thaliana, (Gonzalez et al., 2008), 15% em 

Drosophila melanogaster (Quesneville et al., 2005), 45% em humanos (Lander et al., 2001), e 

podendo compreender até 85% do genoma de algumas espécies de milho (Schnable et al., 

2009).  No gênero Drosophila, o trabalho clássico de anotação dos TEs nos genomas de 12 

representantes (Drosophila 12 Genomes Consortium, Clark et al., 2007), indicou uma variação 

de ~ 2,7% (D. simulans e D. grimshawi) a ~25% (D. ananassae) e compondo ~5,4 % do genoma 

de D. melanogaster. Sequenciamentos e anotações mais atuais (long reads Oxford Nanopore 

MinION, (Awad; Gan, 2020); dnaPipeTE, (Goubert et al., 2015; e TEcount; Lerat et al., 2017)) 

revelaram que os conteúdos genômicos de TEs são mais altos, variando de ~5% a ~12 % em 
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D. simulans a ~7% a 15% em D. melanogaster. Essas diferenças de conteúdo genômico de TEs 

observadas entre D. melanogaster e D. simulans podem ter relação com as diferentes dinâmicas 

populacionais e históricas das espécies (Vieira; Biémont, 2004).  

Levando em consideração sua estrutura, aspectos evolutivos, auto regulação e 

mecanismo de replicação, os TEs são classificados em diferentes níveis, sendo os principais 

classe, ordem, superfamílias e famílias. A mais alta categoria, classe, divide os TEs de acordo 

com a produção ou não de um RNA intermediário no processo de transposição, e o mecanismo 

de transposição os agrupam em ordens. Os retrotransposons, elementos pertencentes à Classe 

I, se mobilizam via um RNA intermediário mediante a ação da enzima transcriptase reversa, 

por um mecanismo conhecido como “copia e cola”. Os retrotransposons são classificados em 

ordens de acordo com a presença ou ausência de longas repetições terminais, como os 

retrotransposons com LTRs  (Long Terminal Repeat - LTR), que são autônomos e codificam 

proteínas do complexo Gag-Pol; os elementos nucleares intercalados longos (Long Interspersed 

Nuclear Elements - LINES); e os elementos nucleares intercalados curtos (Short Interspersed 

Nuclear Elements - SINES), sendo estes não-autônomos, pois não codificam as enzimas 

necessárias para sua transposição, dependendo da maquinaria enzimática dos LINEs (Wicker 

et al., 2007; Sinzelle et al., 2009). Ainda, na Classe I, encontram-se os elementos da ordem 

DIRS-like (Dictyostelium Intermediate Repeat Sequence), que apresentam mecanismos de 

transposição distintos e suas extremidades também não apresentam LTRs, se assemelhando 

mais a repetições diretas parciais (SDR); e os elementos da ordem Penelope-like, contando com 

membros que apresentam em suas extremidades resquícios de LTRs, mas com um mecanismo 

de transposição pouco distinto dos retrotransposons com LTRs.  Essas ordens incluem um 

número total de 17 superfamílias (LTR: Copia, Gypsy, Bel-Pao, Retrovírus, ERV; DIRS: DIRS, 

Ngaro, VIPER; PLE: Penelope; LINE: R2, RTE, Jockey, L1, I e SINE: tRNA, 7SL e 5S) (Wicker 

et al., 2007). 

Os elementos da Classe II (Transposons de DNA) não requerem o passo da transcrição 

reversa para se integrarem ao genoma. Eles são divididos em duas subclasses: Subclasse I que 

realiza a transposição via mecanismo “corta-e-cola", e subclasse II que realiza a transposição 

pelo mecanismo “copia-e-cola”. A subclasse I é composta pelas ordens TIR e Crypton e a 

subclasse II é constituída pelas ordens Helitron e Maverick / Polintron. Dentro dessas 

subclasses, há um total de 12 superfamílias (ordem TIR: Tc1-Mariner, hAT, Mutator, Merlin, 

Transib, P, PiggyBac, PIF/Harbinger, CACTA; ordem Crypton: Crypton, ordem Helitron: 
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Helitron e ordem Maverick: Maverick) (Wicker et al., 2007). As superfamílias são 

discriminadas de acordo com as proteínas e estruturas de domínios não codificantes, presença 

e comprimento das repetições terminais diretas; já a classificação em família leva em 

consideração ~80% de identidade entre as sequências ou de seu domínio interno, ou da 

repetição terminal (Wicker et al., 2007). 

Os TEs são importantes promotores de variação genética e da expressão gênica porque 

podem carregar suas próprias sequências cis regulatórias capazes de explorar in trans o genoma 

do hospedeiro (Sundaram; Wysocka, 2020). Em nível transcricional, por exemplo, um TE pode 

inserir sequências promotoras em genes vizinhos, como também pode interromper os elementos 

reguladores existentes, ou introduzir um novo elemento cis regulatório, como um local de 

ligação de fator de transcrição (TBFSs - do Inglês Transcriptional Factor Binding Site) 

(Feschotte, 2008). Em nível pós-transcricional, um TE inserido na região 3' UTR de um gene 

pode adicionar um local de poliadenilação, um local de ligação para um microRNA (miRNA) 

ou para uma proteína de ligação ao RNA. Por fim, um TE inserido dentro de um íntron pode 

interferir no padrão de splicing de um pré-mRNA, culminando em novas formas de splicing 

alternativo (Feschotte, 2008). 

A maneira abrupta pela qual as inserções de TEs podem interromper sequências gênicas, 

alterando sua estabilidade, composição, e regulação, irá resultar na degradação da grande 

maioria dessas inserções, que serão prontamente reconhecidas pela maquinaria de reparo 

celular e eliminadas.  Assim, a maioria dos eventos de inserção são provavelmente deletérios 

para o genoma do hospedeiro e, como consequência, evoluíram os mecanismos de defesa contra 

a mobilidade dos TEs (revisado em Kavi et al., 2005; Slotkin; Martienssen, 2007). Em 

Drosophila, estes incluem silenciamento transcricional e pós-transcricional pelo sistema Piwi 

interacting RNA (piRNA), presente nas células germinativas (revisado em Iwasaki; Siomi, 

2015) e que garantem a transmissão de genomas intactos de uma geração para outra. Quando a 

eficiência dos efetores dessas vias não é mais mantida, os TEs tornam-se ativos, podendo levar 

a uma redução significativa da aptidão, e até a letalidade (Vagin et al., 2004; Malone et al., 

2009; Schnable et al., 2009). Caso não impactem a sobrevivência e divisão celular e, por 

conseguinte, a aptidão do organismo, algumas inserções serão mantidas, e, por acúmulo de 

mutações ao longo das gerações, poderão perder sequências regulatórias responsáveis pela sua 

movimentação e ficar inativas, desempenhando um efeito neutro para a célula. Em raros casos 
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em que inserções, de alguma maneira, são benéficas para o organismo, essas podem ser 

mantidas, por seleção positiva, e desempenhar um importante papel na adaptação. 

Uma das contribuições dos TEs com a diversidade genética, a evolução do genoma e a 

diferenciação populacional, é a formação de Polimorfismos de Inserção de Transposon 

(Transposon Insertion Polymorphisms - TIPs) (Sanseverino et al., 2015). Em estudos 

populacionais, pode-se averiguar e diferenciar as inserções TEs ditas fixas, em que a 

transposição ocorreu antes da divergência das populações, em comparação às polimórficas, 

adquiridas ou perdidas depois da divergência e com possível papel na adaptação da população 

aos novos ambientes (Rishishwar et al., 2015). 

A susceptibilidade dos TEs às mudanças do ambiente é demonstrada pela ativação e/ou 

repressão da sua atividade, geralmente influenciando a expressão de genes próximos à inserção 

(Horváth et al., 2017). Por conta disso, a relação entre a ativação de TEs pelo estresse e 

respostas a esses é bem documentada. O dinamismo associado a ativação dos TEs é 

principalmente relacionado com alterações epigenéticas, como marcas na cromatina e 

metilação. Como exemplo, verificou-se em populações de D. melanogaster, de fora da África, 

que a inserção do TE invader4 na região 5′ UTR do gene sarah e upstream ao gene Bin1, estava 

associada à diminuição do tempo de desenvolvimento e, ao aumento da sensibilidade ao 

estresse por frio (Ullastres et al., 2015; 2021). Também, que o aumento da expressão do gene 

CG188446, candidato à resposta a resistência ao frio em D. melanogaster, estava associado ao 

LTR roo atuando como promotor alternativo para esse gene (Merenciano et al., 2016).   

A colonização de novos ambientes também expõe as espécies a tipos diferentes de 

estresses. Esses podem ser ambientais ou resultantes de cruzamento com espécies nativas, 

podendo propiciar a invasão do genoma de uma das espécies envolvidas por TEs, com 

consequente aumento de taxas de transposição (Garcia-Guerreiro, 2012). A alta frequência de 

ocupação de alguns TE em populações colonizadoras, em relação às populações nativas, foi 

observada em estudo com espécies invasoras com D. buzzatii (Labrador et al., 1998; Garcia 

Guerreiro; Fontdevila, 2001; 2011) e D. subobscura (Garcia Guerreiro et al., 2008). Como 

também se registrou o aumento no número de cópias dos TEs Uhu e LOA em diversos 

subgrupos de espécies de Drosophila havaianas, associado à colonização de novas ilhas 

comparada com ilhas antigas (Wisotzkey et al., 1997). Em cenários de estresse, os TEs 

oferecem possibilidades de atuação da seleção natural em respostas ao agente estressante 
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(Wessler, 1996), fornecendo variabilidade de transcriptomas, otimizando a resposta ao desafio 

ambiental (Fablet; McDonald; Biemont; Vieira, 2006). 

Entre os mecanismos pelos quais os TEs podem contribuir com a evolução adaptativa, 

os eventos de domesticação e exaptação são de suma importância. Cunhado em 1982 por Gould 

e Vrba, exaptação, ou cooptação, caracteriza-se pela evolução de novas funções a partir de um 

caráter ancestral que contribuem com a aptidão do organismo, como a exaptação dos pulmões 

em peixes pulmonados a partir da bexiga natatória (Brosius, 2019; Phillips; Heath, 1992). Um 

TE dito exaptado, exercerá em seu novo gene hospedeiro uma função distinta da original, 

alterando a proteína final de seu hospedeiro (Schrader; Schmitz, 2019). Já a domesticação 

refere-se a inserções de TEs, que muito provavelmente perderam sua capacidade de 

mobilização, que afetam a expressão de genes adjacentes e são vantajosas (Capy, 2021). Na 

literatura esses termos são intercambiáveis, como um exemplo da oncoexaptação, cujo termo 

carrega a palavra exaptação mas se trata de um caso de domesticação, já que um elemento viral 

endógeno (ERV) é cooptado como promotor alternativo e age aumentando o nível 

transcricional do oncogene humano CSF1R no Linfoma de Hodgkin (Lamprecht et al., 2010). 

Exemplos de domesticação de TEs incluem casos como o do retrotransposon Hopscotch 

no milho, que pode ter sido domesticado por atuar intensificando a expressão do gene teosinte 

branched1, acarretando no aumento da dominância apical quando comparado à forma selvagem 

sem a inserção (Studer et al., 2011). Já um retrotransposon Copia-like, em laranjas Citrus 

sinensis, atua como um intensificador do loco rubi, responsável pela modulação da cor da fruta 

em resposta ao frio (Butelli et al., 2012). O famoso caso do melanismo industrial das mariposas 

inglesas, também configura um caso de domesticação, onde a inserção de um transposon de 

DNA, denominado carbonaria, no gene córtex, induz o aumento da expressão gênica 

influenciando a melanização da mariposa Biston betularia adulta (Van't Hoff et al., 2016).  

A domesticação da sequência completa do TE, ou parte dela, e a subsequente fusão 

dessa sequência a um gene funcional pré-existente, gera transcritos quiméricos (Nicolau et al., 

2021). Eles podem ser de três tipos: Transcritos iniciados por TEs (TE-initiated transcript), 

Transcritos com TEs exonizados (TE-exonized transcript) e Transcritos terminados por TEs 

(TE-terminated transcript). Como os próprios termos indicam, os transcritos gênicos iniciados 

por TEs possuem o seu sítio de início da transcrição em um TE, ao invés de seu local de 

iniciação comum (McGinnis et al., 1983) e os terminados por TEs são distinguidos por 

terminarem na sequência de um TE (Farré et al., 2016). Ambos podem provocar mudanças na 



26 

 

expressão gênica. Os transcritos exonizados, por outro lado, são aqueles em que a sequência do 

TE é reconhecida como um éxon pela maquinaria de splicing, com prováveis consequências na 

proteína funcional final. Os transcritos iniciados por TEs são os melhor documentados, devido 

aos diversos softwares e técnicas disponíveis que são sensíveis a sua expressão. A análise de 

expressão utilizando a técnica CAGE (Cap analysis gene expression), identificaram esses 

transcritos variando de 3-14% em humanos e camundongos (Faulkner et al., 2009). A 

oncoexaptação é um exemplo do impacto da formação de um transcrito TE-quimérico no 

hospedeiro. Assim como a cooptação de um transposon pogo no gene CG11699 em populações 

de D. melanogaster, que afeta o sinal de poliadenilação desse gene, aumentando sua expressão 

e conferindo resistência ao estresse xenobiótico (Mateo et al., 2014).  

A capacidade de mobilização dos elementos de transposição (TE), suas implicações na 

geração de variabilidade genética, remodelação e plasticidade de genomas, atreladas a respostas 

adaptativas é de suma importância no contexto de exposição dos organismos ao estresse. O 

aumento e a repressão da atividade de TEs são possíveis respostas a eventos estressantes. Se, 

durante o processo de transposição, os TEs se integrarem às sequências gênicas codificadoras 

de proteínas, e gerarem transcritos quiméricos, a depender do sítio de inserção do elemento, 

eles podem alterar a expressão gênica e/ou o produto final, que é a proteína. Alterações como 

essas, comumente, apresentam grandes chances de serem desfavoráveis ou neutras; mas, menos 

frequentemente, podem vir a ser favoráveis ao valor adaptativo do organismo, sendo, portanto, 

mantidas e domesticadas. As espécies cosmopolitas D. melanogaster e D. simulans, 

filogeneticamente próximas, adaptadas a diferentes zonas climáticas e que exibem diferenças 

bem documentadas no conteúdo de TEs (Biemont et al., 1999; Vieira et al., 2002; Cappy; 

Gibert, 2004; Vieira; Biemont, 2004), as tornam de especial valia para compreender e avaliar a 

associação dos TEs a adaptação.  

Considerando os fatores acima citados, as hipóteses testadas neste trabalho foram de 

que linhagens de D. melanogaster e D. simulans, submetidas a tratamentos estressantes (frio e 

restrição nutricional) ou adaptadas a regimes climáticos diferentes em suas populações de 

origem (no Velho e no Novo Mundo), produzem transcritos quiméricos gene-TEs 

potencialmente adaptativos a essas condições. 
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2 OBJETIVOS  

O objetivo geral deste trabalho foi identificar genes com transcritos quiméricos 

derivados da cooptação de TEs, sugestivos de domesticações potencialmente adaptativas, em 

resposta ao estresse e à colonização de novos habitats e zonas climáticas. 

Objetivos Específicos 

Utilizando quatro linhagens de D. melanogaster e quatro de D. simulans, duas 

procedentes de regiões geográficas com clima temperado (França) e duas de clima tropical 

(Brasil), pretendeu-se alcançar os seguintes objetivos:  

1.  Anotar os TEs nos genomas de quatro linhagens das duas espécies; 

2. Identificar transcritos quiméricos genes-TEs derivados de inserção de TEs nas 

regiões 5’UTR, éxon e 3’UTR; up e downstream ao gene; 

3.  Comparar a ocorrência das famílias de TEs nos genomas das linhagens com aquelas 

que constituem as quimeras; 

4.  Identificar possíveis casos de inserções de TEs adaptativas, associadas aos dois 

tipos de estresses, Cold-Shock e Starvation. 

5. Identificar possíveis casos de inserções de TEs adaptativas, associadas à 

colonização de novos habitats e zonas climáticas em cada população. 

3 METODOLOGIA 

Foram analisados neste estudo os genomas e transcriptomas de quatro linhagens de D. 

melanogaster e quatro linhagens de D. simulans, previamente sequenciados e montados 

(Mohamed et al., 2020). Oito amostras de populações naturais foram coletadas em junho de 

2014, utilizando iscas de frutas no Brasil (São José do Rio Preto 20º 41’04.3” S 49º 21’26.1” 

W – linhagens “sj”) e França (Gotheron, 44º 56’0” N 04º 53’30” E – linhagens “goth”), duas 

linhagens de D. melanogaster e duas de D. simulans brasileiras e outras duas linhagens 

europeias de cada espécie. Os genomas e transcriptomas foram obtidos no Laboratoire de 

Biométrie et Biologie Evolutive (LBBE) da Université Claude Bernard Lyon 1, sob a 

coordenação da Dra. Cristina Vieira (Mohamed et al., 2020). Trinta linhagens isofêmeas foram 

estabelecidas diretamente de fêmeas grávidas coletadas em campo. Descendentes F1 de cada 

linhagem foram endo cruzadas por 30 gerações, a fim de reduzir a heterozigosidade. As moscas 



28 

 

foram mantidas em meio de cultura LM (ágar, farinha de trigo, levedura e solução de Nipagin), 

em câmara de temperatura constante a 25°C e fotoperíodo de 12h e expostas a condições 

estressantes (Menezes et al., 2018). As análises deste trabalho foram realizadas com os dados 

do sequenciamento genômico dessas linhagens e dos transcriptomas por RNA-seq das 

linhagens submetidas a seleção artificial (Menezes et al., 2018). 

3.1 Exposição a estresses e seleção de genótipos adaptativos de D. melanogaster e D. 

simulans 

De cada linhagem endogâmica obtida das amostras de populações naturais de D. 

melanogaster e de D. simulans, após 30 gerações, foram escolhidas aleatoriamente três 

linhagens para realizar os experimentos. As fêmeas das linhagens de cada região foram 

submetidas a dois tipos de estresse: tempo de recuperação do coma frio (Chill Coma Recovery 

Time referido em toda a análise como Cold-Shock = CS) e de resistência à restrição nutricional 

(Starvation = ST). Os experimentos e análises descritas nesta seção foram realizados por 

Menezes e colaboradores (2018) (Figura 1).  

