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RESUMO

A resisténcia aos inseticidas é um modelo de processo evolutivo onde o inseticida atua como
agente seletivo e, como resposta a selecéo, ocorre a evolucao da resisténcia nas populacdes d
insetos. As enzimas citocromo P450 monooxigenases (CYP) formam uma familia responsavel
pela resisténcia aos inseticidas. Tem sido proposto que a insercédo de elementos transponiveis
(TEs) em regides reguladoras ou codificadoras dos genes da fa@yplipode alterar a
expressdo génica e induzir a resisténcia aos inseticidas. No presente estudo foram realizadas
andlisesn silico que permitiram identificar a ocorréncia de inser¢des de fragmentos de TEs
em 35 gene€£yps com diferentes funcdes, em seus genes flanqueadores,Bamsophila
melanogaster e D. simulans, além de 13 gend3yps de seis espécies do grupelanogaster

de Drosophila. As insercdes de TEs ocorreram principalmente nas regides flanqueadoras 5
dos Cyps associados a resisténcia aos inseticidas e a funcdo monooxigenase geral. Os
resultados ndo indicaram qualquer relacéo entre a distancia em relacdo ao gene e o numero de
insercdes. As analises mostraram que a maioria das inser¢des pertence a classe de transposor
de DNA, sendo o transposon DNAREP1 DM o que apresentou 0 maior numero de copias. O
fato de essas sequéncias apresentarem putativos sitios de ligacdo de fatores de transcri¢ac
sugere que possam desempenhar algum papel na regulacdo do€ypsndambém foi
analisada a ocorréncia de polimorfismos de insercdo de TEs em regides flanqueadoras de
genes da famili€fyp, em diferentes linhagens geograficas resistentes e suscetivéls, de
melanogaster e D. simulans. Andlises evidenciaram a presenca de polimorfismo
interpopulacional de tamanho das regides flanqueadoras dos Ggp@sl, Cyp6a2 e

Cypl2d1, porém, ndo indicaram ocorréncia de associacdo entre a presenca de TEs e a
resisténcia aos inseticidas. Os resultados também mostraram que a insercdo de TES nas
proximidades dos gen&3/ps associados a resisténcia é diferencial entre as seis espécies do
grupo melanogaster, ndo seguindo a propor¢cdo genémica de TEs em cada espécie, 0 que
também sugere que esses TEs possam desempenhar um papel adaptativo nessas espécies.

Palavras-chave: Cyps. elementos de transposicdo. DNAREP1_DM. regulacdo da expressao
génica. resisténcia aos inseticidas. grupo melanogaster



ABSTRACT

Insecticide resistance is a model of evolutionary process where the insecticide acts as the
selective agent and resistance in the insect populations evolves as an answer to selection.
Cytochrome monooxygenases (CYP) is family of enzymes responsible for the insecticide
resistance. It has been proposed that insertion of transposable elements (TES) in regulatory or
coding regions of th€yp genes can alter gene expression and induce insecticide resistance.
In the present study silico analyses allowed identifying the insertion of TE fragments in 35

Cyp genes with different functions, in Drosophila melanogastand D. simulans as well as in

13 Cyps of six species of thexelanogaster group ofDrosophila. The TE insertions occurred
mainly in the 5” flanking regions d@yp genes associated to resistance and to those with a
general monooxygenase function. The results did not indicate any relationship between the
number of insertions and the distance in relation to the gene. The analyses showed that most
of the insertions belong to the DNA transposon class, being DNAREP1 DM the most
numerous. Since this element carry putative biding sites of transcription factors it can be
suggested they play same role in gene regulation. The polymorphism of TE insertions in the
flanking regions ofCyp6wl, Cyp6a2 and Cypl2dl, genes associated to resistance, found in
resistant and as well as in susceptible geographical straii3 afelanogaster and D.
simulans, does not indicate any relationship between the presence of TEs in those regions and
the insecticide resistance. The results also showed that the insertions of TEs in the proximities
of the Cyps associated to resistance is differential among six species ahdlaaogaster

group, not following the genomic proportion of TEs in each species. These results also
suggest that TEs inserted in @gp flanking regions can carry out an adaptive role for those
species.

Keyswords: Cyps. transposable elements. DNAREP1 _DM. gene expression regulation.
insecticide resistance. melanogastgroup.
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1 INTRODUCAO GERAL

Elementos de transposicdo (TEs) sdo sequéncias de DNA medianamente repetidas
capazes de se movimentarem nos genomas. Encontrados na maioria dos organismos, foram
descobertos na década de 50 por Barbara McClintock (McCLINTOCK, 1957). Observando o
padréo de coloracao dos gréaos, em estudos realizados com milho, McClintock propds que os TEs
agiam como “elementos controladores” da atividade génica. Durante quase meio século, muitos
cientistas, por ndo conhecerem completamente a funcao desses elementos, os consideraram com
DNA egoista ou parasita (DOOLITTLE; SAPIENZA, 1980; ORGEL; CRICK, 1980) ou mesmo
DNA lixo (OHNO; YOMO, 1991), pois imaginavam que os TEs agiam nos genomas apenas para
garantir sua sobrevivéncia. Contudo, estudos posteriores mostraram que essas sequéncias tambét
podem ter efeitos positivos, gerando mutacdes e rearranjos cromossodmicos que contribuem
significativamente para a evolucdo da estrutura e funcdo génica e do genoma de varias espécies
(BROSIUS, 1999; MAKALOWSKI, 2000; 2003; KIDWELL, 2002; LORENC,;
MAKALOWSKI, 2003; KIDWELL; HOLYOAKE, 2001; FONTANILLAS et al., 2007).

Os TEs foram classificados inicialmente por Finnegan (1989) que, de acordo com seu
modo de transposicdo, agrupou-os em duas classes: retrotransposons (classe I) e transposons ©
DNA (classe IlI). Os elementos da classe | sdo aqueles que se transpdem via um RNA
intermediario (0 qual € transcrito reversamente) pelo mecanisomy-and-paste” gerando
assim, multiplas copias no genoma. Por outro lado, os elementos da classe Il, denominados
transposons de DNA, apresentam atividade transposicional mediada pela transposase e se
movimentam pelo mecanismaut-and-paste’ Os elementos da classe | codificam algumas
proteinas, dentre elas a proteina do capsidio (GAG), a proteinase aspartico (AP), a integrase
(INT), a transcriptase reversa (RT), a RNAse (RH), a proteina do envelope (ENV) e a
endonuclease apurinica (APE). Os TEs da classe Il codificam outras proteinas, tais como a
transposase (Tase), a tirosina recombinase (YR), a proteina de replicacdo A (RPA), a helicase
(HEL), a protease cisteina (CYP), a DNA polimerase B (POL) e a integrase C (C-INT).
Recentemente, Wicker et al. (2007) propuseram um sistema de classificagdo unificado para os
TEs, também com base em seu mecanismo de transposicdo, similaridades de seqiéncia e
caracteristicas estruturais. Na nova classificacdo, mantiveram-se as duas classes ja usuais

(retrotransposons e transposons de DNA), mas a classe Il foi subdividida em duas subclasses.
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Os retroelementos da classe | foram subdivididos em cinco ordens: de acordo com sua
estrutura, organizacgéao e filogenia da transcriptase reversa (RT). A biide(do Inglés:Long
Terminal Repedt que apresenta como caracteristica uma longa repeticdo terminal, sitio de
duplicacdo e dominios codificantes de proteinas (GAG e POL), foi subdividida em cinco
superfamiliasCopia Gypsy Bel-Paq Retrovirus eERV. A ordemDIRS cujos componentes nao
geram sitios de duplicacéo no local de insercéo, € representada pelas supeftRglidgaro
e VIPER A ordemPLE (Penelopdike elements) contém elementos que codificam apenas a
transcriptase reversa (RT) e a endonuclease (EN), contidos em apenas uma superfamilia
(Penélopg As ordensLINE (Long Interspersed Nuclear ElementsyI®NE (Short Interspersed
Nuclear Elements), por sua vez, ndo apresehfBiRs. Os elementokINE estdo agrupados em
cinco superfamiliasR2 RTE JockeyL1 el) e, 0sSINEs, em tréstRNA 7SL RNAe 5sRNA.

As duas subclasses da classe Il diferem quanto ao numero de fitas de DNA cortadas
durante a excisdo: na subclasse 1, as duas fitas sédo cortadas e, na subclasse 2, apenas uma fite
cortada. A subclasse 1 é composta pela ordd#tn(do Inglés:Terminal Inverted Repeat), que
apresenta repeticoes terminais invertidas e sitio de duplicacédo no local de inser¢cdo no genoma, €
possui nove superfamiliag 1-Mariner, hAT, Mutator, Merlin, Transiih P, PiggyBac PIF —
Harbinger, CACTA e, pela ordem Crypton, com apenas uma superfan@lgpion, cujos
transposons ndo possudiiks. A subclasse 2 é representada por duas ordens, com apenas uma
superfamilia cada: HelitronHglitron) e Maverick Maverick. Os Helitrons ndo geram
duplicagdo no sitio alvo de insercdo e apresentam umtirfin na extremidade 3’; enquanto

os elementoMaverick por sua vez, possuem longdRs

1.1Ocorréncia e atuacao dos elementos transponiveis no genoma

Devido a sua capacidade de se replicarem aumentando o numero de copias, e de se
moverem para porcdes diferentes do genoma, os TEs constituem uma parcela representativa
(revisdo em KIDWELL; LISCH, 2000; 2001; WICKER et al., 2007) e estdo envolvidos na
evolucdo do tamanho dos genomas (PETROV, 2001; KIDWEL, 2002). Representam uma grande
parcela do genoma de plantas, alcancando cerca de 802éaemays (MEYERS et al., 2001);
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dentre os animais, compreendem cerca de 45 % do genoma humano (VAN DE LAGEMAAT et
al., 2003; POLAVARAPU et al., 2008); 12 % do genoma do ve@aenorhabditis elegans
(GANKO et al., 2003); e, do genoma Beosophila melanogastebs,5 % (BERGMAN et al.,
2006), mas apenas 2,73 % em sua espécie cripteimmulang CLARCK et al., 2007).

A maior parte das insercdes de TEs esta localizada em regifes intergénicas, introns e
UTRSs, possuindo desse modo maior chance de serem mantidas no genoma, pois, estdo sob menc
pressdo seletiva (KIDWELL, 2002; SELA et al., 2007; FONTANILLAS et al., 2007; YANG,;
BARBASH, 2008). Segundo Jordan et al. (2003), inser¢cdes de TEs em regibes promotoras de
genes de mamiferos, préximas do sitio de inicio da transcricdo do gene, sdo possivelmente
deletérias sendo, portanto, eliminadas por selecdo. Por outro lado, quando inseridos em regides
reguladoras, os TEs também podem afetar positivamente a expressdo do gene, como também de
genes adjacentes, devido a introducéo de elementos reguladores (CONTE et al., 2002; JORDAN
et al., 2003; THORNBURG et al., 2006). Em diversos TEs, foram identificadas sequéncias que
atuam como sitios de ligacdo de fatores transcrif@&By, nas quais se ligam motivos
reguladores da expressdo génica (THORNBURG et al., 2006; ALMEIDA; CARARETO, 2006;
POLAVARAPU et al., 2008).

Os TEs podem também se inserir em regides codificadoras de proteinas. Tem sido
mostrado que estas inser¢des, inicialmente deletérias, podem também ser mantidas por geraren
mudancas adaptativas, caracterizando o evento de exaptacao, ou domesticacdo (NEKRUTENKO;
LI, 2001; LORENC; MAKALOWSKI, 2003; LOPES et al.,, 2008). Trés principais tipos de
insercdes relacionadas a regides codificantes sdo encontrados nos genomas, com diferentes
resultados evolutivos: 1) em introns proximos a um éxon, podendo posteriormente se tornar em
uma extensdo do éxon; 2) em introns, de modo a se tornar um novo éxon, caracterizando um
evento de exonizacdo; 3) diretamente nos éxons, podendo alterar a seqUéncia protéica e,
consequentemente, induzir a modificagdes no fenotipo. A Figura 1 ilustra os trés tipos.
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Figura 1. Insercéo de TE em regifes codificantes de proteinas. Inser¢éo do TE (a) em introns préximos a
um éxon, podendo se tornar extensdo do éxon; (b) em introns, de modo a se tornar um novo éxon e (c)
diretamente no exon (elaborada por F. R. Lopes).
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As insercdes de TEs em regides codificantes tém sido observadas preferencialmente em
nivel transcricional, por serem possivelmente deletérias em nivel protéico; como reportado em
humanos (NEKRUTENKO; LI, 2001; GOTEA; MAKALOWSKI, 2006; SELA et al., 2007),
vertebrados (LORENC; MAKALOWSKI, 2003), camundongo (SELA et al.,, 2007) e café
(LOPES et al., 2008). Entretanto, domesticacdo de TEs, isto é, manutencdo de suas sequéncias n
proteina tem sido também relatada (MILLER et al., 1999, BUNDOCK; HOOYAKAAS, 2005,
REISS et al.,, 2005; GOTEA; MAKALOWSKI2006). Desta maneira, os TEs podem ser
considerados fontes de variabilidade para o genoma, além de desenvolverem um importante papel
na evolucdo génica e em sua regulacéo (revisdo em KIDWELL; LISCH, 2000; MAKALOWSKI,
2000; JORDAN et al., 2003; VAN DE LAGEMAAT et al., 2003; GANKO et, al. 2003; 2006;
THORNBURG et al., 2006).

Dentre as 12 espécies Deosophilaque possuem o genoma sequenciado, a porcentagem
de insercbes de TEs varia de 2,73 % Bm simulanse 24,93 % emD. ananassae
respectivamente as espécies com a menor e a maior porcentagem de TEs (CLARCK et al., 2007).
Dentre esses elementos, o transposon DNAREP1 DM é o mais abundante nesses 12 genomas

apresentando centenas a milhares de cépias.
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D. melanogastere D. simulansdiferem quanto a porcentagem gendmica de TEs. Na
primeira espécie, a porcentagem é praticamente o dobro (5,35 %) do valor observado na segunda
(2,73 %). Nas duas espécies, os TEs tém sido associados a evolucdo da resisténcia aos inseticida:
por estimularem a expressdo de genes responsaveis pela resisténcia metabdlica, ou mesmo, po
atuarem na geracado de novas funcdes protéicas devido a alteracao da estrutura génica (DABORN
et al., 2002; AMINETZACH et al2005).

1.2Relagéo dos elementos transponiveis com resisténcia aos inseticidas

A resisténcia aos inseticidas pode ser causada por mutacdes de ponto, amplificacdo génica
e elevada transcricdo. Mutagbes de ponto podem alterar as proteinas-alvo dos inseticidas,
impedindo a ligagdo do inseticida e, consequentemente, sua acdo no organismo, gerando a
resisténcia (FFRENCH-CONSTANT et al., 1998; AMICHOT et al., 2004). Por outro lado, a
amplificacdo génica aumenta o niumero de cépias dos genes e, conseqlentemente, sua expressa
aumentando o numero de proteinas-alvo dos inseticidas. A terceira causa da resisténcia se deve :
alteracdo da regulacdo dos genes envolvidos na resisténcia (revisdo em LI et al., 2007). Essa via
se caracteriza pela ocorréncia de alteragcbes gendmicas, como por exemplo, insercdes de TEs, qut
podem elevar a expressao dos genes codificadores das enzimas responsaveis pelo metabolisms
dos inseticidas (DABORN et al., 2002).

O metabolismo de xenobidticos, como os inseticidas, € composto por dois tipos de
reacdes enzimaticas (denominadas fases), as quais tornam o substrato mais sollvel em agua
facilitando assim sua eliminacdo. As enzimas de fase | (P450 monooxigenases) Sao responsaveis
pelo metabolismo oxidativo de muitos xenobioticos (biotransformacéo), enquanto que as de fase
Il (glutationa-S-transferases - GSTs) agem como inativadoras dos produtos da fase |, tornando-os
passiveis de excrecdo. Nesta fase, ocorre a conjugacdo com um substrato enddégeno por meio da
GSTs (conjugacao). As enzimas P450 monooxigenases agem principalmente no figado, contudo,
existe expressao por todo o organismo, incluindo intestino, tubulos de Malpighi, pulmdes, rins e
corpo gorduroso (McCART; FFRENCH-CONSTANT, 2008; CHUNG et al., 2009).
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Em geral, os inseticidas possuem uma acdo que leva a mortalidade rapida, por serem
neurotéxicos. Os insetos podem apresentar resisténcia aos xenobidticos naturais (como
defensivos quimicos produzidos pelas plantas), bem como, aos inseticidas sintéticos. A
resisténcia aos inseticidas envolve aumento no nivel de metabolizacdo das enzimas que
transformam o xenobibtico, reduzindo a sensibilidade ao inseticida para se ligar ao seu sitio-alvo
no sistema nervoso. Portanto, a detoxificacdo s é ativada se o inseticida ndo alcancar seu sitio
alvo, sendo metabolizado e degradado pelas enzimas CYP P450, caracterizando assim,
individuos resistentes (revisdo em HEMINGWAY; RANSON, 2000; RANSON et al., 2002;
DABORN et al., 2002; revisdo em LI et al., 2007). Dentre os genes codificadores de proteinas
relacionadas com a resisténcia metabdlica aos inseticidas, por detoxificagdo de xenobidticos
(drogas e outros compostos), destacam-se aqueles codificadores de trés familias de enzimas
(carboxilesterases, glutationa-S-transferases e citocromo P450 monooxigenases).

O genoma deD. melanogastetem aproximadamente 90 sequéncias pertencentes a
familia multigénica citocromo P450 monooxigena&€®y/p9, sendo 83 genes ativos e sete
provaveis pseudogenes (TIJET et al., 2001). A familia CYP possui genes envolvidos em uma
ampla variedade de processos biologicos, como no desenvolvimento do organismo (biossintese
de hormoénios ecdisona, juvenil e ferorménios) e no metabolismo de xenobidticos (inseticidas,
drogas, carcinégenos). O nome citocromo P450 é derivado do fato que estas sdo proteinas
celulares (cito) coloridas (cromo) com um pigmento com um comprimento de onda de 450 nm. A
reacdo mais comum catalisada pelo citocromo P450 é uma reacdo monooxigenase, que se
caracteriza pela inser¢cdo de um atomo de oxigénio em um substrato organico, enquanto o outro
atomo oxigénio é reduzido a agua.

A nomenclatura usual para os genes da superfamilia CYP é grafada em itdlico e é
composta pelo prefix€yp seguido pelo niumero da familia a qual ele pertence, uma letra que
indica a subfamilia e por um nimero que representa o gene, por ex@ypbyl Para a
designacdo da proteina, do RNAmM ou cDNA, sado utilizadas letras mailsculas (CYP6G1).
Membros de uma mesma familia compartilham mais de 40% de identidade na sequéncia de
aminocidos, enquanto que em subfamilias essa identidade corresponde a mais de 55% (reviséac
em HEMINGWAY; RANSON, 2000; TIJET et al., 2001).

Dentre os gene€yps associados a resisténcia aos inseticidasDemmelanogaster
destacam-se nove: Cyp46R@MICHOT et al., apud CHEN; LI, 2007¥yp6a2 (MAITRA et al.,
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2000; PEDRAet al., 2004),Cyp6a8 (MAITRA et al., 2000)Cyp6a9 (MAITRA et al., 1996),
Cyp6g1(DABORN et al., 2002; CATANIA et al., 2004; SCHLENKE; BEGUN, 200@yp6w1
(PEDRAZEet al., 2004)e 0sCyp12a4(BOGWITZ et al., 2005)Cyp12d1(BRANDT et al., 2002)

e Cyp308al(Gene Ontology Muitos dos geneLyps responsaveis pela detoxificacdo de
inseticidas enD. melanogaster, como por exemploaCpp6g1(DABORN et al., 2001, BRANDT
et al., 2002) e €yp12d1(BRANDT et al., 2002) estéo localizados no |6tsi(2)DDT ouDDT-

R (DABORN et al., 2001).