Para o tratamento CS, foram utilizadas apenas moscas de 2 a 5 dias, as quais foram 

expostas a 5° C em câmara contendo gelo derretido, durante 16 horas, até entraram em coma 

por frio. O tempo de recuperação do movimento após a exposição ao frio foi medido à 

temperatura ambiente (24 ºC) até que as moscas pudessem ficar de pé. As primeiras 10 fêmeas 

foram utilizadas como reprodutoras da próxima geração, juntamente com 10 outros pares 

aleatórios empregados como controle. A fim de minimizar efeitos de variações micro 

ambientais, foram estabelecidas para cada linhagem seus próprios controles mantidos nas 

mesmas condições (temperatura, densidade e meio de cultura). Foram excluídos da análise, 

indivíduos que demoraram mais de 120 min para se recuperarem do coma frio (Menezes et al., 

2018).  

Para o tratamento ST, as moscas foram colocadas em frascos de inanição, com meio 

de 1,5% de ágar, sem valor nutricional, apenas para disponibilizar umidade ingerível. Cinco 

tubos foram estabelecidos, contendo 10 fêmeas, de 2 a 5 dias de idades, e mantidas a 25ºC e 

70% de umidade relativa. A seleção foi aplicada por 10 gerações com uma amostra de 50 

fêmeas; o número de moscas mortas foi registrado três vezes ao dia. Das cinco réplicas, ~50% 

das fêmeas sobreviventes foram utilizadas para as gerações seguintes, os machos foram 

escolhidos aleatoriamente. Após o tratamento, as moscas foram alimentadas em frascos 

contendo alimentos frescos e sua sobrevivência foi medida depois de 24 h. Os controles 
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constaram do mesmo número de moscas selecionadas por linhagem a cada geração, certificando 

que densidade não fosse uma variável considerável (Menezes et al., 2018).  

Figura 1. Fluxograma dos experimentos de seleção artificial realizados por Menezes (2018), aplicando os estresses 

1) Cold-Shock e 2) Starvation, para a obtenção das linhagens e dados de RNA-seq utilizados no trabalho. 

 

Ao fim dos tratamentos, foram selecionados quatro genótipos de cada espécie, 

oriundos de populações diferentes: para D. melanogaster Dmgoth101 e Dmgoth63, 

provenientes de Gotheron, e Dmsj23 e Dmsj7, de São José do Rio Preto; para D. simulans 

Dsgoth31 e Dsgoth61, provenientes de Gotheron, e Dssj27 e Dssj9, de São José do Rio Preto.  

Extração e Anotação Genômica e Transcriptômica 

As extrações, sequenciamentos e análises descritas nesta seção foram realizados por 

Mohamed e colaboradores (2020). O DNA foi extraído das fêmeas de 3 a 5 dias das oito 

linhagens selecionadas, utilizando o kit Qiagen DNeasy Blood&Tissue (# 69506), de acordo 

com as instruções do fabricante. A fragmentação do DNA (1,5 g) foi realizada para um tamanho 

de inserção alvo de 300 pares de base (pb), que foi posteriormente sequenciado utilizando-se 

Illumina HiSeq paired-end com leituras de 125 pb, na instalação GeT-PlaGe, Génopole 

Toulouse (França). Já as leituras longas (long-reads) foram obtidas pelo sequenciamento da 

Oxford Nanopore Technology (ONT). Para isso, o DNA foi extraído de aproximadamente 100 
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machos selvagens com o cada kit Qiagen DNeasy Blood&Tissue, e reparado (3 mcg) usando o 

NEBNext FFPE DNA Repair Mix (NEB M6630). O sequenciamento MinION foi realizado, 

também na instalação GeT-PlaGe, Génopole Toulouse (França), e de acordo com as diretrizes 

do fabricante usando células de fluxo R9.4.1 (FLO-MIN106, ONT) e um sequenciador 

Nanopore MinIon Mk1b (ONT) controlado pelo software ONT MinKNOW (versão 18.3.1 para 

G0, versão 19.05.0.0 para linhagens isogênicas do tipo selvagem e versão 19.10.1 para as 

amostras G73 e G0-F100). 

O RNA foi extraído de 30 carcaças e 30 pares de ovários de fêmeas com 3-5 dias de 

idade, de cada linhagem, usando o kit Qiagen RNeasy Plus. Duas réplicas biológicas foram 

feitas para cada tratamento (controle, CS e ST). As bibliotecas foram construídas com o kit 

Illumina TruSeq RNA Sample Prep Kit e o sequenciamento via RNA-seq foi feito com o 

sequenciador Illumina High HiSeq 3000 com método paired-end com leituras de 150 pares de 

base. As leituras de baixa qualidade foram removidas com o software Trimmomatic (Modolo; 

Lerat, 2015, Mohamed et al. 2020).  

Ao fim dessa etapa, obteve-se a anotação genômica e três arquivos do sequenciamento 

de RNA-seq, antes (Controle) e depois da exposição aos estresses (Cold-Shock e Starvation), 

para cada linhagem (D. melanogaster: Dmgoth101, Dmgoth63, Dmsj23, Dmsj7; D. simulans: 

Dsgoth31, Dsgoth61, Dssj27, Dssj9), analisados no presente trabalho. Foram sequenciados e 

analisados somente transcriptomas de ovários tendo em vista que os tecidos reprodutores 

femininos estão mais intimamente relacionados com a transmissão transgeracional e com a 

regulação genômica de TEs. 

3.2 Anotação Gênica e de TEs 

A anotação gênica dos oito genomas foi realizada com o software Liftoff v1.6.3 

(Shumate; Salzberg, 2021), com os parâmetros -s 0,5 -s 0,75 -exclude_partial e os genomas de 

referência de D. melanogaster r6.49 e D. simulans r2.02 disponíveis no FlyBase em 

(http://ftp.flybase.net/genomes/dmel/dmel_r6.49_FB2022_06/fasta/dmel-all-chromosome-

r6.49.fasta.gz; http://ftp.flybase.net/genomes/Drosophila_simulans/ dsim_r2.02_FB2020_03/ 

fasta/dsim-all-chromosome-r2.02.fasta.gz).   

A fim de identificar os TEs nos genomas, foi utilizado um script unindo os softwares 

RepeatMasker (Smit; Arian FA, 2004) e One Code to Find Them All (Bailly-Bechet; Haudry; 

Lerat, 2014) disponível no ambiente do pipeline ChimeraTE (Oliveira et al., 2023). O 
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RepeatMasker é conhecido por sua capacidade de identificar, classificar e mascarar elementos 

repetitivos, repetições intercaladas e sequências de baixa complexidade. A anotação dos TEs 

genômicos foi realizada com este software com os parâmetros: -nolow; -norna; -s; e -lib, 

alinhando cada genoma contra uma biblioteca de sequência TE consenso para D. melanogaster, 

disponível em bergmanlab v.10.2 (https://github.com/bergmanlab/drosophila-

transposons/blob/master/current/ D_mel_transposon_sequence_set.fa); a mesma biblioteca 

consenso foi utilizada para a anotação dos TEs em D. simulans. Em seguida, o software One 

Code to Find Them All foi empregado para garantir a qualidade das sequências anotadas e 

evitar a fragmentação de TEs, juntando sequências LTR (Repetição Terminal Longa, do Inglês 

Long Terminal Repeat) com seus respectivos TEs, e unindo fragmentos de TEs da mesma 

família, que se sobrepõem no genoma, para reduzir pseudo-duplicações e identificar inserções 

de TEs íntegras. Seguindo a regra 80-80-80 (Wicker et al., 2007), inserções de TE com 

comprimento < 80pb foram descartadas devido à falta de robustez para defini-las como TEs. 

Para identificar a presença de SSRs (Repetições de Sequência Simples, do Inglês Simple 

Sequence Repeats) na composição das inserções TE previamente identificadas, empregou-se o 

software TRF v.4.09 (Benson, 1999), com parâmetros 2, 5, 6, 75, 20, 50, 500, -m, -h. Inserções 

com mais de 50% de sua sequência compostas por SSRs foram também removidas. A avaliação 

da composição das sequências de TEs anotadas foi um passo importante, tendo em vista que 

foi identificada a presença de SSRs em muitos TEs, como os elementos representantes das 

famílias roo, 412, tirant (Flutre et al., 2011), as quais, devido ao comprimento podem ser 

indistinguíveis das inserções TE identificadas pelo RepeatMasker.  A abundância genômica de 

TEs foi quantificada mediante o número de nucleotídeos e/ou o número de cópias. 

3.3 Identificação de transcritos quiméricos 

A identificação de transcritos quiméricos derivados de genes e TEs foi realizada neste 

trabalho com o pipeline ChimeraTE (Oliveira et al., 2023), com o método genome-guided 

(Mode1) que identifica fragmentos de mRNA quiméricos (derivados de éxons e TEs), com base 

nas sequências paired-end de RNA-seq, o genoma e suas respectivas anotações gênicas e de 

TEs. Brevemente, o pipeline ChimeraTE Mode1 realiza o alinhamento de leituras paired-end 

contra a sequência genômica com o software STAR v.2.7.6a (Dobin et al., 2013). O alinhamento 

é então submetido para análise com o software bedtools (Quilna; Hall 2010), função intersect, 

para identificação de quais leituras alinharam contra a sequência de um TE, e se as mesmas 

também alinharam contra as sequências dos éxons dos genes, formando então os pares de 
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leituras quiméricas. A formação destes pares no alinhamento fornece evidências suficientes 

para inferir que antes do sequenciamento haviam moléculas de RNA mensageiro na biblioteca 

em que parte era formada por um TE, e parte por um gene.  

Dependendo da região gênica em que o TE está localizado, o transcrito quimérico é 

classificado (Oliveira et al., 2023) como: (1) TE-initiated transcript (Transcritos iniciado por 

TE), transcritos em que o TE está localizado na região promotora do gene; (2) TE-terminated 

transcript (Transcritos terminados por TE), transcritos em que o TE está localizado downstream 

ao gene; (3) TE-exonized transcripts (Transcritos com TE exonizados), transcritos em que o TE 

está localizado dentro da região gênica. Com base na posição do TE em relação ao éxon, esses 

transcritos ainda podem ser subdivididos em Embedded (embutido), quando o TE está inserido 

totalmente dentro de um éxon, Intronic (intrônico), quando o TE está localizado inteiramente 

dentro de um íntron, e Overlapped (sobreposto), quando o TE é encontrado parcialmente 

inserido em um éxon e parcialmente inserido em um íntron (Figura 2).  

Uma vez que o ChimeraTE fornece as coordenadas dos scaffolds em que os TEs e os 

genes que formam quimeras estão localizados, assim como a família de TE assinalada ao 

transcrito, cada quimera foi manualmente avaliada pelo software IGV (Thorvaldsdottir; 

Robinson; Mesirov, 2013) para a identificação de possíveis falsos positivos, onde não há de 

fato a produção de leituras quiméricas. Além disso, só foram consideradas as quimeras 

identificadas nas duas réplicas de RNA-seq, com cobertura média de pelo menos duas leituras 

quiméricas de suporte. 
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Figura 2. Fluxograma de funcionamento do pipeline ChimeraTE, Mode1, disponível em Oliveira et al. (2023). 

 

3.4 Identificação de Polimorfismos 

Com o intuito de encontrar transcritos quiméricos polimórficos entre as linhagens e 

entre populações, e verificar se as inserções associadas às respectivas quimeras estavam 

presentes no genoma de todos genótipos, foi desenvolvido um script bash ad-hoc, aliado à 

função intersect do bedtools (Quinlan; Hall, 2010). Foram criadas três listas para cada genoma 

para identificar genes com TEs localizados upstream (2kb), downstream (2kb) e na região 

gênica. Essas listas foram cruzadas a fim de encontrar inserções presentes em um genoma (lista) 

e ausente em outro genoma (lista). 

 

 



34 

 

3.5 Análise de Expressão Diferencial   

 Os dados de expressão diferencial dos genes entre as linhagens de D. melanogaster e 

D. simulans foram obtidos por (Merenciano et al., dados não publicados). Brevemente, os dados 

de RNA-seq foram alinhados nos respectivos genomas das linhagens com o software STAR 

(Dobin et al., 2013), e a quantificação da expressão gênica foi realizada com o software htseq 

(Anders et al., 2015), parâmetro -t exon, o qual realiza a soma das leituras alinhadas em todos 

os éxons de cada gene, e atribui o valor resultante à expressão do mesmo. Posteriormente, os 

genes foram analisados com o pacote DEseq2 (Love 2014), no qual a normalização se deu entre 

os genótipos e as subsequentes comparações pareadas entre as condições de controle e tratados 

de cada linhagem, assim como entre as populações em cada tratamento. Foram considerados 

genes diferencialmente expressos aqueles com valor P ajustado (FDR) < 0,05, e com valores 

de Log2 Fold Change > 1 e < -1. 

3.6 Estatísticas Adicionais e Ilustrações 

As análises de distribuição normal Shapiro-Wilk (1965) dos dados, as médias e erros 

padrão calculados, as análises de variância ANOVA OneWay foram realizadas utilizando os 

pacotes estatísticos disponíveis no BioEstat 5.3 (Ayres et al, 2003). As análises de correlação 

de Pearson e os gráficos construídos no presente trabalho foram produzidos por meio de pacotes 

disponibilizados no R Studio. 
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CAPÍTULO 1 

Caracterização de Transcritos Quiméricos 
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4 RESULTADOS 

4.1 A exposição ao estresse não parece resultar em maior produção de transcritos 

quiméricos 

Para determinar se a produção de transcritos quiméricos é influenciada pelos 

tratamentos, ou seja, se a resposta ao estresse é otimizada pelo aumento ou diminuição da 

cotranscrição de TEs com genes, foi calculada a média de transcritos quiméricos produzidos 

entre as condições. Nos transcriptomas das linhagens de D. melanogaster provenientes de 

Gotheron e São José do Rio Preto, a média de transcritos quiméricos identificados foi de 291 

no Controle, 290 em Cold-Shock e 331 em Starvation, com diferenças não significativas 

(ANOVA, p = 0.3138, F = 1.3232) (Tabela Suplementar 1). As médias dos transcritos das 

linhagens de D. simulans foi praticamente as mesmas (ANOVA, p = 0.8435, F = 0.1737), 237 

transcritos no Controle, 239 em Cold-Shock e 231 em Starvation (Tabela Suplementar 2) 

indicando que nas duas espécies, os dois tratamentos não afetaram significativamente a 

produção de transcritos quiméricos. 

4.2 TEs inseridos dentro de genes correspondem a cerca de 92% dos transcritos 

quiméricos em D. melanogaster e 80% em D. simulans 

A contagem do número de transcritos quiméricos por região gênica (upstream, 

downstream ou dentro do gene) permitiu analisar se o local de inserção do TE afeta a produção 

de transcritos quiméricos. Em D. melanogaster, observou-se que a maioria desses transcritos 

apresentam TEs inseridos dentro dos genes (TE-exonized) (Figura 3a), constituindo cerca de 

92% do total de transcritos quiméricos produzidos. Ainda, nesta categoria, 69,7% foram do tipo 

embedded, 19,7% intronic e 10,7% overlapped. Transcritos da classe TE-initiated constituíram 

2% do total, e TE-terminated 6%.  
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Figura 3. Número de transcritos quiméricos produzidos em cada linhagem de a) D. melanogaster e b) D. simulans, 

nas condições experimentais Controle, Cold-Shock e Starvation, classificados de acordo com a posição do TE no 

transcrito. 

. 

A análise de tipos de transcritos mais frequentes nas linhagens de D. simulans 

evidenciou algumas outras diferenças entre as espécies-irmãs: há mais transcritos do tipo TE-

initiated e TE-terminated sendo produzidos (Figura 3b) do que D. melanogaster, subindo para 

7% e 12%, respectivamente. Os transcritos do tipo TE-exonized continuam sendo os mais 

frequentes (81%), e dentre eles, 65,7% são embedded, 22,4% intronic e 11,9% overlapped.  

Devido à natureza deletéria de inserções de TEs dentro de genes, que tendem a ser 

mais disruptivas, foi necessário identificar a exata localização das inserções que produzem o 

tipo mais frequente de transcrito quimérico TE-exonized (regiões não codificadoras de 

proteínas 5’UTR, 3’UTR e regiões codificantes CDSs). Dentre as inserções que produziram 

transcritos quiméricos do tipo TE-exonized embedded, totalmente dentro dos genes, em D. 

melanogaster cerca de 43% das inserções se encontram inseridas em CDSs e 45% estão 

inseridas em 3’UTRs. Curiosamente, em D. simulans, 79% estão em CDSs e 10 e 11% em 

3’UTR e 5’UTR, respectivamente. Aparentemente, apesar de inserções que interrompem 

quadros de leituras serem eliminadas com mais frequência, a grande maioria das inserções de 

TEs que produzem transcritos quiméricos exonizados e inseridos inteiramente dentro de genes, 

são mantidas e estão inseridas em porções codificantes dos genes. Contudo, essas inserções 

potencialmente disruptivas, inseridas inteiramente dentro de porções de sequência 

codificadoras de proteínas (CDSs), ocorrem em apenas ~0,45% e ~0,6% do total de genes de 

D. melanogaster e D. simulans, respectivamente. Portanto, apesar da alta proporção de 

inserções quiméricas de TEs em regiões gênicas codificantes, essas são encontradas em menos 

de 1% do total de genes. Assim, a grande maioria de inserções de TEs que produzem transcritos 

quiméricos, se encontram em regiões não codificantes.  
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A fim de saber se a produção de transcritos quiméricos difere entre populações, os 

quais podem caracterizar à colonização de novos habitats e zonas climáticas em cada 

população, foram conferidos o número de transcritos comuns e exclusivos entre as linhagens 

das duas espécies. Do total de transcritos produzidos entre as condições e linhagens, cerca de 

866 transcritos quiméricos são comuns nas linhagens de D. melanogaster, 14 comuns e 

exclusivos entre as linhagens brasileiras e 10 entre as linhagens francesas (Figura 4-a); Tabela 

Suplementar 3). As quatro linhagens de D. simulans compartilham um total de 854 transcritos 

quiméricos, 17 comuns e exclusivos das linhagens de Gotheron e 11 das linhagens de São José 

do Rio Preto (Figura 4-b); Tabela Suplementar 4). Enquanto que entre as linhagens de D. 

melanogaster a população de São José do Rio Preto apresentou mais transcritos quiméricos 

exclusivos, as linhagens de Gotheron de D. simulans exibiram uma maior produção de 

transcritos quiméricos polimórficos.  

Figura 4. Diagrama Upset referente ao número de transcritos quiméricos compartilhados e exclusivos das 

linhagens de A) D. melanogaster e B) D. simulans.  

 

4.3 ~1,5% dos genes de D. melanogaster produzem transcritos quiméricos   

A identificação dos genes quiméricos permitiu quantificar a extensão da participação 

dos genes na produção de quimeras. Em D. melanogaster, existe uma média de 257 genes 

quiméricos por linhagem (Tabela 1), compondo cerca de 1,5 % do total de genes (Figura 5). 

Considerando as quatro linhagens de D. melanogaster, e excluindo-se as redundâncias, quando 

o mesmo gene produz transcritos em mais de uma condição e/ou linhagem, há um total de 401 

genes da espécie formando transcritos quiméricos (Tabela Suplementar 5). Desses, 114 genes 

(28%) produziram dois ou mais transcritos quiméricos, a maioria constituintes de transcritos 

tipo TE-exonized (~90%). Ademais, alguns genes produziram mais de um transcrito com 
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múltiplas cópias de TE, dos quais 24% foram Embebbed, 31% Intronic e 34% Overlapped. 

Apenas três genes CR6900 em Dmgoth101, Dmsj23 e Dmsj7, CG31809 em Dmsj23, e 

CG40470 em Dmsj7, produziram transcritos TE-initiated formados por mais que uma única 

cópia de TE. Entre os transcritos TE-terminated, somente os genes NADH desidrogenase 

(CG40002) em Dmgoth63, Max em Dmsj23, six-banded em Dmsj7, CG14464 em Dmsj7 

produzem mais de um transcrito. Dentre estes, CG14464 é o único que não apresenta inserções 

de TE da mesma família, próximas umas às outras, que podem configurar apenas uma única 

cópia e foram identificados, ao longo da etapa de anotação de elementos de transposição, como 

mais de um hit (Smit, 2004; Bailly-Bechet; Haudry; Lerat, 2014). 



40 

 

Tabela 1. Distribuição de genes quiméricos, total de transcritos quiméricos e os exclusivos entre as linhagens de D. melanogaster e D. simulans, dos quais puderam ser 

identificadas inserções exclusivas potencialmente adaptativas. 

Linhagens Genes 

quiméricos 

Transcritos 

quiméricos 

Transcritos 

quiméricos 

exclusivos 

Localização das inserções 

quiméricas 

 Inserção genômica exclusiva 

        Up Gene Down   

D. melanogaster 401              

Gotheron 101 233 368 29 2 26 1 4 (2 roo, 2 BS) 

Gotheron 63 256 405 30 5 22 3 6 (4 roo, 2 412) 

Gotheron *     10 1 8 1 16 (6 roo, 4 pogo, 1 FB, 1 17.6, 1 Bari1, 1 Burdock, 1 

micropia, 1 Transpac) 

SJRP 23 283 427 64 9 43 12 22 (8 roo, 4 P-element, 3 412, 1 micropia, 1 Stalker2, 1 

jockey, 1 Doc3-element, 1 Juan, 1 3S18, 1 Rt1a) 

SJRP 07 257 384 40 2 30 8 10 (2 roo, 2 POGON1, 1 pogo, 1 BS, 1 P-element, 1 Ivk, 1 

mdg3, 1 G4) 

SJRP *     14   14   10 (5 roo, 1 P-element, 1 Transpac, 1 1360, 1 Tabor, 1 

Juan) 

                

D. simulans 361              

Gotheron 31 233 298 51 5 40 6 22 (7 roo, 6 P-element, 2 Max-element, 2 transib2, 2 Juan, 1 

flea, 1 hobo, 1 HB) 

Gotheron 61 236 304 50 12 33 5 17 (6 roo, 4 P-element, 4 blood, 1 BS, 1 Tc1, 1 transib2) 

Gotheron *     17 3 14   4 (3 roo, 1 TART-C) 

SJRP 27 216 273 40 8 30 2 16 (7 roo, 2 transib2, 2 Doc, 1 micropia, 1 Tc1, 1 P-element, 1 

INE-1, 1 G2, 1 hobo) 

SJRP 09 235 267 18 1 16 1 6 (3 roo, 1 TART-A, 1 TART-B, 1 1731) 

SJRP *    11 3 7 1 6 (3 roo, 1 Bar1, 1 TART-B, 1 TART-C) 

Up: upstream ao gene, Gene, Down: downstream ao gene. * compartilhamento entre as linhagens das referidas populações (D. melanogaster Gotheron 66+101, SJRP 23 +07; D. simulans 

Gotheron 31+61, SJRP 27+09).
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Do total de genes anotados nas linhagens de D. simulans, uma média de 230 genes por 

linhagem produziram transcritos quiméricos, isso corresponde em média a 1,5% do conteúdo 

gênico (Figura 5). Excluindo-se as redundâncias, 361 genes produziram todos os transcritos 

quiméricos identificados nas quatro linhagens (Tabela Suplementar 6), 40 genes a menos que o 

contabilizado em D. melanogaster. Dentre os genes quiméricos, 80 (22%) produziram dois ou 

mais transcritos quiméricos, especialmente da classe TE-exonized (~84%). Distribuindo-os 

entre as subclasses de transcritos TE-exonized, 23% dos transcritos do tipo Embedded são 

constituídos por mais de uma cópia de TE, cerca de 34% dos Intronic e 32% do tipo Overlapped. 

Como em D. melanogaster, tanto em transcritos TE-initiated, quanto em TE-terminated, foram 

encontrados alguns genes que produzem mais de um transcrito, formados por inserções de TE 

da mesma família, os quais podem configurar cópias únicas identificadas como mais de um hit 

durante a anotação genômica de TEs (Smit, 2004; Bailly-Bechet; Haudry; Lerat, 2014). Dentre 

os transcritos TE-initiated destacam-se GD15406 (ortólogo de Cyp6g1 em D. melanogaster) 

em Dsgoth61; já entre os TE-terminated GD12257 (ortólogo de CG8765), GD16079 (ortólogo 

de Zpr1) e GD24119 (ortólogo de CG5674) formam mais de um transcrito.  

Figura 5. Proporção de genes que produzem transcritos quiméricos nas quatro linhagens de D. melanogaster e D. 

simulans. 

 

4.4 Elementos de Classe I são os mais frequentes em transcritos quiméricos  

Para identificar se há prevalência de alguma família e superfamília na formação de 

transcritos quiméricos foi utilizada a lista de TEs consenso para D. melanogaster de Bergman 

(https://github.com/bergmanlab/drosophila-transposons/blob/master/current/ 

D_mel_transposon_sequence_set.fa), classificados em superordem, superfamílias e famílias de 
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TEs. O número médio de cópias de TEs anotados nos genomas das quatro linhagens de D. 

melanogaster foi de 21.870 e entre as linhagens de D. simulans foi de 20.770.  A ocorrência 

dos transcritos distribuídos entre as classificações de TEs e tipos de transcritos estão detalhados 

nas Tabela Suplementares 7 e 8. 

Todas as 17 superfamílias de TEs consenso foram encontradas no genoma de 

referência (r6.49) e nos genomas das linhagens analisadas de D. melanogaster; 12 delas 

presentes nos transcritos quiméricos (Figura 6). Os elementos de Classe I, que corresponderam 

a 68% do conteúdo genômico de TEs entre as linhagens, produziram o maior número de 

transcritos quiméricos (52,5%); dentre eles, os retrotransposons com LTR produziram 48,3% 

de toda a diversidade de famílias constituintes de transcritos quiméricos e 39% dos transcritos 

(43 famílias das superfamílias Gypsy, Copia e Bel-Pao). A superfamília Bel-Pao foi a segunda 

mais frequente em transcritos quiméricos (~30%). Apesar dos elementos Gypsy comporem 34% 

dos TEs genômicos, sua participação em transcritos quiméricos foi de apenas 9%. Ainda, na 

Classe I, os elementos LINE, produziram 29,2% das famílias quiméricas (26 famílias de 

superfamílias CR1, I, Jockey e R1). Elementos de Classe II, que compõe 32% do conteúdo 

genômico de TEs em D. melanogaster, constituíram 47,5% dos TEs que produziram transcritos 

quiméricos (20 famílias entre as superfamílias hAT, Helitron, P, Tc1-Mariner e Transib), sendo 

a superfamília Helitron, a mais frequente (~32%). 
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Figura 6. Frequência (%) de superfamílias de TEs, em número de cópias, identificadas no genoma de referência D. melanogaster (r6.49), nos genomas e na produção de transcritos 

quiméricos das quatro linhagens, distribuídos entre as condições Controle, Cold-Shock e Starvation. 
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Às 17 superfamílias de TEs consenso também foram encontradas no genoma 

referência de D. simulans (r2.02) e nos genomas das linhagens analisadas, mas somente 

representantes de 13 superfamílias produziram transcritos quiméricos (Figura 7). A 

contribuição genômica de elementos de Classe I continuou sendo a maior entre as linhagens de 

D. simulans, constituindo ~83% do número total de cópias. Os retrotransposons contribuíram 

com 67% na produção de transcritos quiméricos, sendo 54% do total formados pelos 

retrotransposons LTRs (24 famílias das superfamílias Gypsy, Copia e Bel-Pao). A superfamília 

Bel-Pao compõe ~50% das quimeras, quase 20% a mais que o observado em D. melanogaster. 

Novamente, quase 30% do conteúdo genômico de TEs em D. simulans é atribuído à família 

Gypsy, que formou entre 5-9% dos transcritos quiméricos. Os elementos LINE (21 famílias 

dentro das superfamílias CR1, I, Jockey, Loa e R1) produziram 13% de transcritos quiméricos. 

Os elementos de Classe II fazem parte de 17% do genoma, e ocorreram em 33% dos transcritos 

(13 famílias distribuídas entre as superfamílias hAT, Helitron, P, Tc1-Mariner e Transib). 

Dentre eles, Helitron constitui 22% das quimeras registradas, uma participação com cerca de 

10% menor do que o relatado em D. melanogaster. Contrapondo-se a sua irmã D. melanogaster, 

D. simulans apresenta família representante de retrotransposons Loa na formação de seus 

transcritos. 
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Figura 7. Frequência (%) de superfamílias, em número de cópias, identificadas no genoma de referência D. simulans (r2.02), nos genomas e transcriptomas das quatro 

linhagens, distribuídos entre as condições Controle, Cold-Shock e Starvation. 
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4.5 Elementos da família INE-1 em D. melanogaster e roo em D. simulans são os 

maiores produtores de transcritos quiméricos 

Das 128 famílias de TEs descritas em D. melanogaster, um total de 124 famílias foram 

anotadas nas quatro linhagens; desse total, 89 produziram transcritos quiméricos. As 10 famílias 

mais frequentes no genoma e no repertório de transcritos quiméricos das linhagens de D. 

melanogaster estão representadas na Figura 8. Os elementos das famílias INE-1 (superfamília 

Helitron) são os mais abundantes no genoma e foram os mais frequentes em quimeras. Também 

as famílias Cr1a e 1360 aparecem com uma proporção significativa dentro do genoma e na 

produção de quimeras. A família roo (superfamília Bel-Pao) compõe apenas cerca de 3% do 

genoma, mas apresenta uma contribuição quase dez vezes maior na produção de transcritos 

quiméricos. As outras seis famílias mais frequentes na produção de transcritos entre as três 

condições se alternam entre 10, são elas: HB, G5, BS, Gypsy2, hobo, pogo, F-element, TART-

B, Tc1-2 e S2. Analisando essas 10 famílias, pode-se visualizar com mais clareza a contribuição 

das outras duas superfamílias mais frequentes comentadas, já que entre as 10, quatro são Jockey 

e cinco pertencem a Tc1-Mariner. 



47 

 

Figura 8. Frequência (%) de famílias, em número de cópias, identificadas no genoma de referência D. melanogaster (r6.49), nos genomas e transcriptomas das quatro linhagens, 

distribuídos entre as condições Controle, Cold-Shock e Starvation. 
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Foram anotadas 125 famílias de TEs no genoma de referência de D. simulans (r2.02), 

sendo o mesmo valor anotado, em média, nos genomas das quatro linhagens. Desse total, 59 

famílias estavam presentes em quimeras. Como em D. melanogaster, a família INE-1, mais 

frequente do genoma, mantêm a mesma participação no repertório de transcritos quiméricos, 

mas perde a posição de maior participante na produção de transcritos. A família roo tem uma 

contribuição no repertório de transcritos quiméricos mais de vinte vezes maior que sua 

proporção genômica (Figura 9). As terceira e quarta famílias mais frequentes no genoma, Cr1a 

e 1360, mantêm a mesma posição no transcriptoma; enquanto que as outras seis famílias mais 

frequentes na produção de transcritos oscilam entre HS-Beagle, BS, TART-A, TART-B, Tc1 e 

Tc3, sendo apenas BS e TART-B presentes nessa categoria em D. melanogaster. 
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Figura 9. Frequência (%) de famílias, em número de cópias, identificadas no genoma de referência D. simulans (2.02), nos genomas e transcriptomas das quatro linhagens, 

distribuídos entre as condições Controle, Cold-Shock e Starvation. 
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As famílias de TEs foram distribuídas entre as classes de transcritos quiméricos para 

identificar se havia prevalência de famílias com inserção upstream, downstream e dentro do 

gene. Em D. melanogaster (Figura 10), com exceção de transcritos TE-initiated, foi observada 

a mesma contribuição das referidas 10 famílias mais abundantes no genoma, sendo INE-1, roo 

e 1360 as maiores produtoras de quimeras. As famílias S2 e hobo tiveram as maiores 

frequências na produção de transcritos TE-initiated, e as outras nove famílias ocorreram entre 

5 a 10% dos transcritos. Dentre os transcritos TE-exonized, INE-1 e roo possuem maior 

participação (~30%), enquanto 1360 contribui com ~5%; todas as outras 17 famílias não 

chegaram a 1% de participação. Dentre os transcritos TE-terminated, INE-1 é sempre a família 

mais frequente (15 a 20%), seguida de 1360 (~15%) e BS (~10%). Destaca-se a ausência do 

retrotransposons roo nessa categoria de transcrito. Retirando-se as duas famílias mais 

frequentes (INE-1 e roo), é revelada a diversidade das famílias constituintes de quimeras entre 

cada condição de cada linhagem (Figura 11), destacando a abundância das outras famílias 

presentes nos transcriptomas das linhagens (Figuras Suplementares 1 e 2). 
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Figura 10. Frequência de famílias de TEs que constituem quimeras, por classe de transcrito, em D. melanogaster. 
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Figura 11. Distribuição das famílias mais frequentes entre condições experimentais e as linhagens analisadas de 

D. melanogaster após a exclusão das duas famílias mais frequentes (INE-1 e roo) em transcritos quiméricos. 
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Também em D. simulans, as três famílias de TE mais abundantes no genoma (roo, 

INE-1 e 1360) foram as que mais contribuíram na formação de quimeras nos três tipos de 

transcritos (Figura 12). Em transcritos TE-initiated (~20%) e TE-terminated (~50%) a família 

INE-1 apresenta a maior frequência, enquanto roo ocupa a primeira posição dentre os TE-

exonized (~60%).  INE-1 e 1360 exibem uma parcela considerável nos três tipos de transcritos, 

Tc3 entra com participação significativa entre transcritos TE-terminated, sendo que roo, assim 

como em D. melanogaster, está ausente apenas nessa classe de transcrito. Diferentemente de 

D. melanogaster, após a retirada das duas famílias mais frequentes (Figura 13), observa-se nos 

transcriptomas de D. simulans um predomínio de outras quatro famílias mais frequentes nas 

quimeras, que se alternam: Gypsy11, diver2, invader1 e gwtin (Figuras Suplementares 3 e 4).  

Dentre as famílias presentes em quimeras exclusivas de cada espécie, D. melanogaster 

contém 42 famílias exclusivas, ausentes nos transcriptomas de D. simulans; enquanto que essa 

espécie exibe 13 famílias originando quimeras, ausentes nos transcriptomas das linhagens de 

D. melanogaster. Com exceção das famílias POGON1 (DNA/Tc1-Mariner) e R1-element 

(LINE/R1), produtoras de quimeras em D. melanogaster, mas ausentes nos genomas de D. 

simulans, e R1-A1-element (LINE/R1), produtora de quimera nas linhagens de D. simulans e 

ausente nos genomas dos genótipos de D. melanogaster, todas as outras famílias TE quiméricas 

foram identificadas dos genomas de ambas as espécies.  

Investigando a tolerância de inserções em CDSs e as protegidas nas regiões regulatórias 

gênicas (5’UTR e 3’UTR), foram assinaladas aos transcritos do tipo TE-exonized embedded as 

famílias de TE mais frequentes em cada região. Em D. melanogaster a família roo compreende 

81% das inserções em CDSs (média de tamanho das inserções = 112bp) e 86% em 5UTR’S 

(μ=115bp), enquanto que na região 3’UTR, as inserções INE-1 (56% - μ=169bp) foram as mais 

frequentes.  Em D. simulans a família roo foi a mais frequente em todas as regiões, compondo 

83% das inserções em CDSs (μ=107bp), 79 % em 5’UTRs (μ=105bp) e 46% em 3’UTRs 

(μ=105bp). A análoga quantidade de inserções entre 3’UTR e CDSs em D. melanogaster não 

é verdadeira em sua composição, enquanto roo é mais tolerado interrompendo o quadro de 

leitura gênica, a família INE-1 é protegida na região 3’UTR. Em D. simulans roo prevalece em 

todas as regiões, mas ainda é possível encontrar uma parcela significativa de INE-1 ne região 

3’UTR (31% - μ=108bp). A família roo parece ser a mais conservada em genes, provavelmente 

por não configurar alterações desvantajosas na proteína final.  
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Figura 12. Frequência de famílias de TE que constituem quimeras, por classe de transcrito, em D. simulans. 
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Figura 13. Distribuição das famílias mais frequentes entre condições experimentais e as linhagens analisadas de 

D. simulans após a retirada das duas famílias mais frequentes (INE-1 e roo) em transcritos quiméricos. 

Os diagramas de Venn (Figuras 14 e 15) revelam a diversidade de famílias de TE 

produtoras de transcritos quiméricos, exclusivas e compartilhadas entre as linhagens. Em D. 

melanogaster, das 89 famílias produtoras de quimeras, 38 (43%) produzem transcritos 

quiméricos nas quatro linhagens, 20 famílias são exclusivas das populações de São José do 

Rio Preto, e seis produziram transcritos quiméricos apenas em Gotheron. Das 20 famílias 

TE exclusivas dos transcritos das linhagens brasileiras, seis são compartilhadas pelos dois 

genótipos, seis são exclusivas de Dmsj23 e oito exclusivas de Dmsj7. Já, entre as seis 
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famílias exclusivas das linhagens europeias, duas são compartilhadas por ambas linhagens, 

três exclusivas de Dmgoth101 e uma exclusiva de Dmgoth63.  