Estudos realizados com espécies Dmsophila tém associado a resisténcia aos
inseticidas, a superexpresséo de gedgss em decorréncia da insercdo de fragmentos de
elementos de transposicdo em suas regifes reguladoras ou mesmo dentro dos genes. A inserca
do elementoAccord a 291 pb antes do sitio de inicio de transcricdo do Gsmpéglem D.
melanogaste(DABORN et al., 2002; CATANIA et al., 2004; CHUNG et al. 2007), do elemento
Doc no gene ortologo aByp6glemD. simulans(SCHLENKE; BEGUN, 2004) e do transposon
de DNABaril na regido 3’ do gen€ypl2a4(MARSANO et al., 2005; BOGWITZ et al., 2005),
sdo alguns exemplos. Essa associacao, contudo, ndo esta completamente caracterizada, visto qu
tem sido relatado que em algumas linhagens susceptiveis, que apresentam a indeogid de
expressdo do ¥p6gl também é aumentada (SCHLENKE; BEGUN, 2004; FESTUCCI-
BUSELLI et al.,, 2005; KURUGANTI et al., 2007). A relagdo entre a inser¢cdo de elementos
transponiveis em genes associados a resisténcia aos inseticidas e a conseqiente evolugéo d
resisténcia € um problema atual ndo solucionado, que merece, portanto, ser investigado. Neste
trabalho, duas estratégias foram utilizadas para se investigar essa questdo. A primeira foi
investigarin silico, a ocorréncia de insercdes preferenciais de TEs em ggpeassociados ao
metabolismo de xenobibticos e, assim, inferir sua relacdo com a origem da resisténcia aos
inseticidas em espécies Beosophilado grupomelanogastercom foco enD. melanogastee
D. simulans A outra foi analisar, nessas duas espécies, a ocorréncia de polimorfismos de
insercdo de TEs nas regides intergénicas ou codificantes deQygrsesn linhagens susceptiveis
e resistentes a inseticidas,avaliar se ha correlagcdo positiva entre a insercdo dos TEs e a
resisténcia. O conhecimento dos processos associados a evolucéo da resisténcia aos inseticidas
aos xenobidticos tem importancia cientifica, como também, econdémica e de saude publica.
Esclarecer o papel dos elementos transponiveis nesse processo €, portanto, uma questao qu

merece ser investigada.
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2.1 INTRODUCAO

A andlise do tema resisténcia aos inseticidas é de particular interesse, visto que 0 uso
destes compostos, em lavouras e centros urbanos, no controle de pragas, tem aumentadc
consideravelmente nas ultimas décadas. Essa resisténcia pode ser causada por mutacdes de pont
amplificacdo génica e elevada transcricdo. Mutacdes de ponto podem alterar as proteinas-alvo
dos inseticidas, impedindo a ligacdo do inseticida e, conseqiientemente, sua agcao no organismo,
gerando a resisténcia (FFRENCH-CONSTANT et al., 1998; AMICHOT et al., 2004). Por outro
lado, a amplificagdo génica aumenta o numero de cépias dos genes e, conseqientemente, Su:
expressao, aumentando o numero de proteinas-alvo dos inseticidas. A terceira causa da
resisténcia se deve a alteracdo da regulacdo dos genes envolvidos na resisténcia. Essa via s
caracteriza pela ocorréncia de alteragcbes gendmicas, as quais elevam a expressao dos gene
codificadores das enzimas responsaveis pelo metabolismo dos inseticidas (revisdo em LI et al.,
2007). Dentre os genes codificadores de proteinas relacionadas com a resisténcia metabdlica aos
inseticidas, por detoxificagdo de xenobidticos (drogas e outros compostos), destacam-se aqueles
codificadores de trés familias de enzimas (carboxilesterases, glutationa-S-transferases e
citocromo P450 monooxigenases). Neste estudo focamos a andlise de genes que compdem &
familia das citocromo P450 monooxigenases (CYP).

O genoma dé. melanogastetem aproximadamente 90 gen@€gps sendo 83 genes
ativos e sete provaveis pseudogenes (TIJET et al. 2001). A familia CYP possui genes envolvidos
em uma ampla variedade de processos bioldgicos, como no desenvolvimento do organismo
(biossintese de hormdnios ecdisona, juvenil e ferormbnios) e no metabolismo de xenobibticos
(inseticidas, drogas, carcindgenos). Dentre os géppsassociados a resisténcia aos inseticidas
em D. melanogasterdestacam-se noveCyp4e2 (AMICHOT et al., apud CHEN; LI, 2007),
Cyp6a2 (MAITRA et al., 2000; PEDRAet al., 2004) Cyp6a8(MAITRA et al., 2000)Cyp6a9
(MAITRA et al., 1996),Cyp6g1(DABORN et al., 2002; CATANIA et al., 2004; SCHLENKE;
BEGUN, 2004),Cyp6wl (PEDRA et al., 2004),e os Cypl2a4 (BOGWITZ et al., 2005),
Cyp12d1(BRANDT et al., 2002) €Cyp308al(Geneacesso FBgn0030949). Em seis deles, a
resisténcia aos inseticidas (a mais do que um composto), de maneira geral, esta associada ¢

elevada transcricdo génica, tais com@yp6gl (DDT, imidaclopride, malathion, nitenpyram,
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dicyclanil, acetamipride, regulador de crescimento lufenui@gp6g2 (diazinon, nitenpyram),
Cyp6a2(DDT, malathion), cCyp6a8(imidaclopride, acido lauricoly Cypl2a4(lufenuron),e o
Cypl12d1(DDT, dicyclanil) (DABORN et al., 2002; 2007; LE GOFF et al., 2003; AMICHOT et
al., 2004; HELVIG et al., 2004; BOGWITZ et al., 2005).

Diversos estudos tém associado a resisténcia aos inseticida®swophilaa insercdo de
elementos de transposicdo em ge@gps Insercdes de TEs préximas aos sitios de inicio da
transcricdo dos genes sdo possivelmente deletérias sendo, portanto, eliminadas por selecaa
(JORDAN et al., 2003); entretanto, quando inseridos em regides reguladoras, podem afetar a
expressao do gene, como também de genes adjacentes, devido a introducdo de motivos
reguladores da transcricdo (CONTE et al., 2002; JORDAN et al., 2003; THORNBURG et al.,
2006).

Daborn et al. (2002) relataram que a resisténcia aos inseticidas, mapeadaDidTidRo
deD. melanogasterse deve a superexpressao de um unico gene P@&M6gl e que um alelo
relacionado a resisténcia tem sido distribuido globalmente. Esse alelo, ao contrario dos diversos
relacionados a resisténcia, ndo é caracterizado por uma mutagcdo de ponto, mas sim, pela inserca
de 491 pb do elemento transponideicorda 291 pb antes do sitio de inicio de transcricdo do
gene Essa associacdo resulta em elevada expressé@ypegl (DABORN et al.,, 2002;
CATANIA et al., 2004; CHUNG et al. 2007). Schlenke e Begun (2004) reportaram a associacao
entre insercdo de um TE e a resisténcia aos inseticidBs &mulans. Nessa espécie, 0 elemento
Doc esta inserido na regido anterior ao ortél@yp6glde D. melanogastere também esta
associado a superexpressao desse gene. Também Marsano et al. (2005), e Bogwitz et al. (2005)
sugeriram que a presenca do transposon de BBAL na regidao 3' do gen€ypl2addeD.
melanogastereleva a expressdo desse gene. Esses trabalhos associam a inser¢cdo dos TEs ¢
superexpressao dos ger@gse a resisténcia aos inseticidas. No entanto, estudos posteriores nao
corroboram essa relagdo, pois algumas linhagens suscetivéds delanogaster também
continham o elementAccordinserido na regiao flanqueadora do geyp@gle apresentavam,
da mesma forma, elevada expressdo desse gene (SCHLENKE; BEGUN, 2004; FESTUCCI-
BUSELLI et al., 2005; KURUGANTI et al., 2007). Esses resultados indicam que existe
associacao entre a insercdo do TE e 0 aumento da expressao génica, mas ndo necessariamente
alta expressdo desses genes esta associada a resisténcia aos inseticidas e, que o fenotipo pa

resisténcia € um fendbmeno complexo, que pode ser poligénico e determinado por diversos
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fatores, dentre eles, a insercdo de um TE, como a do eledertod na regido 5’ do gene
Cyp6gL(KURUGANTI et al., 2007).

A investigacdo do papel adaptativo da insercdo de TEs em @gmpadoi também
realizada por meio de andlisessilico. Recentemente, Chen e Li (2007), pesquisando o genoma
de D. melanogasteranalisaram a insercdo de TEs em oito g&hgssassociados a resisténcia
aos inseticidas e em um ge@st Gstd)), responsavel pela detoxificacdo de xenobidticos e, em
cinco genesCyps relacionados a biossintese de ecdisona e a regulacdo do desenvolvimento
(Cyp302al, Cyp306al, Cyp307al, Cyp3l4al, Cyp3lsete dos oit€ypsrelacionados com a
resisténcia aos inseticidas possuiam inser¢cdes de Cyp$d9foi o Unico geneCyp que nao
possuia TEs). Por outro lado, todos ©gps relacionados a biossintese de ecdisona e ao
desenvolvimento erd. melanogastendo apresentaram TEs inseridos nas regides intergénicas
5%ou 3. Chen e Li (2007) explicaram as diferencas observadas pelo fato que genes envolvidos
em respostas ambientais como o estresse, e 0 metabolismo de xenobidticos, tendem a ser mai
tolerantes a mudancas gendmicas causadas pela insercdo de TEs e, assim, apresentarem mai
numero de inser¢cdes (VAN DE LAGEMAAT et al., 2003). Essas mudancas podem alterar a
regulacdo desses genes e, conseqientemente, aumentar sua expressao, conferindo a resisténc
aos inseticidas via elevada expressao (revisdo em LI et al., 2007), visto que os TEs podem afetar
a transcricdo de genes por conterem elementos reguladores em suas sequéncias (SCHLENKE;
BEGUN, 2004). Entretanto, genes com fungBes béasicas essenciais para o desenvolvimento, séo
altamente conservados, estando sob uma forte selecdo negativa contra inser¢cdes de TEs (VAN
DE LAGEMAAT et al., 2003; LOWE et al., 2007).

Em decorréncia da insercdo preferencial de TEs em g€ges relacionados a
detoxificacdo de xenobibticos, Chen e Li (2007) concluiram que os TEs podem ser seletivamente
enriguecidos em genes relacionados a respostas ambientais a xenobidticos, mas relativamente
excluidos de genes essencihmusekeepingresultando em maior plasticidade gendémica nos
primeiros, e maior conservacao nos ultimos. Tais mudancas gendmicas seriam vantajosas para
organismos, tais como 0s insetos, que apresentam alto grau de plasticidade genética que 0s
habilita a co-evoluir com seus ambientes altamente variaveis e seletivos.

Drosophila melanogastex sua espécie cripti€a simulansséo as principais espécies do
géneroDrosophilautilizadas em estudos sobre a associacdo entre insercdes de TEs e a resisténcia

aos inseticidas. Embora estreitamente relacionadas, essas espécies apresentam diferenca
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relevantes quanto ao grau de diferenciacdo genética entre as populacdes (MORIYAMA,;
POWELL, 1996), variacdo nas sequéncias de DNA (AQUADRO et al., 1988; MARTIN-
CAMPOS et al., 1992) e variagéo protéica (CHOUDHARY; SINGH, 1987). Outros dois aspectos
importantes, e altamente relacionados ao presente estudo, dizem respeito a resposta diferencia
dessas espécies sob a selecdo a inseticidas (WALLACE, 1986; WINDELSPECHT et al., 1995) e
0 numero e tipos de elementos transponiveis presentes em seus genomas. De acordo Vieira et al
(1999),D. melanogasteapresenta o triplo de TEs (15 %) duesimulans(5 %), sendo que as
proporces de TEs nas regides eucromaticas correspondem, respectivamente a 5,35 % e 2,73 %
(BERGMAN et al., 2006, CLARCK et al., 2007).

Em face das caracteristicas particularesDdemelanogaster eD. simulans, acima
mencionadas, neste estudo visamos reavaliaitico, e em estudos populacionais, a questao da
insercdo preferencial de TEs em genes associados a resisténcia aos inseticidas, ampliando c
numero de genes ja estudados. As anairsedico foram realizadas em 35 gen@gps, dentre
eles nove genes associados a resisténcia, 20 com funcdo monooxigenase ainda ndo especificada
seis relacionados ao desenvolvimento, estando envolvidos na biossintese de ecdisona.
Adicionalmente, foram analisados os genes flanqueadores d&sgss tanto emD.
melanogastercomo enD. simulans. As analises populacionais foram realizadas em linhagens de
D. melanogaster e d®. simulans suscetiveis e resistentes a inseticidas, procedentes de

diferentes regifes geogréaficas.
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2.2 OBJETIVOS

Para avaliar a existéncia de possiveis associacdes entre a presenca de TEs e a resisténci
aos inseticidas er®d. melanogastee D. simulans e comparar as duas espécies quanto a essa

caracteristica, os objetivos especificos deste estudo foram os seguintes:

1. Verificar se ha insercao preferencial de TEs em regides intergénicas e génicas @ygenes
com fungdes distintas, comparados aos seus genes flanqueadores nas extremidades 5’ e 3'.

2. Relacionar o numero de inser¢cdes de TEs com o tamanho da regido intergénica dos genes
estudados;

3. Verificar se os TEs se inserem preferencialmente em regides promotoras;

4. Analisar, em populagfes naturaislemelanogaster ®. simulans possiveis polimorfismos
de insercdo de TEs, nas regides flanqueadoras 5" e 3" dogegeselecionados a partir da
analisein silico, como potenciais candidatos a apresentarem insercdes diferenciais entre

linhagens resistentes e suscetiveis a inseticidas nas duas espécies.
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2.3 MATERIAL E METODOS

2.3.1 Andlises in silico

Neste trabalho foram estudados 35 gebgsse seus genes flanqueadores, nos genomas
de D. melanogaster ®. simulans. Estes genes foram selecionados apds uma busca na literatura
por genesCyps associados a resisténcia aos inseticidas, e também por Gyjpegjue se
localizam proximos aos primeiros, eBrosophila e outros insetos. Para a andlise, foram
utilizados 0 genoma sequenciado deD. melanogaster (versao 5.5:

ftp://ftp.flybase.net/releases/FB2008 01/dmel_r5.5/fpsta’assemblymosaico, correspondente

a diferentes linhagens geograficadddesimulanscujas sequéncias dos bragos cromossomais 2L,

2R, 3L, 3R, 4, X e a parte ndo agrupada (chamada de U) correspondem a primeira versédo do
genoma deD. simulans, disponivel no sititp do Genome Sequencing Centiat Washington
University Medical Schod(tp:/ftp.flybase.net/releases/FB2008 01/dsim_r1.0/fasta/

Modelos génicos estdo disponiveis tanto no genonia declanogastef13.733 genes)

guanto emD. simulans (15.983) entretanto, apenas 0 primeiro apresenta seus genes

extensivamente anotados e depositados LoousLink (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/

guery.fcgi.db=gene Assim, a identificacdo dos genes da fam@ig nos dois genomas foi

obtida por meio das coordenadas genémica® emelanogastee por meio de comparacgdes por
BLASTN (ALTSCHUL et al. 1990) entre as sequéncias completas dos @&mesde D.
melanogastercontraD. simulans com os parametros cob = e-0.5, V = 10000, B = 10000

Apés levantamento da localizacdo genémica de cada@gméoram extraidas suas sequéncias e

de seus genes flanqueadoral®m das regifes intergénicas 5 e 3'. Essas sequéncias foram
utilizadas como fonte de dados para avaliacdo da ocorréncia de fragmentos de elementos de
transposicdo nas regides intergénicas 5 e 3’ e para uma analise comparativa dos resultados
obtidos para os geneSyps e seus flanqueadores. A contagem das insercbfes dos genes
flanqueadores foi realizada na regido intergénica ndo comur@ypoComo controle, foi
realizada uma busca por inser¢cdes de TEs em uma amostra de 70 gebggsisétecionados

aleatoriamente nos genomas de ambas as espécies.
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A identificacdo de elementos de transposicdo nesses genes, e suas respectivas regides
intergénicas 5 e 3, foi realizada pelo prograniepeatMasker(RM) versdao 3.1.9

(http://www.repeatmasker.grgcom a ferramenta de alinhame@moss_matctversdo 0.990329

(pacote Phrap/cross_match/swat: http://www.phrap.org/phredphrapconsgadiitnda 0 banco

de sequéncias de TEs de referéncia do gdbeysophilaoriundas ddRepbasgJURKA et al.,
2005). Para eliminar resultados espurios, somente escomeatdees RM > 225 foram aceitos,
condi¢Oes de procura de maior sensibilidade/menor velocidade (condi¢do “-s”), matriz relativa ao
conteudo GC dauery (“-gccalc”) e sequéncias de DNA de baixa complexidade n&o foram
mascaradas (ftolow”). Foram considerados todos o0s alinhamentos registrados pelo
RepeatMaskepara analises posteriores sem imposicdo de escores adicionais e comprimento
minimo. Sequéncias do mesmo elemento que estavam separadas em até 200 pb, foram
consideradas como sendo apenas uma copia. A avaliacdo da significancia das diferencas entre
ndmero de insercdes entre as regides 5’ e 3', foi realizada por meio do teste do

Foi ainda realizada uma predicédo de putativos sitios de ligacdo de fatores de transcricao,
nas copias do elemento DNAREP1_ DM, utilizando a ferram&littaba2 (GRABE, 2002). Este
programa consiste em alinhar a sequiéncia de entrada com uma sequéncia ja conhecida do banc
de dados. Para o parametro de conservagao da matriz foi utilizado o padrédo do programa (75 %
de conservacdo) e para o parametro de similaridade da sequéncia analisada com a matriz foi
utilizada a opcao 100 %, o que significa que a sequéncia de entrada apresenta praticamente 0s

mesmos nucleotideos da seqliéncia da matriz.

2.3.2 Analises populacionais

2.3.2.1 Espécies

Foram analisadas nove linhagensdemelanogastee 10 deD. simulans, classificadas
como resistentes ou suscetiveis ao DDT por meio de bioensaios realizados por Granzotto 2007
(Tabela 1).
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O DNA genbmico foi extraido de 30 individuos de cada linhagem (DANIELS;
STRAUSBAUGH, 1986, com modificacdes). Foram desenhados oligonucleotideos iniciadores

gue amplificam fragmentos das regides flanqueadoras 5’ ou 3" dos @Qgmeselecionados a

partir da analisén silico (Tabela 2). As reacdes R foram ajustadas para cada sequéncia a

partir das seguintes condi¢des padrdes: 200 ng de DNA genémico, 0.4 mM de cada dNTP, 2 mM

de MgCh, 0.4 uM de cada iniciador, 1 U de Taq Platinum DNA polimerase (Invitrogen) em

tampéo 1X, completando-se com agua ultrapura até o volume finalpde 2%iclagem constou

de 3 minutos a 94 °C para desnaturacéao inicial; e 30 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 65

°C, 3 minutos a 72 °C, finalizando com um ciclo de 10 minutos a 72 °C para extensdao final.

Como controle negativo foi utilizada agua ultrapura. Os fragmentos amplificados foram

separados por eletroforese (90 volts durante 35 minutos) em gel de agarose 1 % preparado com

tampédo TAE 0,5x e, em seguida, corado com brometo de etideo e visualizado sob luz ultravioleta.

Tabela 1.Espécies e linhagens analisadas, caracteristicas quanto a resisténcia (R) ou suscetibilidade
(S), procedéncias geograficas e ano da coleta.