Figura 14. Diagrama de Venn exibindo as famílias compartilhadas na produção de quimeras entre as linhagens 

de D. melanogaster. 

 

Como já descrito, há um número menor de famílias TE produzindo quimeras em D. 

simulans, contudo, desse total, a porcentagem de famílias compartilhadas pelas quatro 

linhagens é similar à D. melanogaster; assim, das 59 famílias identificadas, 26 (44%) 

produzem quimeras em todos os genótipos. As linhagens de origem brasileira exibem cinco 

famílias TE exclusivas, dentre as quais, duas são compartilhadas entre as linhagens e três 

são exclusivas de Dssj27. Os genótipos europeus exibem sete famílias exclusivas, com 

apenas uma compartilhada entre eles, quatro exclusivas de Dsgoth31 e duas exclusivas de 

Dsgoth61. 

Figura 15. Gráfico de Venn exibindo as famílias compartilhadas na produção de quimeras entre as linhagens 

de D. simulans. 
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4.6 As famílias de TEs mais abundantes no genoma são as maiores produtoras de 

transcritos quiméricos no transcriptoma 

A fim de testar se havia uma correlação entre a frequência das famílias de TE que 

formam quimeras e seu conteúdo genômico, se existiam famílias de TEs que produziam mais 

transcritos quiméricos apesar de sua abundância genômica, foi realizado o teste de correlação 

de Pearson para as quatro linhagens nas três condições de D. melanogaster e D. simulans 

utilizando-se o número de cópias (Figuras 16 e 17 e Figuras Suplementares 5 e 10, 

respectivamente para D. melanogaster e D.  simulans) e o número de nucleotídeos (Figuras 

Suplementares 6 e 7 e 11 e 12, respectivamente para as duas espécies) para quantificar a 

abundância genômica dessas famílias (Figuras Suplementares 8 e 9 e 13 e 14, respectivamente 

para as duas espécies).  

Na Figura 16 ilustra-se as correlações positivas entre o número de cópias nos 

genomas e a frequência dos respectivos TEs nos transcritos quiméricos. Os outliers 

observados correspondem às famílias de TE mais abundantes no genoma, INE-1, roo e 1360, 

que consequentemente contribuíram mais com a formação de quimeras. Após exclusão desses 

outliers, observa-se uma distribuição mais ampla das demais famílias (Figuras Suplementares 

5 e 7) e redução dos valores de R, resultando em valor de p não significativo. O mesmo ocorre 

quando analisados somente os outliers, ou seja, entre as famílias mais abundantes, não há 

uma família em particular que se destaca sendo a mais abundante e a maior produtora de 

transcritos quiméricos (Figuras Suplementares 8 e 9, 13 e 14, respectivamente para D. 

melanogaster e D. simulans). Esses resultados revelam que a correlação positiva só é 

verdadeira para as três famílias TEs mais comuns no genoma, sem nenhuma em particular 

que se sobressai, que de fato produzem mais quimeras, em relação ao restante das famílias, 

que não exibiram preferência na produção de transcritos quiméricos apesar de sua abundância 

genômica. Este padrão foi observado em todas as linhagens e condições analisadas de D. 

melanogaster. O mesmo foi encontrado em D. simulans (Figura 17). 
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Figura 16. Correlação de Pearson entre o número de cópias das famílias de elementos de transposição no 

genoma e a frequência das famílias que mais formam quimeras em D. melanogaster.  
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Figura 17. Correlação de Pearson entre o número de cópias das famílias de elementos de transposição no 

genoma e a frequência das famílias que mais formam quimeras em D. simulans. 

 

 

4.7 As linhagens de D. melanogaster apresentam mais inserções polimórficas que D. 

simulans 

Com o objetivo de caracterizar a divergência entre as populações, decorrente de 

eventos de mobilização e do recrutamento dos TEs nos transcritos, foram identificadas as 

inserções fixas e polimórficas e os transcritos quiméricos polimórficos. Assim como descrito 

anteriormente sobre a frequência de famílias exclusivas nas linhagens das espécies irmãs, o 

mesmo foi observado quando analisados transcritos quiméricos e inserções exclusivas. Ao todo 

foram identificados 180 transcritos polimórficos tanto nas linhagens de D. melanogaster quanto 

nas de D. simulans. Em D. melanogaster as linhagens de São José do Rio Preto exibiram mais 

transcritos quiméricos e inserções genômicas exclusivas, o mesmo é verdadeiro em D. simulans 

para as linhagens de Gotheron (Tabela 1, Tabelas Suplementares 9 e 10).   
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A família roo é a maior produtora de transcritos quiméricos exclusivos e inserções 

polimórficas nas linhagens das duas espécies, seguido de INE-1, as duas famílias mais 

abundantes no genoma. Em D. melanogaster a terceira família que mais produziu transcritos 

quiméricos exclusivos foi a 1360 (10 transcritos), a terceira família mais frequente no genoma 

e na produção de transcritos quiméricos, que em D. simulans divide a quarta posição com 

transib2, contribuindo com oito transcritos. Entre as linhagens de D. simulans, inserções de 

elementos P (12 transcritos) ocupam a terceira posição, inseridos preferencialmente upstream 

ao gene (sete transcritos, dos quais seis presentes nas linhagens de Gotheron). Em D. 

melanogaster essa família produziu sete transcritos exclusivos. A grande maioria das 

inserções dos transcritos quiméricos exclusivos e inserções TE exclusivas se encontram 

dentro de genes. Juntas, as linhagens de D. melanogaster apresentam uma diversidade de 53 

famílias de TEs compondo transcritos quiméricos exclusivos, das quais 22 não produziram 

transcritos quiméricos em D. simulans. Já, entre as linhagens de D. simulans, 35 famílias 

formaram transcritos quiméricos exclusivos, das quais sete estão ausentes na produção de 

transcritos em D. melanogaster.
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CAPÍTULO 2 

Efeitos dos TEs na Expressão de Genes Adjacentes 
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5 Resultados 

5.1 Expressão diferencial entre controle e tratamentos e inserções de TEs potencialmente 

adaptativas em D. melanogaster  

Para identificar possíveis inserções adaptativas de TEs relacionadas ao estresse em D. 

melanogaster, foram realizadas análises de expressão diferencial entre os tratamentos e o 

controle. Foram selecionados como candidatos adaptativos aqueles genes que produzem 

transcritos quiméricos e são diferencialmente expressos (DE). Os genes constituintes de 

quimeras que são ao mesmo tempo DEs são raros e, consequentemente, um maior número de 

quimeras DE é dependente do maior número de genes diferencialmente expressos (DEG). 

Esta abordagem permitiu investigar se a mudança de expressão observada está ou não 

relacionada à produção do transcrito quimérico, e consequentemente, à inserção do TE. Na 

Figura 18, que representa a expressão normalizada dos genes que produziram transcritos 

quiméricos, é possível identificar os genes sub e super expressos em uma das condições, 

distantes da diagonal. Dentre os genes produtores de transcritos quiméricos, em média 5% 

estavam DE, indicando que, no geral, os genes quiméricos não tiveram sua expressão 

modificada pelos tratamentos. 
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Figura 18. Expressão de genes que geraram transcritos quiméricos entre controle e tratados nas linhagens de Gotheron de D. melanogaster. No eixo y estão dispostos os 

valores de log10 normalizados da expressão dos genes no Controle, no eixo x os valores normalizados nos tratamentos: à esquerda Cold-Shock (A e C) e à direita em Starvation 

(B e D). Todos os genes produtores de transcritos quiméricos com suas expressões normalizadas estão inclusos no gráfico. Formas coloridas destacadas e identificadas 

representam genes quiméricos expressos diferencialmente entre controle e tratado entre todas as linhagens (p ajustado (FDR) < 0,05; log2 fold-change > |1|); formas 

transparentes representam genes quiméricos não expressos diferencialmente entre todas as linhagens (valor de p ajustado). A identificação “nenhum” corresponde a genes que 

estão DE e são quiméricos em outras linhagens e comparações, mas não na linhagem apresentada.  
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Figura 18, continuação. Expressão de genes que geraram transcritos quiméricos entre controle e tratados das linhagens de São José do Rio Preto de D. melanogaster. No eixo 

y estão dispostos os valores de log10 normalizados da expressão dos genes no Controle, no eixo x os valores normalizados nos tratamentos: à esquerda Cold-Shock (A e C) e à 

direita em Starvation (B e D). Todos os genes produtores de transcritos quiméricos com suas expressões normalizadas estão inclusos no gráfico. Formas coloridas destacadas e 

identificadas representam genes quiméricos expressos diferencialmente entre controle e tratado entre todas as linhagens (p ajustado (FDR) < 0,05; log2 fold-change > |1|); 

formas transparentes representam genes quiméricos não expressos diferencialmente entre todas as linhagens (valor de p ajustado). A identificação “nenhum” corresponde a 

genes que estão DE e são quiméricos em outras linhagens e comparações, mas não na linhagem apresentada.  
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A Figura 19 mostra, à esquerda, o número total de DEGs (sub e super expressos) entre 

o controle e as condições Cold-Shock (Figura 19a) e Starvation (Figura 19b) para as quatro 

linhagens de D. melanogaster, e à direita, o número de DEGs que produziram transcritos 

quiméricos. Destaca-se a linhagem Dmgoth101 com maior número de DEGs entre as duas 

condições.  

Figura 19. Número de genes diferencialmente expressos (DE) que formaram quimeras nas linhagens de D. 

melanogaster entre Controle e tratado a) Cold-shock (CS) e b) Starvation (ST). 

 

Na Tabela 2 são relacionados os genes diferencialmente expressos que produzem 

transcritos quiméricos em D. melanogaster. Do total de 28 DEGs quiméricos (Figura 18), 

excluindo as redundâncias, genes DE em mais de uma linhagem e tratamento correspondem 

a 20 genes únicos, dentre os quais, quatro correspondem a inserções de TE polimórficas entre 

as populações e dois são exclusivos de Dmgoth101. Como apresentado anteriormente, a 

grande maioria dos genes quiméricos estão DE em Dmgoth101, somente 10% (dois genes) 

estão DE exclusivamente em outras linhagens, e seis (30%) estão DE em mais de uma 

linhagem. A Tabela Suplementar 12 contém os dados de expressão diferencial 

(Log2FoldChange) dos referidos genes, acompanhado dos dados de expressão disponíveis no 

FlyBase.   

A grande maioria dos transcritos quiméricos é constituída pelos TEs roo e INE-1 (40% 

e 35%, respectivamente), as famílias mais frequentes no genoma e na constituição de 

quimeras, sendo o restante formado por famílias distintas das superfamílias Gypsy, Jockey, 

Tc1-Mariner, as quais são as mais frequentes no genoma e na produção de transcritos 

quiméricos. Todas as inserções dos genes presentes na Tabela 2 também foram registradas no 
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genoma D. melanogaster de referência (r6.49), indicando que essas inserções são também 

compartilhadas com a linhagem iso-1 dos Estados Unidos, salvo alguns caracterizados a 

seguir. 
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Tabela 2.  Genes quiméricos diferencialmente expressos em CS e ST em D. melanogaster. O triângulo vermelho em uma linha representa a presença de um transcrito quimérico; 

o triângulo branco em uma linha representa a presença da inserção genômica do TE, mas sem um transcrito quimérico; a linha sem triângulos representa a ausência da inserção 

do TE.  



68 

 

Dentre os DEG quiméricos (Tabela 2, Figuras Suplementares 15-34), são destacados 

aqueles onde a diferença de expressão parece ter sido modulada pelo estresse e/ou pela 

inserção TE, são eles: CG15043, Paris, RhoGEF64C e Sulf1.  

O gene CG15043 apresenta downstream um grande fragmento do retrotransposon 

Transpac (3.000bp - Gypsy/LTR), exclusivo nas linhagens tropicais (Figura 20), e que produz 

transcritos quiméricos somente em Dmsj23, após a exposição ao estresse Cold-Shock. Essa 

inserção também está ausente no genoma D. melanogaster de referência (r6.49), indicando 

que a mobilização pode ter ocorrido após a divergência populacional. Apesar da produção de 

transcrito quimérico ser polimórfica, o gene está DE em todas as linhagens, inclusive nas 

linhagens europeias que não possuem inserção, indicando que Transpac não está modulando 

a expressão de CG15043 em Dmsj23, e que o gene em questão possa ser responsivo ao frio. 

Os dados de expressão de RNA-seq publicados no FlyBase revelam a ausência de expressão 

de CG15043 em ovários (RPKM = 0) e alta expressão em moscas adultas (4 dias – RPKM = 

159) após o tratamento Cold-Shock (Tabela Suplementar 12). Essas observações, aliadas aos 

dados de expressão normalizados do presente trabalho (Figuras 18), sugerem uma possível 

responsividade de CG15043 ao frio.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



69 

 

Figura 20. Ilustração da expressão do gene CG15043 e a presença do TE entre Controle e os tratamentos no 

genoma das linhagens de D. melanogaster obtida por RNA-seq. A Figura representa no genoma os genes, em 

traços azuis e a presença dos TEs em verde (Retrotransposons com LTRs). Ambos estão identificados pela sua 

nomenclatura e pelo tamanho em bp de suas sequências em cada linhagem. Acima dos genes e dos TEs, em 

preto, estão representadas suas respectivas expressões em cada situação, como também a cobertura de leituras 

encontrada em cada linhagem. As setas indicam os casos onde os genes estão super (↑) ou sub (↓) expressos, e 

suas cores indicam a comparação. Essa representação permite a identificação e visualização da influência do 

elemento na expressão do gene hospedeiro.  

 

O gene Paris exibe uma inserção upstream do retrotransposon Burdock (2579 bp - 

Gypsy/LTR) exclusiva das linhagens europeias, e produz transcrito quimérico somente após 

exposição ao tratamento Cold-Shock em Dmgoth101, no qual foi detectado seu aumento de 

expressão (Figura 21). O fragmento de Burdock também está ausente no genoma D. 

melanogaster de referência (r6.49), revelando que o evento de mobilização pode ter ocorrido 

após divergência populacional. Somente no tratamento Cold-Shock de Dmgoth101 é possível 

identificar a presença de leituras quiméricas, alinhadas partes no gene e parte no TE, como 

também o aumento da expressão desse gene quando ocorre a formação de transcritos 

quiméricos, comparado com sua expressão no controle. Essas leituras sugerem que Paris, 

quando não em estresse, apresenta baixa expressão nessa linhagem e sua co-transcrição com 

Burdock, aparentemente ativada pelo estresse, modula a expressão de Paris. A expressão de 

Paris nas outras linhagens, com ou sem a inserção, é mais alta que em Dmgoth101 (Tabela 

Suplementar 11-a)), sem variação entre controle e tratado (onde de fato não está 

diferencialmente expresso – Figura 18,19, Tabela Suplementar 12). Os dados do Atlas de 

Expressão do FlyBase revelam uma expressão moderadamente baixa nos ovários de D. 

melanogaster (RPKM 10-22) e uma expressão muito baixa em moscas adultas que foram 



70 

 

expostas ao tratamento Cold-Shock (RPKM 3). Os dados de expressão publicados, associados 

aos nossos, indicam que os tratamentos, principalmente Cold-Shock, não alteram a expressão 

de Paris, e que somente em Dmgoth101 o TE parece atuar no aumento de sua expressão. A 

confirmação dessa modulação deve ser testada em experimentos adicionais. 

Figura 21. Ilustração da expressão do gene Paris e a presença do TE entre Controle e os tratamentos no genoma 

das linhagens de D. melanogaster obtida por RNA-seq.  A Figura representa no genoma os genes, em traços 

azuis e a presença dos TEs em verde (Retrotransposons com LTRs). Ambos estão identificados pela sua 

nomenclatura e pelo tamanho em bp de suas sequências em cada linhagem. Acima dos genes e dos TEs, em 

preto, estão representadas suas respectivas expressões em cada situação, como também a cobertura de leituras 

encontrada em cada linhagem. As setas indicam os casos onde os genes estão super (↑) ou sub (↓) expressos, e 

suas cores indicam a comparação. Essa representação permite a identificação e visualização da influência do 

elemento na expressão do gene hospedeiro.  

 

O gene RhoGEF64C tem um fragmento roo inserido dentro de um éxon (cds) 

(embedded), exclusivo da linhagem de Gotheron Dmgoth101 (Figura 22). A ausência dessa 

inserção no genoma das outras linhagens resultou da filtragem de tamanho adotada na 

metodologia, tendo em vista que a inserção é relatada no genoma público de D. melanogaster 

(r6.49). Esse gene produz transcritos quiméricos, sub expressos em Dmgoth101 após o 

tratamento Cold-Shock e, apesar da ausência da inserção, também está super expresso em 

Starvation de Dmsj23. Em Dmgoth101 Cold-Shock, na qual há a produção de transcritos 

quiméricos, a expressão é reduzida, comparada com as outras condições e linhagem onde não 

há leituras quiméricas. Tanto em ovários, quanto em moscas adultas que foram expostas a 

Cold-Shock, os dados de expressão do FlyBase exibem muito baixa e baixa expressão, 
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respectivamente, para esse gene (Tabela Suplementar 12). Conjuntamente, todos os dados de 

expressão relatados indicam que RhoGEF64C apresenta baixa expressão, independente da 

inserção TE, mas parece ter sua expressão ainda mais reduzida quando exposto ao frio (Tabela 

Suplementar 11-a)), e curiosamente aumentada após restrição alimentar em Dmsj23.  