Espécies Linhagens R/S Procedéncia Geografica Coletor/Ano de Coleta
D.melanogaster SE S Aracaju/SE Taline B. Pinula/20C
LE R Lencois/BA Maura H. Manfrin/200
MU R Mucuri/BA Maura H. Manfrin/200
ITA R [tatnas/E: Maura H. Manfrin/200
RF R Sao José do Rio Preto/ Lilian Madi-Ravazzi/200
BG R Bento Gongalves/F Gladis F. da Cunha/20
SM R Santa Maria/R Paulo R. P. Hoffman /201
TAV R Tavares/R Paulo R. P. Hoffman/20i
Cantor-S S Laboratério Padré -

D. smulans LE S Lencois/BA Maura H. Manfrin/200
MU S Mucuri/BA Maura H. Manfin /200¢
ITA S [tatinas/E: Maura H. Manfrin /200
PF R Paulo de Faria/S Leiza Penariol /20(C
ov R Onda Verde/S Adriana Granzotto/20(
RAT R Ratones/S Paulo R. P. Hoffman /20
BG R Bento Gongalves/F Gladis F. da Cunha /20
AMI S Amieu/NovaCaledoni Cristina Vieira/200
MAK S Makindu/Africe Cristina Vieira/200
MAD S Madagasc: Cristina Vieira/200
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Tabela 2 Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores e tamanho esperado dos fragmentos (pb)
amplificados de genes da famiigprelacionados a resisténcia aos inseticidas.

Genes Primer Forward Primer Reverse pb
Cyp6wl 5 Dm 5" TCGGTGTGCCATCCAGGTTATACT 37 5" TGCTACATTAGGGACACCCAACCT 3" 670
Cypbwl 5’ Ds 5" TCGGTGGCACTCCAGGTTATAGTT 3 5 TTTGGGCGTCTTTGGAATCTGC 3" 1024
Cyp6wl 3’ Ds 5" AGATGTGGCACCGATTTGGTTGTC 3’ 5" GCATTCAACATGACACGGCCAAGA 3" 923
Cyp6a2_5'_Dm 5"  CATTCGAAAGCAATGTCGCGTAGT 3 5 TCTTCTCGTCGGGCGCTTCATTAT 3" 896
Cyp6a2_5' Ds 5" CCAAACTTGGTTTGTCGGCTTATCTG 3 5" CCCGGCACAAATGCACATCCTAAT 371035
Cyp6a2_3'_Ds 5" TCCAATTTACGCGTGACAAGCCAG 3’ 5 TTTCGCAAATGTCAATGCCTCCGC 3° 834
Cyp4e2 5° Dm 5 CGGAAGAACAACGAACAGAATAATGCCG 3’ 5 TTCTGTTCCGCTCCGTCACGTTT 3"~ 427

Cypl2dl 5 Dm 5" AATCGCCGTGAATTGCCTACCTCA 37 5" AGATGCTAGAACTCTGGAGATGCC 3" 636
Cypl2a4 3'_Dm 5" GATCAACTTGCCAAACATTCCGCTC 3 5" GGACTGGCTCAATGGTATCACAAC 31852

2.3.2.3 Clonagem e sequienciamento

A maioria dos fragmentos com polimorfismo de tamanho entre as linhagens geograficas
suscetiveis e resistentes Be melanogaster é. simulans obtidos a partir da PCR foram
diretamente purificados usando o KBFX™ PCR DNA and Gel Band PurificatiofGE
Healthcare), e sequienciados. Outros fragmentos foram extraidos do gel de agarose, purificados e,
posteriormente, clonados com o kit TOPRL Cloning (Invitrogen), segundo as especificacdes
do fabricante, e sequenciados.

2.3.2.4 Analise das sequéncias

As sequUéncias obtidas foram analisadas com auxilio dos proggiotadit (HALL,
1999),BLAST(ALTSCHUL et al., 1990)BLAST 2 sequenc€SATUSOVA; MADDEN, 1999)
e alinhadas com GlustalW(THOMPSON et al., 1994). O prograrRepeatMaskefoi utilizado

para identificar elementos transponiveis nas sequéncias obtidas, visando detectarem-se insercoe:
de TEs em regides regulatorias dos genes.
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Para andlise do polimorfismo dos TEs inseridos mais frequentemente nas regides
flanqueadoras sequienciadas dos g&gss foi estimada a diversidade nucleotidicd (NEI;
Kl, 1979), como implementado pelo programa DnaSP versdo 4.10.9. (ROZAS et al., 2003).
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2.4 RESULTADOS

A familia multigénica Citocromo P450 monooxigenases possui 90 genes no genoma de
D. melanogasteros quais desempenham diferentes func¢des biolégicas (DABORN et al., 2007;
McCART; FFRENCH-CONSTANT, 2008). Segundo Chen e Li (2007), dentr€yps com
funcbes j4 determinadas, seis estdo envolvidos na sintese de hormonios relacionados ao
desenvolvimentoGyp302al, Cyp306al, Cyp307al, Cyp31l4al, Cyp3eiainbém €ypl8a)
e nove estdo associados ao metabolismo de xenobidticos, tais como os ins€igda?, (
Cyp6a2, Cyp6a8, Cyp6a9, Cyp6gl, Cyp6wl, Cypl@ggl2dle também €yp308al.

2.4.1 Insergbes de TEs em genes Cyps com funcgdes distintas

Neste trabalho foram analisadossilico 35 geneCyps(incluindo os 15 acima citados) e
seus genes flanqueadores nas extremidades 5 e 3’, para a deteccdo de insercfes de elementc
transponiveis (TEs) no genoma @ melanogastere D. simulans Para verificar se havia
insercéo preferencial de TEs em ge@gpscom diferentes funcdes e em seus flanqueadores, os
genesCypsforam agrupados em trés categorias funcionais, de acordo com sua funcdo dada pela
nomenclaturaThe Gene Ontology(2001): 1) nove genes relacionados a resisténcia aos
inseticidas; 2) 20 genes relacionados a atividade de monooxigenase (detoxificacdo) em geral,
cujas funcbes especificas ndo foram ainda definidas e, por isso, passam aqui a serem chamado
simplesmente de atividade monooxigenase e 3) seis genes relacionados ao desenvolvimento. Os
genes flanqueadores foram agrupados de acordo com a funcéoGlgpsezinho. As insercdes
presentes em cada gene sao apresentadas nos Apéndices A a D, da seguinte man€yasgenes
(Apéndice A) e genes flanqueadores (Apéndice B)Ddemelanogastere genesCyps e
flanqueadores dB. simulans, respectivamente nos Apéndices C e D. Essas insercdes pertencem
a diferentes classes e ordens de elementos de transposicao.

O namero total de inser¢des, bem como seus tamanhos médios e divergéncias médias (em

relacdo ao elemento candnico) sdo apresentados na Tabela[3. lBelanogasterdentre os
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genesCyps, 0 maior numero meédio de insercdes por gene ocorreuCygps associados a
resisténcia (1,67), enquanto que o menor foi observadGymsassociados ao desenvolvimento
(0,50). Nos genes flanqueadores @ygps tanto a maior média (2,0), quanto a menor (0,33),
também foram observadas naqueles associados a resisténcia e ao desenvolvimento,
respectivamente. Para o tamanho, a maior média das inser¢cO€ypsazcorreu nNos genes
associados a atividade monooxigenase (1.619 pb) e, a menor, nos genes associados ac
desenvolvimento (77 pb). Para os flanqueadore£gps a maior média foi encontrada naqueles
associados a resisténcia (417 pb) e, a menor, nos associados a atividade monooxigenase (75 pb)
A divergéncia das inser¢cfes encontradas nos geyymsvariou de 22,75 %, em média, nMogps

de desenvolvimento, a 3,50 %, n@yps associados a atividade monooxigenase. NOs genes
flanqueadores, a divergéncia variou de 19,86 %, também naqueles associa@ypsads
desenvolvimento, a 14,06 %, nos flanqueadoregpsassociados a resisténcia.

ParaD. simulangTabela 3), o nUmero médio de inser¢cdes nos dgeyesvariou de 3,33
a 0,35, respectivamente nos genes associados a resisténcia e a atividade monooxigenase. No
genes flanqueadores d&yps a maior média foi 1,12 inser¢bes (flanqueadores Cgss
associados a atividade monooxigenase) e, a menor, foi 0,17 inser¢des (flanqueadOyps dos
associados a resisténcia). Para o tamanho, a maior média das inser¢gogssiogsrreu nos
genes associados a atividade monooxigenase (314 pb) e, a menor, nos genes associados
resisténcia (159 pb). Para os flanqueadoresQygs a maior média foi encontrada naqueles
associados a atividade monooxigenase (238 pb) e, a menor, nos associados a resisténcia (85 pb)
A divergéncia média das insercdes encontradas nos d@gymsvariou de 16,72 %, nos
associados a resisténcia, a 10,07 %,Cyssassociados a atividade monooxigenase. Da mesma,

a maior e menor divergéncia média ocorreu nos flanqueadores @gpse0,51 % (doLypg e
15,60 % (atividade monooxigenase).

As porcentagens de TEs inseridos em genes e regides intergénicas foram calculadas para
0s genes de cada categoria funcional, em relacdo ao total de TEs nos genes analiBados em
melanogaste(29 nosCypse 38 em seus flanqueadore$). simulang40 nosCypse 23 em seus
flanqueadores), respectivamente (Figura 1).G9psenvolvidos na resisténcia aos inseticidas
apresentaram, eld. melanogasterproporcionalmente maior numero de inser¢des de TEs (15 =
51,72 %) que aqueles associados a atividade monooxigenase (11 = 37,93 %) e ao

desenvolvimento (3 = 10,34 %), 0 mesmo ocorrendo para seus respectivos genes flanqueadores
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(resisténcia: 57,89 %; atividade monooxigenase: 34,21 % e desenvolvimento: 7,89 %) (Figura 1
a). A mesma relacdo foi observada &msimulans os geneLCyps associados a resisténcia
apresentaram maior propor¢do de TEs (30 = 75,00 %) que os associados a atividade
monooxigenase (7 = 17,50 %) e ao desenvolvimento (3 = 7,50 %). Porém, para os genes
flanqueadores, os associados dbgs com atividade monooxigenase apresentaram maior
porcentagem de inserco@2,6 %), enquanto para as demais categorias funcionais, a proporcao
foi a mesma (8,70 %) (Figura 1 b). As diferencas entre as proporcdes de inser¢cdes de TEs nos
genesCypse seus respectivos flanqueadores ndo foram significantes em ambas as é3pécies (
melanogastenc: 0,77; p > 0,05D. simulansx®: 3,37; p > 0,05).
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Tabela 3.Namero total de genes analisados em cada categoria funcional (N), valores médios, minimos (<) e max
(>) do numero, do tamanho e da divergéncia de elementos de transposicdo €dygsnesus genes flanqueadores.

D. melanogaster D. smulans
Genes v . — v . —
N numero tamanho divergéncia (%) N namero  tamanho divergéncia (%)
(< > (< > (< > (< > (< > (< >
< de resisténcia 9 1,67 724 9,72 9 3,33 159 16,72
Cyp (1;7)  (31;7914)  (0; 26,67) (2;22)  (36;392)  (7,32; 25,86)
FlanqueadoresCyps 11 2 417 14,06 12 0,17 85 20,51
de resisténcia (1;23) (33;5126) (0,14, 24,14) (2) (74; 95) (18,92; 22,11)
. 20 0,55 1619 3,50 20 0,35 314 10,07
Cyps monooxigenase (1:3) (31;7914)  (0; 13,63) (1:3)  (34;1728) (0,23 26,15)
Flanqueadoresaos 16 0,81 75 16,98 17 1,12 238 15,60
Cyps monooxigenase 1;7)  (32,142) (0; 26,27) (1,10)  (35;1728)  (0,23;24,99)
Cypsde 6 0,50 77 22,75 6 0,50 198 12,43
desenvolvimento (3) (80;84)  (18,75; 28,92) 1,2 (60;385) (2,64, 25,00)
FlanqueadoresCyps 9 033 134 19,86 9 0,22 107 19,75

de desenvolvimento (1;3) (88;189) (12,20; 31,09) (2) (87,127)  (12,79; 26,72)
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Figura 1. Porcentagem de insercdes de TEs (ordenada) em diferentes
categorias funcionais de gen@gpse de seus flanqueadores (abscissa),
em relacdo ao total de TEs inseridos Bm melanogaster(a) e D.
simulans(b). GenesCypse seus flanqueadores associados a resisténcia
aos inseticidas (preto), gen€yps e seus flanqueadores associados a
atividade de monooxigenase (branco) e g&gse seus flanqueadores
associados ao desenvolvimento (cinza). Nameros de inserc6es indicados
acima de cada coluna.
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2.4.2 Distribuicdo de TEs em regides intergénicas e génicas dos genes Cyps e seus flanqueadores

Foi realizada uma busca por insercdes de TEs tanto nas regides géniCsips#oseus
flanqueadores quanto nas regides intergénicas inteiras, independente do seu tamanho, para
analisar a ocorréncia de distribuicdo diferencial entre essas regides. As insercbes estavam
principalmente localizadas em regides intergénicas quando comparadas as regifes codificantes,
ocorrendo em maior nimero nas extremidades 5’ do que nas 3’ (Apéndices A a D), tabto para
melanogaste(Figura 2 a), como paf. simulangFigura 2 b). As diferencas observadas entre as
duas regides foram significantes para os g&gss (x> 16,60; p < 0,01), mas ndo para seus
flanqueadoresx: 1,80; p < 0,05) erD. melanogasterentretanto, foram significantes tanto para
0sCyps(x%: 7,60; p < 0,01) quanto para seus flanqueadafe4,19; p < 0,01) er®. simulans.

Porém, quando considerados os numeros de insercdes nas regides 5 e 3’ de genes de cad:
categoria funcional (Apéndices A a D), as diferencas foram significantes payassssociados

a resisténciaxt: 10,42; p < 0,01) e para @ypsassociados a atividade monooxigenage (

19,60; p < 0,01) e seus flanqueadorés7,01; p < 0,01) erd. melanogasterEmD. simulans,

as diferencas foram significantes paraOypsassociados & resistén¢i&: 13,69; p < 0,01p a

atividade monooxigenase( 8,76; p < 0,01). Entre os genes flanqueadores houve diferenca
significante apenas para aqueles associadoSygmom atividade monooxigenaseé:(22,05; p

<0,01).

Todas as insercdes detectadas nos 35 geyeslocalizavam-se nas regides intergénicas
deD. melanogaster (29) B. simulang40), como pode ser observado nos Apéndices A e C. Para
os genes flanqueadores dogpsde D. simulans o resultado foi muito semelhante, pois, foram
detectadas apenas duas insercbes (8,69 % do total de 23) em introns, reD3e6a4
(FBgn0184341), como mostrado no Apéndice D. Por outro lado, os genes flanqueadores dos
Cypsde D. melanogastempresentaram insercdes de TEs ndo apenas nas regides intergénicas
(15), mas também, em introns (19), éxons (1) e UTR (3). Quando se compara o numero de
insercdes de TEs entre introns e éxons dos genes flanqueadof@gpdds D. melanogaster,
nota-se que os primeiros apresentaram 19 insercdes (50 % do total de 38), enquanto que 0s
ultimos apresentaram apenas uma insercao (2,63 % do total de 38), como mostrado no Apéndice
B.



(a) L malanagaster (h) L simulans

100 1 100 1
o 23
a5 B0 B4 g 18
=4 3
o &0 G0
= B
[T 40 4 12
# o 20 1

o4 : [ T
j, 3: j’ 3’ j! 3: j? 3?
Cyps Flangqueadores Crps Flanqueadores

Figura 2. Porcentagem de inser¢cdes de TEs (ordenada) em relacdo ao
total de inser¢cBes nas regibes intergénicas 5 (cinza escuro) ou 3
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acima de cada coluna.
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2.4.3 Ocorréncia de insercdes de TEs em regides flanqueadoras distantes em até 3 kb do gene

Como a presenca de sinais reguladores nas sequiéncias de TEs pode afetar a transcricac
dos genes vizinhos e, consequentemente, alterar seu padrédo de expressao, neste trabalho, fc
realizada uma busca por inser¢cdes de TEs em regides flanqueadoras 5’ distantes em até 3 kb dc
inicio da seqUéncia génica, onde se localizam a maior parte dos promotores (Figura 3 e
Apéndices E e F), como também distantes em até 3 kb do término do gene (3’).

A Figura 3 mostra que as proporcdes de insercodfdeas regides flanqueadoras em
ate 3 kb dos genes analisados @&mn melanogaster, ocorreram preferencialmente nas
extremidades 5’ dos gen€yps(71,43%:;x* 8,76; p < 0,01), 0 mesmo ndo ocorrendo para 0s
genes resultantes da amostragem aleatéria do genoma (63;:64344; p > 0,05). Os genes
flanqueadores do€ypsde D. melanogasteapresentaram apenas uma insercdo na regido 3’,
proxima em até 3 kb do término do gene. Por outro ladd).esimulans, as proporc¢des de TEs
nas extremidades 5 e 3" dos ge@®gs (53,33 % vs 46,67 %) e dos genes amostrados
aleatoriamente (57,41 % vs 42,59 %) nao diferiram significantem@mgipes (¢ 0,16; p > 0,05;
amostra aleatéria: 0,95; p > 0,05 ). Os genes flanqueadores @gss de D. simulans ao
contrario, apresentaram uma inser¢cao na regido 5’ (25 %) e trés na regido 3’ (75 %), sendo a
diferenca significantext: 12,00; p < 0,01).

Outra abordagem foi a andlise das propor¢cdes de insercbes de TEs em regibes
flanqueadoras 5’'e 3’ em até 3 kb do gene, em intervalos de 0,5 kb (0 a0,5kb e 0,5a 1 kb)ede 1
kb (1 a2 kb e 2 a 3 kb), de modo a se avaliar a ocorréncia de inser¢cdes preferenciais de TEs em
alguns desses intervalos (Figura 4).

Em D. melanogastefApéndice E), as regides 5 d&¥yps (Figura 4 a)associados a
resisténcia aos inseticidas apresentaram insercbes em todos os intervalos de distancia, com
propor¢des variando de 20 a 40 %, sendo que a regido de 0,5 a 1 kb foi a que apresentou a maiol
proporcéo de insercdes (40 %). De modo semelhante, as propor¢cdes de inser¢des presentes no
Cypsrelacionados a atividade monooxigenase (Figura 4 a) variaram de 20 a 40 %, ndo havendo
insercdes no intervalo de maior distancia (2 a 3 kb). As regides distantesde 0 a0,5kbede 1l a?2
kb apresentaram maior proporcdo de insercdo (40 %). Por outro lado, tanto o<ygenes

associados ao desenvolvimento (Figura 4 c), quanto os genes flanquead@gpsalzs trés
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categorias funcionais (Figura 4 e), ndo apresentaram insercdes de TEs nestBlasgiégides

3’, 0s geneLypsque apresentaram insercdes foram apenas aqueles associados a resisténcia
(Figura 4 b), sendo estas distribuidas em distancias de 0 a 2 kb. Quanto aos genes flanqueadores
foi encontrada apenas uma Unica insercdo na regido 3' de um gene flanquead@yp um
associado ao desenvolvimento (Figura 4 d).

Em D. simulans as inser¢cdes presentes na regido 5 dos g€yes associados a
resisténcia estavam distribuidas nas distancias de 0 a 2 kb, sendo o maior valor encontrado no
intervalo de 1 a 2 kb (71,42 %), enquanto qué&ggsassociados a atividade monooxigenase
apresentaram insercdes apenas no intervalo de 1 a 2 kb de distancia (Figura 5 a). Entre os gene
flanqueadores, houve apenas uma insercdo na regido 5 de um gene flanqueaddCyge um
associado a atividade monooxigenase, sendo esta localizada na regido mais préxima ao gene (O «
0,5 kb) (Figura 5 d). Quando analisadas as regides 3’, nota-se a ocorréncia de insercdes apena:
em Cypsassociados a resisténcia (Figura 5 b), e que as inser¢cdes estavam distribuidas em dois
intervalos de distancia, 0 a 0,5 kb (57,14 %) e 1 a 2 kb (42,85 %). Ainda, para a regiao 3', foram
encontradas insergdes apenas nos genes flanqueadores do€ygeEessociados a atividade
monooxigenase (Figura 5 e), sendo estas localizadas nos intervalos de menor e maior distancias,
66,67 % e 33,33 %, respectivamente. A heterogeneidade de distribuicdo e a variagcdo das
proporgcbes de insergdes dos TEs nos diferentes intervalos de distancia do gene sugerem nac
haver associacdo entre distancia em relacdo ao gene e o nimero de insercbes, nas regide
proximas aos genes.