Figura 22. Ilustração da expressão do gene RhoGEF64C e a presença do TE entre Controle e os tratamentos no 

genoma das quatro linhagens de D. melanogaster obtida por RNA-seq. A Figura representa no genoma os genes, 

em traços azuis e a presença dos TEs em verde (Retrotransposons com LTRs). Ambos estão identificados pela 

sua nomenclatura e pelo tamanho em bp de suas sequências em cada linhagem. Acima dos genes e dos TEs, em 

preto, estão representadas suas respectivas expressões em cada situação, como também a cobertura de leituras 

encontrada em cada linhagem. As setas indicam os casos onde os genes estão super (↑) ou sub (↓) expressos, e 

suas cores indicam a comparação. Essa representação permite a identificação e visualização da influência do 

elemento na expressão do gene hospedeiro.  
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O gene Sulf1 tem uma grande inserção da família Micropia (3.953 pb - Gypsy/LTR), 

localizada dentro de um íntron, exclusivo das linhagens europeias (Figura 23). A produção de 

transcritos quiméricos ocorre apenas entre o controle e as condições de estresse em 

Dmgoth101, onde está super expresso. Por também não ser encontrado no genoma D. 

melanogaster de referência (r6.49), essa inserção parece ser exclusiva das linhagens 

européias, e sua mobilização ou perda pode ter ocorrido após a divergência das populações. 

As leituras quiméricas estão presentes nos tratamentos Cold-Shock e Starvation de 

Dmgoth101, onde observa-se o aumento de expressão, comparando-se com sua expressão no 

controle. Os dados de RNAseq disponíveis no FlyBase (Tabela Suplementar 12) indicam 

moderadamente alta e alta expressão de Sulf1 nos ovários e moscas adultas de D. 

melanogaster expostas a Cold-Shock, respectivamente. Atrelados aos nossos dados de 

expressão, e comparando com as outras linhagens, onde não se observa produção de 

transcritos quiméricos nem diferença de expressão, sugerem que o TE Micropia, quando 

ativado pelo estresse, é recrutado na transcrição, contribuindo com o aumento da expressão 

de Sulf1.  

Figura 23. Ilustração da expressão do gene Sulf1 e a presença do TE entre Controle e os tratamentos no genoma 

das quatro linhagens de D. melanogaster obtida por RNA-seq. A Figura representa no genoma os genes, em 

traços azuis e a presença dos TEs em verde (Retrotransposons com LTRs). Ambos estão identificados pela sua 

nomenclatura e pelo tamanho em bp de suas sequências em cada linhagem. Acima dos genes e dos TEs, em 

preto, estão representadas suas respectivas expressões em cada situação, como também a cobertura de leituras 

encontrada em cada linhagem. As setas indicam os casos onde os genes estão super (↑) ou sub (↓) expressos, e 

suas cores indicam a comparação. Essa representação permite a identificação e visualização da influência do 

elemento na expressão do gene hospedeiro.  
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     5.2 Expressão diferencial entre controle e tratamentos e inserções de TEs 

potencialmente adaptativas em D. simulans 

A expressão normalizada de todos os genes quiméricos em D. simulans é apresentada 

na Figura 24 com destaque para os genes quiméricos DE entre controle e tratado e que cujas 

inserções de TEs são candidatas a adaptativas. Dentre os genes produtores de transcritos 

quiméricos, em média 6% estavam DE, indicando, assim como observado em D. 

melanogaster, que geralmente é baixa a modulação dos genes quiméricos pelos tratamentos. 
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Figura 24. Expressão de genes que geraram transcritos quiméricos entre controle e tratados das linhagens de Gotheron de D. simulans. No eixo y estão dispostos os valores 

de log10 normalizados da expressão dos genes no Controle, no eixo x os valores normalizados nos tratamentos: à esquerda Cold-Shock (A e C) e à direita em Starvation (B 

e D). Todos os genes produtores de transcritos quiméricos com suas expressões normalizadas estão inclusos no gráfico. Formas coloridas destacadas e identificadas 

representam genes quiméricos expressos diferencialmente entre controle e tratado entre todas as linhagens (p ajustado (FDR) < 0,05; log2 fold-change > |1|); formas 

transparentes representam genes quiméricos não expressos diferencialmente entre todas as linhagens (valor de p ajustado). A identificação “nenhum” corresponde a genes 

que estão DE e são quiméricos em outras linhagens e comparações, mas não na linhagem apresentada.  
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Figura 24, Continuação. Expressão de genes que geraram transcritos quiméricos entre controle e tratados das linhagens de São José do Rio Preto D. simulans. No eixo y 

estão dispostos os valores de log10 normalizados da expressão dos genes no Controle, no eixo x os valores normalizados nos tratamentos à esquerda Cold-Shock (A e C) e à 

direita em Starvation (B e D). Todos os genes produtores de transcritos quiméricos com suas expressões normalizadas estão inclusos no gráfico. Formas coloridas destacadas 

e identificadas representam genes quiméricos expressos diferencialmente entre controle e tratado entre todas as linhagens (valor de p ajustado (FDR) < 0,05; log2 fold-change 

> |1|); formas transparentes representam genes quiméricos não expressos diferencialmente entre todas as linhagens (valor de p ajustado). A identificação “nenhum” 

corresponde a genes que estão DE e são quiméricos em outras linhagens e comparações, mas não na linhagem apresentada.  
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           Os números totais de DEGs sub e super expressos (Figura 25) entre controle e 

condições Cold-Shock (Figura 25a) e Starvation (Figura 25b) são apresentados à esquerda 

para as quatro linhagens de D. simulans, e à direita, o número de DEGs que produziram 

transcritos quiméricos. Como em D. melanogaster, as duas linhagens com os maiores números 

de DEGs (Dsgoth31 e Dssj27) também exibiram o maior número de genes produzindo 

transcritos quiméricos. As linhagens tropicais apresentaram mais DEGs entre Controle e 

Starvation do que as europeias, mas apenas Dssj27 apresentou genes quiméricos DEs.  

Figura 25. Distribuição do número de DEGs que formaram quimeras em D. simulans entre Controle e tratados 

a) Cold-Shock (CS) e b) Starvation (ST). 

 

Os genes quiméricos DE identificados em D. simulans, seus ortólogos em D. 

melanogaster e suas relações entre as linhagens são apresentados na Tabela 3. O total de 29 

genes quiméricos DE contabilizados na Figura 26, correspondem a 22 genes exclusivos, 

dentre os quais dois correspondem a inserções polimórficas de TE entre as populações e dois 

são exclusivos de Dsgoth31. A maioria dos genes quiméricos DE em CS estão em Dsgoth31 

e Dssj27, sendo quatro e sete genes, respectivamente, exclusivamente DE nessas linhagens. 

Somente um gene está DE exclusivamente em Dsgoth61, e ~45% (10 genes) são DE em mais 

de uma linhagem (Tabela 3); metade desses transcritos são formados pela superfamília Bel-

Pao/LTR (roo e rooA), enquanto que ~23% são constituídos por INE-1 (Helitron/DNA). Nota-

se que roo produziu mais transcritos quiméricos DE, com um aumento de 10% em relação a 

D. melanogaster, enquanto a participação de INE-1 atingiu apenas 9%. O restante desses 

transcritos apresenta inserções de Jockey, Gypsy, P e hAT. Os dados de expressão diferencial 

(Log2FoldChange) dos referidos genes encontram-se na Tabela Suplementar 13. 
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Tabela 3.  Genes quiméricos diferencialmente expressos em CS e ST em D. simulans. O triângulo vermelho em uma linha representa a presença de um transcrito quimérico; 

o triângulo branco em uma linha representa a presença da inserção genômica do TE, mas sem um transcrito quimérico; a linha sem triângulos representa a ausência da inserção 

do TE.      
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Dentre os genes quiméricos DE (Figuras Suplementares 35-57) apresentados na 

Tabela 3, destacam-se aqueles em que a diferença de expressão parece estar relacionada com 

o tratamento e com a inserção, são eles GD18191 e GD24271.  

O gene GD18191 têm um elemento hobo (87bp - DNA/hAT) inserido parcialmente em 

um éxon e parcialmente em um íntron, inserção essa encontrada no genoma publicado de D. 

simulans (r2.02) e anotada em todas as linhagens, exceto Dsgoth61, onde a inserção não 

passou pela etapa de filtragem de tamanho da inserção. Essa quimera produziu transcritos 

quiméricos somente no controle e Cold-Shock de Dsgoth31, estando upregulated nesse 

estresse.  Observando sua expressão na Figura 26, alinhada aos dados de expressão 

normalizados, GD18191 parece ser mais expresso nas linhagens europeias e após a exposição 

ao Cold-Shock, e tem sua expressão diminuída quando em Starvation; contudo, essa última 

observação não foi corroborada pelas análises de expressão diferencial realizadas (Figura 24, 

Tabela Suplementar 13). Portanto, os dados sugerem que GD18191 é um gene responsivo ao 

Cold-Shock, sendo mais expresso nas linhagens adaptadas ao clima frio (Dsgoth31 e 

Dsgoth61), e a inserção do TE não parece ter qualquer efeito sobre o aumento da expressão.  
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Figura 26. Ilustração da expressão do gene GD18191 e a presença do TE entre Controle e tratamentos no genoma 

das quatro linhagens de D. simulans obtida por RNA-seq. A Figura representa no genoma os genes, em traços 

azuis e a presença dos TEs em coral (Transposon de DNA). Ambos estão identificados pela sua nomenclatura e 

pelo tamanho em bp de suas sequências em cada linhagem. Acima dos genes e dos TEs, em preto, estão 

representadas suas respectivas expressões em cada situação, como também a cobertura de leituras encontrada 

em cada linhagem. As setas indicam os casos onde os genes estão super (↑) ou sub (↓) expressos, e suas cores 

indicam a comparação. Essa representação permite a identificação e visualização da influência do elemento na 

expressão do gene hospedeiro.  

 

O último gene a ser destacado, GD24271, possui o retrotransposon sem LTR G5A 

(255bp - Jockey/LINE) inserido upstream a ele, em todas as linhagens, assim como no genoma 

público de D. simulans (r2.02); contudo, só produz transcritos quiméricos, e está super 

expresso, em Dsgoth61, após a exposição ao choque frio.  A expressão de GD24271 parece 

ter aumentado em todas as linhagens após a exposição ao Cold-Shock, sugerindo que esse 

gene também pode ser responsivo ao frio (Figura 27). Como relatado em Dsgoth61, a 

expressão em Cold-Shock aumenta significativamente (Tabela Suplementar 13) quando 

ocorre a produção do transcrito quimérico; portanto, nossos dados indicam que essa inserção 

G5A pode também estar modulando a expressão desse gene que parece ser responsivo ao frio.  
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Figura 27. Ilustração da expressão do gene GD24271 e a presença do TE entre Controle e tratamentos no genoma 

das quatro linhagens de D. simulans, obtida por RNA-seq. A Figura representa no genoma os genes, em traços 

azuis e a presença dos TEs em azul-claro (LINE). Ambos estão identificados pela sua nomenclatura e pelo 

tamanho em bp de suas sequências em cada linhagem. Acima dos genes e dos TEs, em preto, estão representadas 

suas respectivas expressões em cada situação, como também a cobertura de leituras encontrada em cada 

linhagem. As setas indicam os casos onde os genes estão super (↑) ou sub (↓) expressos, e suas cores indicam a 

comparação. Essa representação permite a identificação e visualização da influência do elemento na expressão 

do gene hospedeiro.  

 

5.3 Expressão diferencial interpopulacional e inserções de TEs potencialmente 

adaptativas em D. melanogaster 

A domesticação de inserções de TEs adaptativas associadas à colonização de novos 

habitats e zonas climáticas em cada população foi investigada por meio de análises de 

expressão diferencial entre as linhagens brasileiras e francesas. Essa abordagem possibilitou 

também a identificação do efeito do estresse na produção de transcritos quiméricos 

interpopulacionais. A expressão normalizada dos genes que produziram transcritos 

quiméricos permite a identificação dos genes super ou subexpressos entre as populações 

(linhagens francesas Dmgoth101 e Dmgoth63 e linhagens brasileiras Dmsj23 e Dmsj7) em 

cada uma das condições (Controle, Cold-Shock e Starvation) (Figura 28). Com relação à 

comparação interpopulacional, do total de genes produtores de transcritos quiméricos em D. 

melanogaster, aproximadamente 2,24% estavam DE, evidenciando mais uma vez que a 

mudança de expressão relacionada à produção de transcritos quiméricos é baixa.  
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Figura 28. Expressão de genes que geram transcritos quiméricos entre as linhagens brasileiras e francesas, nas 

três condições (A) Controle, B) Cold-Shock, C) Starvation), em D. melanogaster. No eixo y estão dispostos os 

valores de log10 normalizados da expressão dos genes no Controle, no eixo x os valores normalizados nos 

tratamentos: à direita em Starvation e à esquerda Cold-Shock. Todos os genes produtores de transcritos 

quiméricos com suas expressões normalizadas estão inclusos no gráfico. Formas coloridas destacadas e 

identificadas representam genes quiméricos expressos diferencialmente entre controle e tratado entre todas as 

linhagens (valor de p ajustado (FDR) < 0,05; log2 fold-change > |1|); formas transparentes representam genes 

quiméricos não expressos diferencialmente entre todas as linhagens (valor de p ajustado). A identificação 

“nenhum” corresponde a genes que estão DE e são quiméricos em outras linhagens e comparações, mas não na 

linhagem apresentada. 
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O número total de DEGs (sub e super expressos) entre as linhagens das populações 

brasileiras e francesas de D. melanogaster nas condições de Controle e os tratamentos Cold-

Shock e Starvation é exibido à esquerda da Figura 29, assim como, à direita, está evidenciado 

quais desses genes também produzem transcritos quiméricos. Os genes apresentados abaixo 

estão sub ou super expressos nas linhagens brasileiras em relação às linhagens francesas 

(Tabela Suplementar 15).  

Foram encontrados menos genes DEs entre os tratamentos Cold-Shock das 

populações, já o número total de DEGs que também produzem transcritos quiméricos nesse 

tratamento e no controle são próximos; contudo, há mais genes quiméricos DEs em 

Starvation. Por outro lado, há mais genes sub expressos nas linhagens brasileiras em todas as 

condições, sugerindo que, independentemente da condição, genes que produzem transcritos 

quiméricos tendem a ser menos expressos nas linhagens adaptadas ao clima tropical do que 

as linhagens adaptadas ao clima temperado.  

Figura 29. Distribuição do número de DEGs que formaram quimeras em D. melanogaster entre linhagens 

brasileiras e francesas no Controle e tratados Cold-Shock e Starvation 
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Os genes quiméricos DEs computados entre as populações analisadas de D. 

melanogaster, e suas relações entre as linhagens de funções são apresentados na Tabela 4. Ao 

todo, nove genes são destacados, dos quais três correspondem a inserções exclusivas de 

linhagens (CG5096, dpr6 e α-Est10), e dois que produzem transcritos quiméricos exclusivos 

de linhagens (CG31809 e ZnT41F). Não foram encontrados casos de inserção ou produção de 

transcritos quiméricos polimórficos entre as populações brasileiras e francesas. As análises 

dos casos descritos na Tabela 4 sugerem que, os dados obtidos de expressão diferencial entre 

as populações (p ajustado (FDR) < 0,05; log2 fold-change > |1|) podem ter sido enviesados 

durante a normalização das counts pela expressão (alta ou baixa) de uma única linhagem, 

dentre as representantes de determinada população. Das 10 inserções de TEs descritas na 

Tabela 4, quatro delas pertencem à família INE-1; com relação ao sítio de inserção do TE, 

seis estão localizados em regiões intrônicas, influenciando a produção de isoformas dos 

transcritos.  

Os genes já destacados por apresentarem inserções polimórficas exclusivas de 

linhagens e a inserção de TE assinalada a CG42598 estão ausentes no genoma D. 

melanogaster de referência (r6.49). As inserções de TEs dos genes remanescentes são 

encontradas no genoma de referência, linhagem essa iso-1 proveniente dos Estados Unidos.  

Tabela 4.  Genes quiméricos diferencialmente expressos entre linhagens brasileiras e francesas, nas três 

condições, em D. melanogaster. O triângulo vermelho em uma linha representa a presença de um transcrito 

quimérico; o triângulo branco em uma linha representa a presença da inserção genômica do TE, mas sem um 

transcrito quimérico; a linha sem triângulos representa a ausência da inserção. 

 

Dentre os genes da Tabela 4, três casos são de particular interesse. O primeiro deles é 

o gene CG40498, que possui um TE da família INE-1 (116 bp - DNA/Helitron) inserido 

parcialmente em um éxon e parcialmente em um íntron. Esse TE está ausente apenas em 

Dmgoth101, e a produção de transcrito quimérico ocorre em Dmgoth63 e Dmsj7 em 

tratamentos diferentes (Figura 30). Esse gene está sub expresso (log2FoldChange 
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significativo <1) nas linhagens brasileiras na condição Controle e após o tratamento Cold-

Shock. A presença do TE e a produção do transcrito quimérico não parecem ter relação com 

essa diferença de expressão, tendo em vista que na condição Controle não há produção de 

quimeras, mas há diferença de expressão significativa. Contudo, a alteração na expressão de 

CG40498 parece configurar um caso de adaptação à zonas climáticas distintas, 

especificamente à zona temperada, por estar menos expresso em ambas linhagens brasileiras, 

independente da condição (Figura Suplementar 60, Tabelas Suplementares 14 e 15). 

Figura 30. Ilustração da expressão do gene CG40498 entre Controle e Tratamentos e a presença do TE no 

genoma das quatro linhagens de D. melanogaster obtida por RNA-seq. A Figura representa no genoma os genes, 

em traços azuis e a presença dos TEs em coral (Transposon de DNA). Ambos estão identificados pela sua 

nomenclatura e pelo tamanho em bp de suas sequências em cada linhagem. Acima dos genes e dos TEs, em 

preto, estão representadas suas respectivas expressões em cada situação, como também a cobertura de leituras 

encontrada em cada linhagem. As setas indicam os casos onde os genes estão super (↑) ou sub (↓) expressos, e 

suas cores indicam a comparação. Essa representação permite a identificação e visualização da influência do 

elemento na expressão do gene hospedeiro.  

 

Apenas os genes CG5096 e CG42598, dentre os nove genes quiméricos DE (Figuras 

Suplementares 58-66), destacam-se por terem sua diferença de expressão possivelmente 

afetada pela inserção do TE. 