Foram também comparadas as proporcdes de inser¢cdes de TEs nas regifes proximas em
até 3 kb dos genes de cada categoria funcional dos GgpesEm D. melanogastero nimero
médio de insercdes p@&@yp em cada categoria funcional foi 2 (resisténcia: 10/5 genes), 1,33
(atividade monooxigenase: 4/3 genes) e zero (desenvolvimentd). Bimulans, as médias de
insercbes foram 4,66 (resisténcia: 14/3 genes), 1 (atividade monooxigenase: 1/1gene) e zero
(desenvolvimento). Para as duas espécies, ocorre, portanto, maior nimero de insercdes de TEs

proximos a geneSypsque nas demais categorias.
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Figura 4. Porcentagem de inser¢des de TEs em relagdo a distédncia em que estado
inseridas em regiGes intergénicas distantes em até 3 kb do gene a0 em
melanogasterregido 5’ dos geneSyps(a) e seus flanqueadores (b); regido 3’ dos
genesCyps(c) e seus flanqueadores (d); Total de inserces dos Ggpsse) e

seus flanqueadores (f). Genégpsassociados a resisténcia e seus flanqueadores
(preto), gene€ypse seus flanqueadores associados a atividade de monooxigenase
(branco) e geneBypse seus flanqueadores associados ao desenvolvimento (cinza).
Numeros de inserc¢des indicados acima de cada coluna.
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seus flanqueadores (d); Total de insercdes dos geypse) e seus flanqueadores

(f). GenesCypsassociados a resisténcia e seus flanqueadores (preto) Qygses

seus flanqueadores associados a atividade de monooxigenase (brancolCggsmes

seus flanqueadores associados ao desenvolvimento (cinza). NUmeros de insercdes

indicados acima de cada coluna.
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2.4.4 Distribuicédo das classes e ordens de TEs nas regides intergénicas

Para avaliar se ocorre distribuicdo diferencial de TEs de diferentes classes e ordens, as
insercbes foram agrupadas em transposons de DNA, retrotransposons com LTR e LINEs. Do
total de inser¢cdes ndSypsde D. melanogaste(Apéndice G; Figura 6 a, b, c), as pertencentes
aos elementos de DNA (DNAREP1 DM, PROTOP, PROTOP_A, PROTOIRSBUNI,
POGON1, BARI_DM, hAT-1_DP) foram as mais frequentes (73,92 %: 17/23), sendo o de
DNAREP1_DM o mais frequente desta classe (41,17 %: 7/17) e do total geral de insercbes
(30,43 %: 7/23). Tanto os retrotransposons com LTRs (MAX_LTR e MAX_I), quanto os LINEs
(TART_DV e LINEJ1_DM), representam 13,05 % do total de 23 inser¢bes. Nos genes
flanqueadores, as insercdes presentes pertenciam a elementos de DNA (DNAREP1 DM e
PROTOP_B), retrotransposons com LTRs (ROO_I) e elementos LINEs (TART_DV). Os genes
flanqueadores apresentaram maior porcentagem de insercdes de elementos de DNA (60 %: 9/15),
seguido pelos elementos LINEs (33,33 %: 5/15), enquanto que os retrotransposons com LTRs
apresentaram a menor porcentagem (6,67 %: 1/15). DNAREP1 DM foi o elemento mais
frequente (53,33 %: 8/15), seguido pelo TART_DV (33,33 %: 5/15) e os elementos PROTOP_B
e ROO_I (6,67 %: 1/15), com apenas uma insercao cada.

Em D. simulans(Apéndice H, Figura 6 d, e,,fps inser¢cdes dos gen€yps foram
também preponderantemente (95 %: 38/40) de elementos de DNA (DNAREP1_DM, Helitron-

1 Dyak, Helitron-1_Dvir, BARI_DM, PROTOP_B, FB4 DM, TransibN1 DP, BARI1 e
HOBO), representados principalmente pelo DNAREP1 DM (39,47 %: 15/38) e o Helitron-

1 Dyak (34,21 %: 13/38). Apenas duas inser¢bes ndo se classificaram como transposon de
DNA: o retroposon (MINIME_DN) e um elemento n&o classificado DMRP1l. Os genes
flanqueadores apresentaram menor numero de superfamilias de elementos de DNA, quando
comparados aoSyps pois os TEs Helitron-1_Dyak, PROTOP_B, TransibN1 DP e HOBO néo
foram encontrados, mas ainda assim foi a classe mais frequente (47,61 %: 10/21). Por outro lado,
apresentaram algumas inser¢cdes adicionais de LTRs (Stalker2 LTR e ROO_I) e LINEs
(TART_DV). O elemento com o maior numero de copias foi o0 TART_DV (42,86 %: 9/21),
seguido pelo Helitron-1_Dyak (19,05 %: 4/21), DNAREP1_DM e BARI_DM (9,52 %: 2/21) e,

por ultimo, os elementos BARI1, FB4 DM, ROO | e Stalker2_LTR (4,76 %: 1/21).
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Figura 6. Porcentagem de insercBes de TEs em regides intergénicd3. Belanogaster(a) regido 5’
(b) regido 3’ (c) Totais de insercdes. Emsimulans (d) regido 5’ (e) regido 3’ (f) Totais de insercdes.

GenesCyps sdo representados em cinza e genes flanqueadores em branco. NUumeros de insercBes
indicados acima de cada coluna; classe ou ordem a que cada TE pertence indicadas abaixo do eixo Xx.
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2.4.5 Ocorréncia do elemento DNAREP1 DM em genes Cyps e seus flanqueadores em D.

melanogaster e D. simulans

O elemento transponivel DNAREP1_DMrpsophila interspersed elemeht ou também
chamado DINE-1 ou INE-1, descrito por Kapitonov e Jurka (1999) como um transposon de DNA
nao autbnomo de 594 pb, é o TE mais abundante do genoma rdelanogasterSegundo
Kapitonov e Jurka (2003), o DNAREP1_DM € um elemento ancestral que possivelmente sofreu
uma exploséo transposicional ha mais de trés milhdes de anos e, a partir dai, permaneceu inativo.
Diversos estudos tém mostrado a alta abundéancia deste elemento no geDoma&ldeogaster.

Yang e Barbash (2008), analisando os 12 genomd&rakophila comprovaram que todas as
espécies possuem centenas a milhares de cépias de DNAREP1_DM distribuidas no genoma. Em
geral, a estrutura do elemento DNAREP1_DM consiste em dois blocos conservados (A e B),
separados por uma regido de repeticdes centrais variaveis (Figura 7). O bloco A é subdividido em
regido Al e A2, separadas por uma regido de repeticdo microssatélite. O bloco A1 é composto
por uma repeticdo terminal invertida SupTIR5’), outra repeticdo parcialR) e uma regido
conservadaCore). O bloco B € formado por unsaibTIR3’ e por duasRs que formam um Stem

loop na extremidade 3'.

Cada copia do DNAREP1_DM inserida nas regides intergénicas dos Qgps$oi
comparada a copia consenso do DNAREP1 DM (Figura 7), para identificar a qual regido do
elemento elas correspondiam. Emmelanogasterde modo geral, tais copias ndo correspondem
preferencialmente a uma regido especifica do elemento. Das sete copias, trés (42,85 %)
correspondem a extremidade 5’ do elemento: uma delas, a@gpéavl 5’ inclui a regido 5’
subTIR (subterminal inverted repegisa 5’ IR (inverted repeat) e parte da regi@ore sendo
todas regibes bem conservadas quando comparadas ao elemento consenso; a copia dc
Cyp6al4 3' também corresponde as regidele parte da regid@ore a copia ddCypba2 3’ é
formada pela regido de microssatélite (CCGIETGT), e pela regido A2. Das quatro copias
restantes, uma copia @yp6wl 3’ corresponde a uma parte da regido A2, a regiao de repeticbes
centrais (com tamanho e repeticdes variaveis) e praticamente todo bloceuBTBRe 3’ stem-

loop), e outra copiypbwl 5’ corresponde a metade da regido de repetigbes centrais até o fim
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do bloco B. As outras duas coOpias correspondem a parte central das repeticdes centrais
(Cypbwl5’) e aregiao 35ubTIRe 3’'stem-loopdo bloco B Cyp6a225’).

Em D. simulans as 15 cépias do DNAREP1_DM ocupavam as regides intergénicas de
seis gene€yps trés associados a resisténcia aos inseti¢tigsowl Cypba2e Cypl2d), dois a
atividade de monooxigenasgyp6alde Cyp6a22 e um ao desenvolviment@yp315a). Nessa
espécie, ao contrario do observado Bmmelanogaster, os resultados mostram que cOpias do
DNAREP1_DM com diferentes tamanhos correspondem preferencialmente a extremidade 3’ do
elemento consenso (Figura 8). Oito do total de 15 cépias (53,33 %) de DNAREP1_DM em
simulansestavam associadas ao g€hg6wl sete delas na regido intergénica 5’ e uma na 3'.
Este elevado numero de cépias na regido intergénica 6ygéwlpode ser devido ao grande
tamanho desta regido, com 21.297 [pb.total de 15 copias, apenas trés (20 %) correspondem a
extremidade 5’ do elemento: a copia @gp6wl5’, que inclui a 5'subTIR a 5’IR, o Core a
regido A2 e o inicio da regido de repeticOes centrais; a coflyuials 5, que se estende da
regido 5’IR até o primeiro nucleotideo doore e outra copia d€Cyp6wl5’, representando
parte doCore a regido de microssatélite total até o inicio da regido A2. Todas as outras 12 copias
(80 %) do DNAREP1_DM correspondem a extremidade 3’ do elemento, sendo que oito delas
(66,66 %) correspondem exclusivamente a regido do bloco B, principalmente das regibes 3’
subTIRe 3’ stem-loop As outras quatro copias (33,33 %) correspondem a parte do bloco B e
parte da regido de repeticbes centrais, sendo que uma delas representa o bloco B todo e quas
toda a regido de repeticdes centrais.