O gene CG5096 apresenta uma inserção polimórfica upstream do TE 412 (7505 bp - 

LTR/Gypsy) encontrada apenas na linhagem francesa Dmgoth63, na qual ocorre a produção 

de transcritos quiméricos nas três condições (Figura 31). Apesar de Dmgoth101 não 

apresentar a inserção, a expressão do gene é maior nas duas linhagens francesas, do que nas 

linhagens brasileiras (Tabelas Suplementares 14 e 15). Os dados de expressão de RNA-seq 
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publicados no FlyBase indicam que a expressão de CG5096 varia entre baixa e muito baixa 

nos ovários de moscas adultas (RPKM = 2), e baixa após o tratamento Cold-Shock (RPKM = 

9 - Tabela Suplementar 15). Desconsiderando-se o possível papel do TE na modulação da 

expressão desse gene, aliado aos dados públicos de expressão, o aumento de expressão de 

CG5096 parece ocorrer somente nas linhagens francesas, podendo a super expressão desse 

gene ser uma adaptação ao clima temperado. Quando ocorre a produção de transcrito 

quimérico em Dmgoth63, a expressão parece aumentar mais, quando comparado a outra 

linhagem francesa (Tabela Suplementar 14). Portanto, nossos dados sugerem possível 

ativação e recrutamento do TE 412 na expressão, o qual atua aumentando a expressão de 

CG5096, assim como um papel adaptativo desse gene na colonização e sobrevivência das 

linhagens francesas. 

Figura 31. Ilustração da expressão do gene CG5096 entre Controle e Tratamentos e a presença do TE no genoma 

das quatro linhagens de D. melanogaster obtida por RNA-seq. A Figura representa no genoma os genes, em 

traços azuis e a presença dos TEs em verde (Retrotransposon com LTRs). Ambos estão identificados pela sua 

nomenclatura e pelo tamanho em bp de suas sequências em cada linhagem. Acima dos genes e dos TEs, em 

preto, estão representadas suas respectivas expressões em cada situação, como também a cobertura de leituras 

encontrada em cada linhagem. As setas indicam os casos onde os genes estão super (↑) ou sub (↓) expressos, e 

suas cores indicam a comparação. Essa representação permite a identificação e visualização da influência do 

elemento na expressão do gene hospedeiro. 

 

O gene CG42598 apresenta uma inserção intrônica do TE gypsy4 (~6456bp - 

LTR/Gypsy) encontrada em todas as linhagens analisadas, porém ausente no genoma de 

referência (D. melanogaster 6.49). A produção de transcritos quiméricos ocorre em todas as 

linhagens e condições, exceto Dmgoth101, na qual essa isoforma não é produzida (Figura 32). 
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Esse gene é super expresso nas linhagens brasileiras em todas as condições (Tabela 

Suplementar 15). A expressão de CG42598, de acordo com os dados de expressão publicados 

no FlyBase, é nula (RPKM = 0) tanto em ovários de moscas adultas quanto após o tratamento 

Cold-Shock. Os dados publicados, juntamente com nossas análises, parecem indicar que esse 

gene tem sua expressão aumentada quando ocorre a produção de transcritos quiméricos, tendo 

em vista que tanto Dmgoth101 quanto os dados do FlyBase, referente a uma linhagem que 

não possui essa inserção de TE, não produzem transcritos quiméricos e apresentam baixa 

expressão. A super expressão (valor de Log2FoldChange - Tabela Suplementar 15) nas 

linhagens brasileiras parece ter sido enviesada pela baixa expressão registrada em 

Dmgoth101, onde coincidentemente não ocorre a produção de transcrito quimérico. Análise 

adicional de diferença de expressão intra populacional revelou que CG42598 está DE entre as 

linhagens francesas nas três condições, sendo mais expresso na linhagem Dmgoth63, onda há 

a produção de transcrito quimérico (valor de Log2FoldChange entre Dmgoth63 e Dmgoth101 

para Controle: 2,46301841310344; Cold-Shock: 2,24564622874066; Starvation: 

1,51844799083363). Essa observação parece reforçar mais o possível papel do TE gypsy4 no 

aumento da expressão do gene CG42598.  

Figura 32. Ilustração da expressão do gene CG42598 entre Controle e Tratamentos e a presença do TE no 

genoma das quatro linhagens de D. melanogaster obtida por RNA-seq. A Figura representa no genoma os genes, 

em traços azuis e a presença dos TEs em verde (Retrotransposon com LTRs). Ambos estão identificados pela 

sua nomenclatura e pelo tamanho em bp de suas sequências em cada linhagem. Acima dos genes e dos TEs, em 

preto, estão representadas suas respectivas expressões em cada situação, como também a cobertura de leituras 

encontrada em cada linhagem. As setas indicam os casos onde os genes estão super (↑) ou sub (↓) expressos, e 

suas cores indicam a comparação. Essa representação permite a identificação e visualização da influência do 

elemento na expressão do gene hospedeiro. 
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5.4 Expressão diferencial interpopulacional e inserções de TEs potencialmente 

adaptativas em D. simulans 

A expressão normalizada dos genes quiméricos super ou sub expressos nas linhagens 

das populações brasileiras e francesas de D. simulans (linhagens francesas Dsgoth31 e 

Dsgoth61 e linhagens brasileiras Dssj27 e Dssj9) em cada uma das condições (Controle, Cold-

Shock e Starvation) é apresentada na Figura 33. Aproximadamente 2% do total de genes que 

produziram transcritos quiméricos estavam DE entre as populações amostradas de D. 

simulans.  
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Figura 33. Expressão de genes que geram transcritos quiméricos entre as linhagens brasileiras e francesas, nas 

três condições, em D. simulans. No eixo y estão dispostos os valores de log10 normalizados da expressão dos 

genes no Controle, no eixo x os valores normalizados nos tratamentos: à direita em Starvation e à esquerda Cold-

Shock. Todos os genes produtores de transcritos quiméricos com suas expressões normalizadas estão inclusos 

no gráfico. Formas coloridas destacadas e identificadas representam genes quiméricos expressos 

diferencialmente entre controle e tratado entre todas as linhagens (valor de p ajustado (FDR) < 0,05; log2 fold-

change > |1|); formas transparentes representam genes quiméricos não expressos diferencialmente entre todas as 

linhagens (valor de p ajustado). A identificação “nenhum” corresponde a genes que estão DE e são quiméricos 

em outras linhagens e comparações, mas não na linhagem apresentada. 

 

 



89 

 

A Figura 34 exibe à esquerda, os DEGs entre as populações brasileiras e francesas 

amostradas de D. simulans nas três condições (Controle e tratamentos Cold-Shock e 

Starvation), e à direita os genes quiméricos que estão diferencialmente expressos (Tabela 

Suplementar 16). Os genes estão sub e super expressos nas linhagens brasileiras em relação 

às linhagens francesas. Assim como observado para D. melanogaster, foram registrados 

menos DEGs entre as populações de D. simulans após o tratamento Cold-Shock, como 

também se verificou mais genes quiméricos sub expressos nas linhagens brasileiras nas três 

condições. Contudo, tanto no controle quanto em Starvation foram identificados mais genes 

super expressos na população brasileira. O maior número de genes quiméricos 

diferencialmente expressos foi registrado entre as populações de Cold-Shock.  

Figura 34. Distribuição do número de DEGs que também formam quimeras em D. simulans entre linhagens 

brasileiras e francesas no Controle e tratados Cold-Shock e Starvation 

 

A relação dos genes quiméricos DE identificados em D. simulans e seus ortólogos em 

D. melanogaster é apresentada na Tabela 5.  Dos sete genes quiméricos DE dois produzem 

transcritos quiméricos exclusivos de linhagens (GD18191 e GD24387), e um caso configura 

a produção de transcrito quimérico polimórfico populacional (GD15406). Mais uma vez, os 

resultados das análises de expressão diferencial populacional podem ter sido enviesados por 
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outliers (linhagens com expressão gênica muito maior ou menor que as outras numa mesma 

população). A família INE-1 compreende três das sete inserções de TEs relatadas. A respeito 

dos sítios de inserção, três estão localizados dentro de éxons e três upstream aos genes. Todas 

as inserções dos genes presentes na Tabela 5 também foram registradas no genoma D. 

simulans de referência (r2.02), com exceção de GD15406. 

Tabela 5.  Genes quiméricos diferencialmente expressos entre linhagens brasileiras e francesas, nas três 

condições, em D. simulans. O triângulo vermelho em uma linha representa a presença de um transcrito 

quimérico; o triângulo branco em uma linha representa a presença da inserção genômica do TE, mas sem um 

transcrito quimérico; a linha sem triângulos representa a ausência da inserção. 

 

Dentre os genes descritos na Tabela 5, os genes GD14844, GD15406 e GD18191 

também apareceram como possíveis candidatos nas análises de expressão diferencial entre 

controle e tratamento (Tabela 3). Os genes GD10984, GD14844, GD18191 e GD24386 são 

casos interessantes referentes a adaptação a zonas climáticas distintas. Apenas GD24387 

aparenta ter sua expressão modulada pela inserção do TE.  

GD10984, super expresso em ambas linhagens francesas no Controle e no tratamento 

Cold-Shock, apresenta uma inserção upstream do TE GATE (257 bp - LINE/Jockey), comum 

a todas as linhagens, produzindo transcritos quiméricos, exceto em Dssj27 (Figura 35, Figura 

Suplementar 67). Caso a transcrição do TE com o gene alterasse de alguma forma sua 

expressão (Tabela Suplementar 16), também haveria diferença significativa de expressão de 

GD10984 entre as populações em Starvation, já que as linhagens de Gotheron são as únicas a 

produzirem transcritos quiméricos nessa condição. Isso parece indicar que a desregulação 

transcricional deste gene pode ter relação com a colonização e adaptação a condições 

climáticas diferentes, e não à produção de transcrito quimérico. 

 

 

https://flybase.org/reports/FBgn0195728
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Figura 35. Ilustração da expressão do gene GD10984 entre Controle e Tratamentos e a presença do TE no 

genoma das quatro linhagens de D. simulans obtida por RNA-seq. A Figura representa no genoma os genes, em 

traços azuis e a presença dos TEs em verde (Retrotransposon com LTRs). Ambos estão identificados pela sua 

nomenclatura e pelo tamanho em bp de suas sequências em cada linhagem. Acima dos genes e dos TEs, em 

preto, estão representadas suas respectivas expressões em cada situação, como também a cobertura de leituras 

encontrada em cada linhagem. As setas indicam os casos onde os genes estão super (↑) ou sub (↓) expressos, e 

suas cores indicam a comparação. Essa representação permite a identificação e visualização da influência do 

elemento na expressão do gene hospedeiro. 

 

Como comentado anteriormente, GD14844 é também um gene que produz quimera e que 

está diferencialmente expresso entre controle e tratamento. Esse gene apresenta uma inserção 

roo (120 bp - LTR/Bel-Pao) presente apenas em Dsgoht61 e Dssj9, nas quais há a produção 

de transcrito quimérico (Figura 36). Nas linhagens brasileiras o gene está sub expresso após 

o tratamento Cold-Shock, apesar de Dssj9 exibir a produção de transcrito quimérico. Também 

não há diferença de expressão significativa de GD14844 nos demais tratamentos, mesmo com 

a produção de transcrito quimérico em outra linhagem. Portanto, a transcrição do TE com o 

gene não parece ser determinante da diferença de expressão encontrada. Esse caso parece 

exemplificar uma resposta das linhagens ao Cold-Shock, onde há diferença de expressão, 

especialmente nas linhagens adaptadas ao clima temperado (Figura Suplementar 68, Tabelas 

Suplementares 14 e 16).  

 

 

 

https://flybase.org/reports/FBgn0195728
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Figura 36. Ilustração da expressão do gene GD14844 entre Controle e Tratamentos e a presença do TE no 

genoma das quatro linhagens de D. simulans obtida por RNA-seq. A Figura representa no genoma os genes, em 

traços azuis e a presença dos TEs em verde (Retrotransposon com LTRs). Acima dos genes e dos TEs, em preto, 

estão representadas suas respectivas expressões em cada situação, como também a cobertura de leituras 

encontrada em cada linhagem. As setas indicam os casos onde os genes estão super (↑) ou sub (↓) expressos, e 

suas cores indicam a comparação. Essa representação permite a identificação e visualização da influência do 

elemento na expressão do gene hospedeiro. 

 

O gene GD18191 já foi destacado por apresentar expressão diferencial entre controle 

e tratamentos (seção 5.2). É um gene que conta com um elemento hobo (85bp - DNA/hAT) 

inserido parcialmente em um éxon e parcialmente em um íntron, e que está anotado em todas 

as linhagens, exceto Dsgoth61 (Figura 37). GD18191 está sub expresso nas linhagens 

brasileiras e só há a produção de transcritos quiméricos no Controle e Cold-Shock de 

Dsgoth31. Há uma clara diferença de expressão entre as populações, mas essa diferença não 

parece ser resultado da inserção do TE, tendo em vista que Dsgoth61 também exibe uma 

expressão maior que as linhagens brasileiras e não apresenta a inserção (Figura Suplementar 

70, Tabela Suplementar 14 e 16). Portanto, esse gene parece tanto ser um caso de adaptação 

à zona temperada, quanto responsivo ao estresse Cold-Shock, dado o aparente aumento da 

expressão; contudo, nem a comparação interpopulacional, nem entre tratamentos (Tabela 3), 

sugerem que a diferença de expressão esteja relacionada com a inserção do TE e a produção 

de transcrito quimérico.  

 

 

 

https://flybase.org/reports/FBgn0195728
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Figura 37. Ilustração da expressão do gene GD18191 entre Controle e Tratamentos e a presença do TE no 

genoma das quatro linhagens de D. simulans obtida por RNA-seq. A Figura representa no genoma os genes, em 

traços azuis e a presença dos TEs em coral (Transposon de DNA). Acima dos genes e dos TEs, em preto, estão 

representadas suas respectivas expressões em cada situação, como também a cobertura de leituras encontrada 

em cada linhagem. As setas indicam os casos onde os genes estão super (↑) ou sub (↓) expressos, e suas cores 

indicam a comparação. Essa representação permite a identificação e visualização da influência do elemento na 

expressão do gene hospedeiro. 

 

O gene GD24386 exibe uma inserção da família INE-1 (163 bp - DNA/Helitron) 

parcialmente em um éxon e parcialmente em um íntron, presente em todas as linhagens, no 

entanto, a produção de transcritos quiméricos ocorre apenas nas linhagens de Gotheron, 

exceto controle de Dsgoth61, e está sub expresso nas linhagens brasileiras, exceto controle 

(Figura 38). A presença do TE não parece ser determinante na diferença de expressão 

encontrada. Isso pode ser observado analisando a expressão na condição controle quando 

ocorre a produção de transcritos quiméricos em Dsgoth31, e em outras linhagens com 

expressão similar, mas que não produzem transcrito quiméricos, como Dsgoth61 e Dssj27 

(Figura Suplementar 71, Tabelas Suplementares 14 e 16). GD24386 é outro caso sugestivo de 

adaptação à zona temperada, ativada pelos estresses, tendo em vista que a diferença de 

expressão é significativa entre as populações após exposição aos dois tratamentos.  

 

 

 

https://flybase.org/reports/FBgn0195728
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Figura 38. Ilustração da expressão do gene GD124386 entre Controle e Tratamentos e a presença do TE no 

genoma das quatro linhagens de D. simulans obtida por RNA-seq.  A Figura representa no genoma os genes, em 

traços azuis e a presença dos TEs em coral (Transposon de DNA). Acima dos genes e dos TEs, em preto, estão 

representadas suas respectivas expressões em cada situação, como também a cobertura de leituras encontrada 

em cada linhagem. As setas indicam os casos onde os genes estão super (↑) ou sub (↓) expressos, e suas cores 

indicam a comparação. Essa representação permite a identificação e visualização da influência do elemento na 

expressão do gene hospedeiro. 

 

O gene GD24387 apresenta uma inserção INE-1 (162 bp - DNA/Helitron) upstream, 

anotada no genoma de todas as linhagens (Figura 39). Apenas no controle de Dssj27 há a 

produção de transcrito quimérico, condição em que foi relatada a superexpressão desse gene 

nas linhagens brasileiras em relação às linhagens francesas. Mais uma vez, a diferença de 

expressão calculada entre populações parece ter sido enviesada pela expressão de apenas uma 

linhagem. Analisando os dados normalizados de expressão e as ilustrações e painéis referentes 

ao gene (Figura 39 e Figura Suplementar 72), fica evidente que GD24387 é mais expresso em 

Dssj27 do que nas demais linhagens, independente da condição (Tabela Suplementar 14). 

Quando ocorre a produção de transcrito quimérico no Controle, a expressão é ainda maior, o 

que provavelmente pode ter influenciado na diferença de expressão calculada. 

Adicionalmente, análise de expressão diferencial intra populacional revelou que GD24387 

está super expresso no Controle de Dssj27, onde há a produção de transcrito quimérico, em 

relação ao Controle de Dssj9 (log2FoldChange: 4,74355681863546). Esse detalhe corrobora 

a hipótese de que a inserção TE possa ser a responsável pelo aumento da expressão de 

GD24387, já que só é DE quando ocorre a produção de transcrito quimérico.  

 

https://flybase.org/reports/FBgn0195728
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Figura 39. Ilustração da expressão do gene GD24387 entre Controle e Tratamentos e a presença do TE no 

genoma das quatro linhagens de D. simulans obtida por RNA-seq.  A Figura representa no genoma os genes, em 

traços azuis e a presença dos TEs em coral (Transposon de DNA). Acima dos genes e dos TEs, em preto, estão 

representadas suas respectivas expressões em cada situação, como também a cobertura de leituras encontrada 

em cada linhagem. As setas indicam os casos onde os genes estão super (↑) ou sub (↓) expressos, e suas cores 

indicam a comparação. Essa representação permite a identificação e visualização da influência do elemento na 

expressão do gene hospedeiro. 
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6 DISCUSSÃO 

Dentre as diferentes maneiras de identificar e compreender a contribuição dos TEs na 

evolução genômica, seus efeitos na mudança de expressão de genes hospedeiros e/ou 

adjacentes, por meio de eventos de domesticação, têm sido bem relatados. Transcritos 

quiméricos gene-TEs são uma excelente ferramenta para verificar a variabilidade que 

sequências de TE podem gerar no transcriptoma. Neste contexto, é interessante avaliar a 

contribuição que os TEs tiveram na história evolutiva de diferentes organismos. Espécies 

cosmopolitas, como Drosophila melanogaster e D. simulans, com populações adaptadas a 

localidades distintas, expostas a estresses ambientais diferentes, se tornam excelentes modelos 

para investigar eventos potencialmente adaptativos de TEs, como a domesticação, que podem 

estar associados com à colonização e à adaptação dessas espécies. 

A produção de transcritos quiméricos difere entre as espécies, mas não entre linhagens 

e tratamentos 

O conteúdo genômico de TEs anotado nesse trabalho foi maior nos genótipos de D. 

melanogaster que nos de D. simulans, assim como na quantidade de transcritos quiméricos 

identificados. Mostramos neste trabalho que a disponibilidade de cópias dos TEs no genoma 

parece proporcionar maior produção de transcritos quiméricos, dependendo de sua localização 

no genoma, em relação a regiões eucromáticas e a genes ativamente transcritos (Fontanillas; 

Hartl; Reuter, 2007). Diversos estudos apontam para a existência de uma certa preferência dos 

TEs em se inserirem em regiões regulatórias de genes, na heterocromatina, bem como em 

regiões centroméricas e teloméricas (Pimpinelli et al, 1995; Pardue; DeBaryshe, 1999; 

Biemont; Vieira, 2006; Mazzucchelli; Martins, 2009; Auvinet et al. 2019). Em D. 

melanogaster, os TEs configuram de 50 a 60% das regiões heterocromáticas e somente 4 a 

6% da eucromatina (Kapitonov; Jurka, 2003; Bergman et al., 2006).  

A distribuição genômica dos TEs depende, principalmente, da tolerância do genoma 

às inserções (Fontanillas; Hartl; Reuter, 2007). Levando-se em consideração que a maioria 

das inserções são deletérias, a abundância, distribuição e atividade desses elementos é 

regulada, controlada e reprimida por diferentes mecanismos do genoma. Um desses 

mecanismos é a expansão da heterocromatina, que pode modular a expressão de genes 

adjacentes à inserção (Lee, 2015; Lee; Karpen, 2017). Já foi relatado que as histonas 

repressivas da heterocromatina (H3K9me2) exibem níveis mais altos de expressão em D. 

simulans (Lee; Karpen, 2017), podendo significar que mecanismos de regulação das 
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atividades de TEs pela heterocromatina são mais intensos nessa espécie (Chakraborty et al., 

2019). Análises realizadas por Fablet e colaboradores (2022), combinando dados de inserção 

de TE polimórfica, RNA-seq, ChIP-seq de dois marcadores de histonas (H3K4me3 e 

H3K9me3), e RNA-seq de pequenos RNAs das mesmas linhagens de D. melanogaster e D. 

simulans analisadas neste trabalho, revelaram que a regulação epigenética é mais forte nas 

inserções de TEs em D. simulans. Isso sugere que não apenas o acúmulo de cópias de TEs 

observado em D. melanogaster em relação a D. simulans seja um fator determinante na 

produção de quimeras, mas também, que há mais TEs disponíveis na eucromatina das 

linhagens de D. melanogaster para serem recrutados na transcrição do que em D. simulans, 

podendo justificar a diferença observada neste trabalho na produção de transcritos quiméricos 

entre as espécies irmãs.  

As diferenças conhecidas nos conteúdos genômicos de TEs também refletem a história 

de invasão genômica por família de TEs em ambas espécies. Evidências indicam que D. 

melanogaster exibe marcas de terem passado por explosões de transposição de determinadas 

famílias TEs mais recentes de que D. simulans (Bowen; McDonald, 2001; Bergman; 

Bensasson, 2007; Kofler; Hill et al., 2015; Kofler; Nolte et al., 2015), por conter um grande 

número de cópias completas, ao passo que D. simulans contém muitas cópias degradadas, 

inativas e deletadas (Lerat et al., 2011). A via de RNAs que interage com as proteínas PIWI 

(piRNA), específicas de linhagens germinativas, e muito bem descrita em Drosophila 

(Brennecke et al., 2008), constitui um dos mecanismos de regulação transcricional e pós-

transcricional de TEs mais importantes, mantendo a estabilidade das células germinativas e, 

posteriormente, protegendo o zigoto da ação dos TEs (majoritariamente herdados da fêmea). 

Apesar de Saint-Leandre e colaboradores (2020) terem observado uma forte relação entre 

características de TEs recentemente ativos e os níveis de piRNAs, que indicavam uma 

preferência por famílias TEs que recentemente experimentaram explosões de transposição, a 

mesma correlação existia para D. simulans, que, como comentado, abriga cópias mais 

degradadas e antigas de TEs. Sabe-se que a produção de piRNAs depende da presença de 

famílias, que, ao atingirem um alto número de cópias, se acumulam em clusters nas regiões 

heterocromáticas, estabelecendo-se e estabilizando a produção das moléculas precursoras 

desse mecanismo de silenciamento (Kelleher; Barbash, 2013). Assim, os autores concluíram 

que a resposta de silenciamento por piRNAs persiste em espécies como D. simulans por 

atuarem como uma memória de longo prazo, garantindo a proteção genômica de possíveis 

futuras invasões (Saint-Leandre et al., 2020). As diferenças entre mecanismos de 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Chakraborty+M&cauthor_id=33563718
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silenciamento pré-transcricionais, frutos das diferentes histórias de invasão genômicas de 

TEs, juntamente com as diferenças inerentes específicas à regulação gênica podem explicar 

as diferenças no número de transcritos quiméricos observadas entre D. melanogaster e D. 

simulans. 

A produção de transcritos quiméricos não pareceu ser afetada por variações intra e 

interpopulacionais de ambas espécies, já que as linhagens não exibiram diferenças no número 

total de transcritos. O background genético referente a história evolutiva das linhagens e 

demografia das populações, que remontam invasões genômicas de TEs e, por conseguinte, os 

mecanismos específicos regulatórios de suas atividades, embasam as diferenças encontradas 

na quantidade e diversidade de famílias ativas nesses transcritos. Por outro lado, a estabilidade 

dos mecanismos regulatórios das atividades de TEs intra espécies, também explica a 

similaridade na produção de transcritos quiméricos encontradas em nossas análises.  

Nossos resultados também indicam não haver diferenças no número de transcritos 

quiméricos entre os controles e a exposição aos estresses Cold-Shock e Starvation. Há 

exemplos na literatura relatando a ativação de TEs por estresse, que, por conterem sequências 

cis regulatórias, podem também modular em trans a expressão de genes hospedeiros ou 

adjacentes.  Contudo, a ativação de TEs por estresse por si só é um evento raro (Oliveira et 

al., 2021), correlacionado positivamente com o quanto o estresse também causa uma resposta 

na expressão gênica. A escassez, no geral, de transcritos quiméricos indica que as inserções 

de TEs que os geram são provavelmente fortemente deletérias (Lipatov et al., 2005); assim a 

ativação de TEs quiméricos por estresse e, por conseguinte, a modulação de genes associados, 

é ainda mais reduzida. O efeito do estresse parece ser mais notado na expressão do que na 

quantidade de TEs recrutados e transcritos quiméricos produzidos. Portanto, nossos resultados 

sugerem que a regulação da transcrição de TEs é prioridade para o genoma, sendo que o 

aumento de sua transcrição em genes quiméricos, não é utilizada como resposta imediata ao 

estresse.  

Dois interessantes cenários puderam ser distinguidos entre os transcritos quiméricos 

gerados neste trabalho: transcritos polimórficos e inserções de TEs polimórficas. Esses 

transcritos quiméricos foram reconhecidos por serem produzidos exclusivamente em uma 

linhagem derivada da mesma população, ou exclusiva de linhagens derivadas de uma 

população e não da outra. Analisando os TEs constituintes desses transcritos exclusivos, 

puderam ser identificadas 67 inserções polimórficas entre as linhagens de D. melanogaster e 



99 

 

70 nas de D. simulans. Importante ressaltar que a presença de um TE no genoma de uma 

linhagem não significa necessariamente produção de transcrito quimérico; contudo, a ausência 

da inserção TE no genoma resulta em ausência de transcrito quimérico. As diferenças no 

recrutamento de inserções fixas no transcriptoma, aquelas encontradas no genoma de todas as 

comparações, podem ser explicadas pela atuação dos mecanismos epigenéticos de regulação 

transcricional, descritos anteriormente. As isoformas geradas por TEs quiméricos fixos 

também podem ser consequência do sítio de inserção, caso forneçam novos sítios de splicing 

alternativo, como TEs intrônicos (Treiber; Waddell, 2020). Uma inserção polimórfica de TE 

sugere tanto eventos de mobilização recentes, após divergência populacional, por exemplo, 

como também a perda das inserções. Portanto, a regulação transcricional por mecanismos 

epigenéticos específicos justifica somente os transcritos quiméricos polimórficos gerados por 

inserções fixas, e o carácter independente dos eventos de mobilização pode explicar 

polimorfismos de inserção encontrados. 

Nossa estimativa de genes que produziram quimeras no genoma está de acordo com o 

que já foi relatado na literatura. Encontramos cerca de 1,5% dos genes, tanto entre as linhagens 

de D. melanogaster quanto entre as de D. simulans, produzindo transcritos quiméricos. 

Lipatov e colaboradores (2005) encontraram ~1 % em D. melanogaster utilizando marcadores 

de sequências expressas (do Inglês: expressed sequence tags (ESTs)) e Batur e Ginjeiras 

(2013) encontraram até 1% dos genes produzindo transcritos quiméricos iniciados por TE ao 

analisar 36 estágios do ciclo de vida de D. melanogaster, que correspondiam a 1,6% de todos 

os transcritos. Também, Treiber e Waddell (2020) analisando o mesencéfalo de D. 

melanogaster, contabilizaram 264 genes produzindo transcritos quiméricos, o que 

correspondia a ~1,5% do conteúdo gênico. Oliveira e colaboradores (2023) utilizaram o 

genoma anotado (Modolo; Lerat, 2015; Mohamed et al. 2020), das linhagens de D. 

melanogaster utilizadas neste trabalho, na situação controle, e também encontraram 1,12% 

dos genes produzindo transcritos quiméricos. Portanto, concluímos que genes produtores de 

transcritos quiméricos são raros no genoma e não atingem 2%, independente da metodologia 

utilizada para a sua identificação.   

Transcritos quiméricos exonizados configuraram cerca de 92% do total produzido em 

D. melanogaster e 81% em D. simulans. Em D. melanogaster já foi relatado que 28% das 

inserções de TEs eucromáticas ocorrem dentro de genes (Kaminker et al., 2002; Lipatov et 

al., 2005). Ou seja, há maior ocorrência de TEs dentro de genes passíveis de transcrição, o 

que pode justificar o predomínio de transcritos TE-exonized encontrados. Oliveira e 
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colaboradores (2023) encontram 89% de transcritos quiméricos TE-exonized. Os autores 

atribuíram esse resultado à má classificação de transcritos iniciados e terminados por TEs pelo 

ChimeraTE, que inclui apenas inserções que estão totalmente fora das regiões gênicas na 

identificação de transcritos dos tipos TE-initiated e TE-terminated. Os nossos resultados 

podem também ser fruto dessa circunstância, pois uma vez que a inserção não esteja 

totalmente independente do gene, mesmo se o transcrito de fato iniciar ou terminar no TE, 

este será considerado como TE-exonized pela ferramenta.  

Antigos, Ativos e Invasores: papel de elementos das famílias INE-1 e roo e do elemento 

P na produção de transcritos quiméricos e polimorfismos de inserção  

Os elementos de Classe I são os mais abundantes no genoma de ambas espécies, e 

produziram mais transcritos quiméricos. Os elementos de Classe I são os maiores responsáveis 

pelo aumento do número de cópias TE no genoma devido ao seu mecanismo de mobilização 

“copia e cola” (Wicker et al., 2007), sendo os LTRs os maiores contribuintes na produção de 

transcritos quiméricos tanto em D. melanogaster quanto em D. simulans. Além de 

pertencerem à ordem de TEs mais representada em Drosophila, os retrotransposons com 

LTRs também são os mais ativados por fatores estressantes. Por serem mais propensos a 

manter suas atividades cis reguladoras ancestrais (Chuong; Elde; Feschotte, 2017), parecidas 

com os motivos necessários para ativação de genes responsivos ao estresse (Grandbastien et 

al., 2005), é provável que os retrotransposons com LTRs também sejam ativados por estarem 

próximos de genes responsivos ao estresse. De fato, a contribuição dos retrotransposons com 

LTRs na produção de transcritos quiméricos parece ter sido maior, no entanto, não parece ser 

resultado de ativação por fatores estressantes, uma vez que não identificamos discrepância no 

número de transcritos quiméricos entre tratamentos e controle. Portanto, a predominância de 

retrotransposons com LTRs em transcritos quiméricos parece ter relação com a maior 

disponibilidade de cópias dessa ordem no genoma. 

A família INE-1 (Helitron/Transposons de DNA) foi a mais abundante nos genomas 

das duas espécies, e também a maior contribuinte em transcritos quiméricos nas linhagens de 

D. melanogaster. Os elementos da família INE-1 participaram da produção de 37 transcritos 

quiméricos polimórficos em D. simulans, e somente uma inserção polimórfica, exclusiva da 

linhagem Dssj27; enquanto que em D. melanogaster foram encontrados 22 transcritos 

quiméricos polimórficos com essa família, mas nenhuma inserção polimórfica. Esses TEs são 

antigos (Kapitonov; Jurka, 2003; Kofler et al.; 2015), e ao longo de sua história evolutiva se 
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espalharam pelos genomas, aumentando o número de cópias; contudo, correspondem, a 

inserções imóveis, que acumularam mutações e perderam sua capacidade de mobilização. 

Estes elementos parecem ter invadido o genoma de D. simulans mais recentemente que em 

D. melanogaster (Chakraborty et al., 2021); portanto, não é surpreendente terem sido 

encontradas inserções polimórficas dessa família em D. simulans já que, nessa espécie, essa 

família é mais jovem, podendo existir elementos que ainda possuam capacidade de 

transposição.   

 A segunda família mais abundante no genoma das espécies irmãs e a mais frequente 

nos transcritos quiméricos nas linhagens de D. simulans é a família roo. Essa família é a mais 

abundante da eucromatina (Vieira; Biémont, 2004; Quesneville et al., 2005; Rahman et al., 

2015), e já foi registrada em alguns casos de eventos de domesticação em Drosophila (Malik; 

Henikoff, 2005; Volff, 2006; Nefedova et al., 2014; Merenciano et al., 2023). Sendo uma das 

famílias mais ativas do genoma, suas altas taxas de transposição (Dıaz-Gonzalez 2010, 2011), 

explicadas por exibir poucas marcas de histonas repressivas (Yasuhara; Wakimoto, 2008; 

Rebollo et al., 2012), acabam gerando muitos polimorfismos genômicos entre linhagens. Em 

nossas análises, roo foi responsável pela produção de 52 transcritos quiméricos exclusivos e 

26 inserções exclusivas entre as linhagens de D. melanogaster e 53 transcritos quiméricos 

exclusivos e 23 inserções exclusivas entre as linhagens de D. simulans. Nota-se que roo 

continua sendo a família com o maior número de polimorfismos de inserção em transcritos 

quiméricos, intra e interpopulacionais de ambas espécies, sendo todas inseridas dentro de 

genes. A maior disponibilidade de inserções polimórficas roo no genoma parece propiciar um 

maior recrutamento dessas inserções em isoformas de transcritos. Nossos resultados sugerem 

que as inserções roo mantidas dentro desses transcritos apresentam principalmente efeitos 

neutros em resposta ao estresse, mas também podem resultar em alguma vantagem adaptativa. 

Nossos resultados demonstraram que, em D. melanogaster, quase metade das 

inserções de TEs dentro de genes que produziram transcritos quiméricos estão localizadas em 

CDSs, e cerca de 71% em D. simulans. A tolerância a essas inserções que interrompem o 

quadro de leitura, possivelmente comprometendo a funcionalidade da proteína, pode ter 

relação com as famílias mais frequentes em cada região. A família roo foi a mais encontrada 

em CDSs em ambas as espécies, com uma média de tamanho de 109bp, enquanto que nas 

regiões 3’UTR, especialmente em D. melanogaster, a família INE-1 foi a mais frequente 

(~138bp). Em ambas famílias, a média de tamanho dessas inserções não chega a 200bp, 

podendo indicar a perda de porções da sequência que permitiam sua mobilização e ativação.   
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Por roo ser uma família muito ativa, que se mobiliza mais regularmente no genoma, não é 

surpreendente encontrá-la em maior frequência. Contudo, a média de tamanho desses TEs 

parece indicar que, sequências pequenas são normalmente mantidas em regiões codificantes 

por, provavelmente, estarem imobilizadas e sua tradução não ser prejudicial ao hospedeiro. 

Interessante citar que já foi encontrado, em Arabidopsis thaliana (Kabelitz; Baurle; 2015), 

uma correlação entre redução do silenciamento e a quantidade de inserções em 3’UTR, onde 

foi argumentado que talvez exista uma redução nos mecanismos de silenciamento nessa 

região, a fim de evitar o silenciamento do gene adjacente; como também, o processamento da 

extremidade 3’ na transcrição, pode indiretamente manter essas inserções protegidas. Assim, 

D. melanogaster possui muitas inserções de TEs em 3’UTR, especialmente INE-1, pois ao 

longo da evolução essas sequencias foram protegidas de silenciamento e degradação. Por INE-

1 ser uma família antiga, esta deve ter se mobilizado para as regiões regulatórias a mais tempo. 

O mesmo pode ainda não ter sido observado em D. simulans, por apresentar um histórico de 

invasão de TE mais recente.  

Curiosamente, o elemento P, com histórico de invasão genômica em ambas espécies, 

teve uma participação interessante na produção de transcritos quiméricos e inserções 

exclusivas. Descoberto em D. melanogaster na década de 70 (Hiraizumi, 1971; Hiraizumi et 

al., 1973; Kidwell; Kidwell; Dved, 1977; Engel; Preston, 1979), devido a sua relação com a 

síndrome da disgenesia híbrida, esse TE invadiu o genoma da espécie a partir de transferência 

horizontal de D. willistoni, na América do Norte (Daniels et al., 1990) originalmente em 

meados de 1800 (Engels, 1992), e teve uma rápida dispersão nas populações naturais de D. 

melanogaster entre 1950-1990. Em nossas análises, elementos P participaram de sete 

transcritos quiméricos exclusivos em D. melanogaster, todos na população de São José do 

Rio Preto, dentre os quais, seis eram inserções polimórficas, revelando que essa família parece 

estar mais ativa nas populações brasileiras do que nas europeias. Essa diferença pode estar 

relacionada ao histórico de dispersão de D. melanogaster, originária do continente Africano, 

que colonizou a América do Sul após a bem-sucedida ocupação no Hemisfério Norte. Assim, 

a invasão do elemento P nas populações naturais do Hemisfério Sul ocorreu mais tarde; por 

isso, as inserções dessa família nas linhagens francesas tiveram mais tempo de serem 

reguladas, degradadas e inativadas. Nossas análises indicam que os elementos P estão mais 

ativos em D. simulans, pois formaram três vezes mais transcritos quiméricos exclusivos, 

dentre os quais 10 configuraram inserções exclusivas entre as linhagens europeias. A detecção 

de elementos P em populações europeias de D. simulans é bem mais recente, a partir de 2006, 
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fruto provavelmente de um único evento de transferência horizontal a partir de D. 

melanogaster (Kofler et al., 2015), que rapidamente se espalhou para populações da América 

do Norte, África, Japão (Hill et al., 2016; Yoshitake et al., 2018), e só recentemente foram 

registrados entre populações naturais brasileiras (Nascimento et al., 2020). Portanto, foram 

identificadas mais inserções do elemento P polimórficas e potencialmente ativas nas 

populações francesas de D. simulans, pois a invasão foi mais recente, com tempo menor para 

dispersão e fixação entre as populações e o começo da regulação desse elemento. Por outro 

lado, a invasão do elemento P nas populações brasileiras é ainda muito recente para se 

observar inserções exclusivas.  

Inserções de TEs potencialmente adaptativas ativadas por estresse  

Ao todo foram contabilizados 41 DEGs entre as condições tratados e controle que 

produziram transcritos quiméricos. Os elementos de Classe I corresponderam a 63% e 56% 

das inserções referentes a DEGs, em D. melanogaster e D. simulans, respectivamente. Dentre 

eles, 78% em D. melanogaster e 86% em D. simulans eram retrotransposons com LTRs. 

Dentre os genes candidatos a terem TEs domesticados associados aos tratamentos, 17 

correspondem à inserção da família roo. Elementos dessa família já foram associados com 

alterações na expressão de genes responsivos ao estresse devido a presença de TFBSs 

(Merenciano et al., 2016). O estresse tem a capacidade de inibir o silenciamento de genes e 

reativar os TEs, sendo que a regulação epigenética é sensível a mudanças ambientais 

(Biémont, 2010; Slotkin; Martienssen, 2007). Contudo, já que a desestabilização do genoma 

pode também levar a um mau funcionamento de sistemas genéticos, a reativação dos TEs 

pode ser resultado desse efeito em vez da ação direta do estresse (Capy et al., 2000). De todos 

os DEGs quiméricos identificados, somente em seis a desregulação parece estar 

relacionada com a inserção do TE e/ou responsividade ao estresse. Os dados obtidos mostram 

que inserções de TE potencialmente adaptativas ativadas por estresse são raras, e que a grande 

maioria das inserções que produziram transcritos quiméricos devem ter efeito neutro e, por 

isso, são mantidos no transcriptoma. Nenhum dos genes relatados têm associação 

documentada com os estresses na literatura.  

As análises realizadas entre os DEGs entre o controle e depois da exposição aos 

estresses, que também produziram transcritos quiméricos, foram conduzidas a fim de 

encontrar potenciais casos onde a diferença de expressão encontrada fosse resultado da 

atuação do TE associado, que por sua vez tenha sido ativado pelo estresse. Deles, a expressão 
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dos genes Paris, Sulf1 em D. melanogaster e GD24271 em D. simulans está associada à 

presença do TE e, portanto, são sugestivos potenciais casos de domesticação de TEs.  

Dentre os três genes cujos transcritos quiméricos sugerem domesticação das inserções 

de TEs, dois exercem funções bem relatadas. O gene Paris apresentou uma inserção 

polimórfica de Transpac upstream ao gene, exclusiva das linhagens europeias, mas que só 

produziu transcritos quiméricos em uma das linhagens após a exposição ao estresse Cold-

Shock, onde estava DE entre controle e Cold-Shock. Esse gene é descrito como sendo substrato 

de PINK1 e parkin, genes esses associados ao desenvolvimento de deficiência do conteúdo 

de dopamina (DA) cerebral e degeneração seletiva dos neurônios DA da substância negra na 

doença de Parkinson (DP) em Drosophila (Pirooznia, et al., 2020), além de conter motivos de 

C2H2 proteínas zinc-finger (ZFPs) em suas sequências (Chung; Schäfer; Jäckle; Böhm; 2002; 

Zolotarev; Maksimenko; Georgiev; Bonchuk, 2016; Shapiro-Kulnane; Bautista; Salz, 2021).  

O gene Sulf1 também exibiu uma inserção polimórfica intrônica do elemento 

Micropia, exclusiva das linhagens europeias, mas que produzia transcritos quiméricos apenas 

em uma das linhagens de Gotheron após exposição a ambos estresses, onde estava DE em 

relação ao controle. Esse gene está relacionado com a compensação de sulfatação, um sistema 

regulador da biossíntese de sulfato de heparano (HS) (Dejima et al., 2013); é o único 

homólogo da família Sulf1 em Drosophila, conhecidos por removerem especificamente 

grupos 6-O-sulfato dentro das regiões altamente sulfatadas no HS, sendo que Sulf1 regula 

negativamente a sinalização do gene Wingless (Wg), resultando na redução das asas 

(Kleinschmit et al., 2013).   

Há uma carência na literatura de relatos funcionais dos genes de D. simulans; contudo, 

conhece-se as funções de seus ortólogos em D. melanogaster. GD24271 possui uma inserção 

do TE G5A comum a todas as linhagens, mas a produção de transcritos quiméricos só foi 

detectada em uma única linhagem, após exposição ao tratamento Cold-Shock, onde também 

estava DE. A expressão de GD24271 pareceu ter sido modulada pela inserção, tendo em vista 

que alterações na expressão foram detectadas apenas quando houve a produção de transcrito 

quimérico.  Esse gene é homólogo de CG18810, relatado por pertencer a família de genes 

transferases que controlam o ciclo S-palmitoilação, que contém um domínio de proteína 

altamente conservado, rico em cisteína, e um mote de Aspartato-Histidina-Histidina-Cisteína 

(DHHC).  S-palmitoilação é uma modificação dinâmica pós-traducional, que altera a função 

de proteínas, como proteínas de membrana, citoplasmática e integrais (Bannan et al., 2008).  
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 Os TEs que foram as quimeras atuam não apenas aumentando, ou diminuindo a 

expressão de seus genes hospedeiros/adjacentes, podendo estar ou não associados aos 

estresses. Foram identificados casos em que, apesar da formação do transcrito quimérico, o 

TE exibia um efeito neutro e não parecia contribuir com a modulação da expressão gênica. A 

diferença de expressão encontrada entre controle e tratamento era, portanto, referente à 

responsividade do gene em particular ao estresse, como também à susceptibilidade da 

linhagem devido seu background genético e histórico adaptativo.  Assim, os genes CG15043, 

RhoGEF64C em D. melanogaster e GD18191 em D. simulans pareceram ser genes 

responsivos ao frio, já que a modulação de sua expressão não pareceu depender da presença 

do TE e sim do estresse submetido.  

Colonização de novos ambientes e domesticação de TEs 

Diferenças de expressão em genes quiméricos entre populações que configuraram 

adaptações relacionadas a colonização de novos ambientes foram ainda mais raras que as 

ativadas por estresse. Ao todo, 16 DEGs foram identificados em D. melanogaster e D. 

simulans. Em ambas espécies houve um predomínio de inserções da família INE-1, família já 

descrita por ser antiga e inativa. Candidatos potenciais de domesticação, neste contexto, 

idealmente, seriam casos onde a inserção de TE associada à diferença de expressão gênica é, 

exclusiva de amostras de uma população geográfica, ou comum às populações de diferentes 

regiões geográficas, mas a produção de transcrito quimérico é exclusiva de populações de 

apenas uma região. Não foram identificados entre os DEGs das amostras de populações 

europeias ou sul-americanas casos de polimorfismos de inserção entre essas populações, nem 

transcritos quiméricos polimórficos sugestivos de domesticação. Contudo, foi possível 

caracterizar genes DE cuja variação de expressão sugere uma resposta adaptativa associada 

com a colonização de regiões climáticas diferentes, por estarem super e sub expressos em uma 

ou outra linhagem de uma região específica, como os genes CG40498, GD10984, GD14844, 

GD18191 e GD24386. Esses genes exibirão expressões elevadas apenas das linhagens 

europeias, independente da condição experimental, podendo indicar uma relação com 

adaptações decorrentes da colonização da zona temperada. 

Por outro lado, três genes quiméricos foram considerados potenciais casos de 

domesticação de TEs, CG5096, CG42598 e GD24387. O gene CG5096, que é super expresso 

nas duas linhagens de Gotheron, sugerindo um potencial caso de adaptação ao clima 

temperado, apresenta uma inserção do retrotransposon 412 em apenas em uma delas. A 
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produção de transcrito quimérico nessa linhagem parece aumentar ainda mais a expressão 

desse gene, sugerindo um potencial caso de domesticação. Não há função bem descrita para 

esse gene, tendo sido relatado apenas seu envolvimento com adesão celular, desenvolvimento 

e transmissão neural (Riedl et al., 2005). O gene CG42598 exibe uma inserção comum do 

retrotransposon Gypsy4 nas linhagens analisadas, e com exceção de uma linhagem francesa, 

todas as outras produzem transcritos quiméricos nas três condições, nas quais é observado o 

aumento de sua expressão. Não há função relatada para esse gene. Já o gene GD24387 de D. 

simulans, assim como o último gene, também exibe uma inserção do transposon de DNA INE-

1 comum a todas as linhagens, mas a produção de transcrito quimérico em apenas em uma 

delas (Dssj27), na qual ocorre um aumento significativo de expressão. Como comentado 

anteriormente, genes em D. simulans não são tão bem descritos, seu gene homólogo em D. 

melanogaster, Nfl, foi descrito como sendo essencial à fertilidade masculina em Drosophila 

(Flybase (http://flybase.org/);  MGI database (http://www.informatics.jax.org/; Yu et al., 

2015). 

A domesticação é produto final de um processo evolutivo longo e com muitas etapas 

Os genes DE Paris, Sulf1, CG5096, CG42598, GD24271 e GD24387, que produziram 

transcritos quiméricos, se mostraram, portanto, os candidatos mais promissores a revelar 

eventos de domesticação de inserção de TEs. Esses genes podem ter tido sua atividade 

transcricional modificada devido ao fornecimento de TFBSs e marcas epigenéticas pelos TEs 

(Mombach et al., 2022), o que aumenta a acessibilidade da cromatina para a maquinaria 

transcricional. Contudo, apenas a identificação de transcritos quiméricos não oferece um 

resultado conclusivo sobre sua domesticação, já que mRNAs podem vir a ser degradados por 

mecanismos pós-transcricionais, que assegurem a viabilidade do genoma e a funcionalidade 

do mRNA, ameaçadas pelo TE ou pela transcrição incorreta do gene. Dentre os mecanismos 

pós-transcricionais que podem silenciar a expressão de quimeras estão metilação do DNA, 

modificação de histonas e produção de siRNAs (do Inglês, Small Interfering RNA).  A 

metilação do DNA consiste na transferência de grupos metil no carbono 5 da citosina em 

eucariotos, que impede a ligação de fatores de transcrição (Bernstein et al., 2007) ou favorece 

a ligação de repressores transcricionais (Newell-Price et al., 2000). Contudo, este não é um 

mecanismo de silenciamento identificado em D. melanogaster e D. simulans.  Já modificações 

na cauda N-terminal das proteínas histonas (acetilação, fosforilação, metilação, ubiquitinação) 

podem interferir no estado de condensação da cromatina afetando a acessibilidade da 

maquinaria transcricional (Sutherland; Costa, 2003). A produção de siRNAs (do Inglês, Small 

http://flybase.org/
http://www.informatics.jax.org/
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Interfering RNA) em Drosophila e humanos, os piRNAs já comentados, está intimamente 

associado com o tecido germinativo materno e garante o silenciamento de TEs e a viabilidade 

do zigoto (Kidwell, 1983). Portanto, uma investigação sobre a domesticação dos TEs 

assinalados a esses genes e o valor adaptativo dessas isoformas deve ser realizada.  

7 CONCLUSÕES E CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Os elementos de transposição (TEs) são capazes de promover variabilidade genética, 

devido a sua capacidade de mobilização, e podem ser cooptados caso contribuam com a 

aptidão do organismo, podendo participar na evolução adaptativa orgânica (Sundaram; 

Wysocka, 2020; Feschotte, 2008). A domesticação desses elementos pode atribuir aos TEs a 

capacidade de modular a expressão de genes hospedeiros e/ou adjacentes, e será mantida caso 

seja vantajosa (Capy, 2021). A identificação de eventos de domesticação é de suma 

importância para mensurar a contribuição de inserções de TEs na evolução adaptativa do 

organismo. Transcritos quiméricos gene-TE são marcadores da variabilidade gerada por TEs 

no transcriptoma (Nicolau et al., 2021) e podem ser uma ótima ferramenta para buscar eventos 

de domesticação dessas sequências genéticas móveis. 

Em síntese, nosso trabalho permitiu propor: 

1) Casos potenciais de domesticação de TEs associados aos estresses submetidos 

destacando-se, dentre eles, os genes quiméricos Paris, Sulf1 e GD24271;  

2) Casos potenciais casos de domesticação de TEs independente da exposição a 

estresses, destacando-se os genes CG5096, CG42598 e GD24387; 

3) Casos potenciais de genes cuja variação de expressão seriam respostas aos 

estresses, como observado em CG15043, RhoGEF64C e GD18191; 

4) Casos potenciais de genes cuja variação de expressão seriam respostas adaptativas 

decorrentes da colonização da zona temperada, como observado em CG40498, 

GD10984, GD14844, GD18191 e GD24386; 

5) Que mecanismos epigenéticos e outros fatores que constituem o background 

genético das espécies definem a disponibilidade de cópias de TEs e a produção de 

transcritos quiméricos.  
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ANEXOS 

Em decorrência do número e tamanho as Figuras (arquivos pdf) e Tabelas Suplementares 

(arquivo EXCEL) estão disponíveis sob solicitação. 

 

ANEXOS A – Figuras Suplementares 

Figuras Suplementares 1 e 2. Famílias de TEs mais frequentes nas classes e subclasses de 

transcritos das linhagens de D. melanogaster, após a retirada das duas famílias mais 

frequentes em transcritos quiméricos (INE-1 e roo). 

Figuras Suplementares 3 e 4. Famílias de TEs mais frequentes nas classes e subclasses de 

transcritos das linhagens de D. simulans, após a retirada das duas famílias mais frequentes em 

transcritos quiméricos. 

Figuras Suplementares 5 a 9. Correlação de Pearson entre o conteúdo genômico das famílias 

de TEs e a frequência das famílias que mais formaram quimeras em D. melanogaster. 

Figuras Suplementares 10 a 14. Correlação de Pearson entre o conteúdo genômico das 

famílias de TEs e a frequência das famílias que mais formaram quimeras em D. simulans. 

Figuras Suplementares 15 a 34. Ilustração da expressão diferencial de genes candidatos com 

inserções de TE entre os tratamentos (Controle, Cold-Shock e Starvation) no genoma das 

quatro linhagens de D. melanogaster. 

Figuras Suplementares 35 a 56. Ilustração da expressão diferencial de genes candidatos com 

inserções de TE entre os tratamentos (Controle, Cold-Shock e Starvation) no genoma das 

quatro linhagens de D. simulans. 

Figuras Suplementares 57 a 65. Ilustração da expressão diferencial de genes candidatos com 

inserções de TE entre as linhagens das populações brasileiras e francesas de D. melanogaster. 

Figuras Suplementares 66 a 72. Ilustração da expressão diferencial de genes candidatos com 

inserções de TE entre as linhagens das populações brasileiras e francesas de D. simulans. 

 

ANEXOS B – Tabelas Suplementares 

Tabelas Suplementares 1 e 2. Totais de transcritos quiméricos nas linhagens de D. 

melanogaster e de D. simulans, respectivamente. 

Tabelas Suplementares 12 e 13. Dados de Expressão Diferencial dos genes candidatos entre 

os tratamentos (Controle, Cold-Shock e Starvation) em D. melanogaster e em D. simulans, 

respectivamente. 

Tabelas Suplementares 15 e 16. Dados de Expressão Diferencial dos genes candidatos entre 

as linhagens das populações brasileiras e francesas em D. melanogaster e em D. simulans, 

respectivamente. 
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ANEXOS C – Tabelas Suplementares 

Tabela Suplementar 3. Transcritos quiméricos comuns entre as linhagens de D. 

melanogaster - nomes e funções assinaladas a eles a) entre Dmgoth101 e Dmgoth63; b) entre 

Dmsj23 e Dmsj7; c) entre as quatro linhagens. 

Tabela Suplementar 4. Transcritos quiméricos comuns entre as linhagens de D. simulans - 

nomes e funções assinaladas a eles a) entre Dsgoth31 e Dsgoth61; b) entre Dssj27 e Dssj9; c) 

entre as quatro linhagens. 

Tabelas Suplementares 5 e 6. Identificação de genes que formam quimeras entre as 

linhagens - nomes e funções assinaladas a eles. de D. melanogaster e D. simulans, 

respectivamente. 

Tabelas Suplementares 7 e 8. Distribuição do número de transcritos quiméricos encontrados 

entre as classes, superfamílias e famílias de TE dispostos entre as linhagens e condições 

experimentais analisadas em D. melanogaster e D. simulans, respectivamente, 

adicionalmente entre as classes de transcritos definidas. 

Tabelas Suplementares 9 e 10. Distribuição de genes quiméricos, total de transcritos 

quiméricos e os exclusivos entre as linhagens de D. melanogaster e D. simulans, 

respectivamente, dos quais puderam ser identificadas inserções exclusivas potencialmente 

adaptativas. 

Tabela Suplementar 11. Expressão normalizada dos genes candidatos entre controle e 

tratado das réplicas das linhagens de a) D. melanogaster e b) D. simulans. 

Tabela Suplementar 14. Expressão normalizada dos genes candidatos interpopulacionais 

entre as réplicas das linhagens de a) D. melanogaster e b) D. simulans. 

 

 