Neste estudo, foi possivel analisar a porcentagem de identidade e o tamanho das cépias do
DNAREP1_DM inseridas nas regides intergénicas dos demes(Figura 8 a) e de seus genes
flanqueadores (Figura 8 b) & melanogaster e d@. simulansg(Figura 8 ¢ e 9 d)Dos 35Cyps
analisados, apenas quatro (11,42 %) apresentaram insercdes de DNARERLypBw 1(

Cyp6a2 Cyp6a22e Cyp6ald em D. melanogaste(Figura 8 a). Do total de sete insercgdes,
quatro (57,14 %) estdo localizadas@yp6wl1(trés na regido intergénica 5’ e uma na regiao 3).

As copias sdo em geral de pequeno tamanho, com maior distribuicdo entre 40 e 100 pb, com
excecdo de duas moyp6wl com 220 e 400 pb. A identidade dessas coépias, em relagdo ao
elemento consenso, variou de 73 % a 87 %, com uma média de 82 %. Dentre as sete copias dest

elemento, seis estavam localizadas em até 3 kb do gene.
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Por outro lado, os genes flanqueadores desta mesma espécie (Figura 8 b) apresentaram
oito cépias de DNAREP1 DM em suas regides intergénicas. Dentre os 36 genes flanqueadores,
trés (8,33 %) apresentaram coépias deste TE (CG12780, CG6040 e CG9628). Tais copias
possuiam tamanho médio de 85 pb, quatro delas (50 % do total) inseridas na regido 3’ do gene
CG12780. Essas cOpias apresentaram tamanhos que variaram de 37 a 189 pb e a porcentagem c
identidade variou de 76 a 92 %, sendo a identidade média de 85 %. Apenas a coépia do
DNAREP1_DM inserida na regido 3' do gene CG9628 estava localizada na regido proxima em
até 3 kb do gene.

Em D. simulansdentre os 35 gend&3yps apenas seis (17,14 % do total de 35) possuiam
copias do DNAREP1_DM (Figura 7), as quais variaram de 34 a 332 pb. Em relacdo ao elemento
consenso, a porcentagem de identidade das coépias variou de 74 a 92 %, sendo a identidade médi
82 %. Do total de 15 copias deste elemento present&dypgssete estavam localizadas até 3 kb
de distancia dos genes. Os quatro gebgss de D. melanogaster que possuiam copias do
DNAREP1_DM séao associados a resisténcia aos inseticiyad\yle Cyp6ad ou a atividade
monooxigenasedyp6alde Cyp6a23. No total de sete inser¢cbOes, quatro (57,14 %) estédo
localizadas nas regides intergénicas 5’ (trés insercdes) e 3' (uma insercéo) Qyumue Os
outros trés genes apresentaram apenas uma insercdo cadayp®a2(3', Cyp6ald 3' e
Cyp6a225’).

No entanto, apenas duas coépias do elemento DNAREP1_DM foram localizadas nas
regides intergénicas dos genes flanqueadores aos Taipscopias estavam inseridas na regiao
5’ dos genes GD10156 e GD19271 e apresentaram, respectivamente, tamanho de 215 e 95 pb ¢
porcentagem de identidade de 82,48 % e 78,95 %.
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Figura 7. Localizacdo das cépias do elemento DNAREP1_DM inseridas em @symasde D.
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24.6 Investigacao da presenca de sitios de ligacao de fatores de transcricdo (FTs) nas copias do
DNAREP1_DM dos genes Cyps

A ligacao de fatores de transcricdo (FTs) ao DNA tem um importante papel na regulacéo
da transcricdo génica. Assim, muitos sitios de ligacdo de fatores de transcricdo sdo adjacentes &
genes expressos. Utilizando a ferramexiibaba2 (GRABE, 2002), foi realizada uma busca por
possiveis sitios de ligacdo de fatores de transcricdo nas copias do elemento DNAREP1 DM
presentes nas regides intergénicas dos dgeyesde D. melanogastee D. simulang(Tabela 4).

Todas as copias do DNAREP1_DM que apresentam motivos homologos a sitios de ligacdo de
FTs, sdo sequéncias correspondentes a regido 3’ (bloco B e parte das repeticbes centrais) dc
elemento consenso, com excecdo de apenas uma cofasenulangFigura 9).

Em D. melanogasterps motivos foram encontrados em trés copias de DNAREP1_DM
inseridas nas regides intergénicas 5’ (duas insercoes, localizadas a aproximadamente 1 kb do
inicio do gene) e 3’ (uma insercgédo, localizada a 1.724 pb do inicio do gene) doygémel, as
quais apresentam de trés a quatro sequéncias similares a FTs. Essas sequéncias podem s
incluidas em quatro superclasses de fatores de transcricdo. Da supkieliassen-helixforam
localizados os sitios de ligacdo de FTs Offafior octamero ligante) envolvido na regulacdo de
genes relacionados ao ciclo celular, e o HSTF (faeat shockem genes expressos quando
submetidos a situacdes de estresse. Da superdamséinger foram encontrados os sitios de
ligacdo de FTs Hb (fatohunchback o qual age na fase do desenvolvimento do embrido,
determinando sua segmentacdo, e Spl (proteina estimulante 1) inserido geralmente em genes
reguladores do ciclo celular. O sitio de ligacdo de FTs NF-1 (fator nuclear 1) pertence a terceira
superclasse, de dominios béasicos, o qual também se liga a genes reguladores do ciclo celular. De
ultima superclasseheta-Scaffold,foi identificado o sitio de ligagdo de FTs SRF (sinais de
resposta externa), geralmente inserido em genes expressos em resposta a estimulos externos
Todos os sitios de ligacdo de FTs estéo localizados na regido das repeti¢cdes centrais do elemento
com excecdo do HSTEYp6wl 5) o qual corresponde ao inicio do bloco B. Entre eles o mais
frequente foi o Spl, o qual esté localizado em todas as copias do DNAREP1_DM. Todos os sitios
de ligacdo de FTs encontrados nessas copi&s deelanogasteforam também localizados na

copia consenso do elemento, com excec¢do do Oct-1 e SRF.
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Todos os motivos correspondentes aos sitios de ligacdo de FTs encontrados nas copias do
DNAREP1_DM deD. simulansforam localizados também no elemento consenso. Foram
encontrados motivos em seis copias de DNAREP1 DM, localizadas em trés Qg s
associados a resisténcia aos inseticidas: quatro cépias nas regides intergénicagptgehe
(trés na regido 5’ e uma na regido 3’) e uma copia na regido intergénica 5’ do€yEfeze
Cypl2dl Apenas uma copia de DNAREP1_DM Ggp6wl 5’ apresentou um motivo (TBP)
correspondente a extremidade 5’ do elemento consenso. Em outra céyp6iel 5', foram
localizados motivos correspondentes a regido das repeti¢cdes centrais (Spl, NF-1 e Hb) e ao bloco
B do elemento (HSTF). As outras quatro copi&y/ppewl5’, Cyp6wl 3’, Cyp6a25 e
Cypl12d15’) possuem o mesmo motivo (HSTF) correspondente a regido do bloco B, do

elemento consenso.
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Figura 9. Possiveis sitios de ligacdo de fatores de transcricdo identificados pela ferralibebtz?
nas copias do TE DNAREP1_DM inseridas em geDgss de D. melanogastee D. simulans O
simbolo V corresponde a localizacdo do possivel sitio de ligacdo de FTs.
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2.4.7 TEs em regides flanqueadoras de genes Cyps em linhagens resistentes e suscetiveis de
D. melanogaster e D. simulans

bY

Os genesCyps associados a resisténcia foram selecionados para serem investigados
guanto a ocorréncia insercbes de TEs em suas regides flanqueadoras 5" e 3° em linhagens
resistentes e suscetiveis de melanogastee D. simulans Esses genes foram selecionados a
partir dos resultados obtidos da anélissilico, em face de apresentarem insercdes diferenciais
de TEs em suas regides flanqueadoras nas linhagens que tiveram seus genomas seqtienciado
sendo, portanto, potenciais candidatos a apresentarem polimorfismos populacionais relacionados
com a resisténcia aos inseticid&sram eles os genédyp6wl Cyp6a2 Cypde2 Cypl2dle
Cypl2a4

O geneCyp6wlfoi investigado, enD. melanogastepor apresentar trés insercdes do
transposon DNAREP1_DM em sua regido flanqueadora 5 e uma insercdo na redio 3'.
simulans apresentou em sua regido flanqueadora 5’ uma inser¢cdo do DNAREP1_DM e duas do
Helitron-1_Dyak. Para €yp6a2D. melanogastemapresentou na regido flanqueadora 3' uma
insercdo do DNAREP1_DM e uma do ISFUNL1. Por outro lado, na regido flanqueadora.5’ de
simulansocorreram uma inser¢do DNAREP1_DM e outra do Helitron-1_Dyak, enquanto que na
regido 3' foram encontradas uma copia do TE Helitron-1_Dyak e do MINIME_DN, e duas cépias
do TE Helitron-1_Dvir. No gen€yp4e2de D. melanogasterocorreu apenas uma insercao do
elemento ISFUNL1 na regido flanqueadora 5. O @& 2d] que apesar de ndo conter insergoes
nas regides flanqueadoras da linhagem sequenciada. aeelanogaster foi analisado nas
linhagens de ambas as espécies, pois éCymassociado a resisténcia aos inseticidas, e por
conter enD. simulansduas inser¢cbes do DNAREP1_DM na regido flanqueadora 5'.

As analises de PCR evidenciam a presenca de polimorfismo interpopulacional de tamanho
das regides flanqueadoras dos gebygsowl Cyp6a2e Cypl2d1(Figura 10). Nao parece existir
qualquer padrédo relacionado a resisténcia aos inseticidas. O padrdo de bandas nédo difere emnr
relacdo a essa caracteristica, nemBermelanogasteflinhagens resistentesg, UM, ITA, RP,

BG, SM, TAV, linhagens susceptiveis: SE, CS), nemzrsimulans(linhagens resistente§A,
PE OV, RAT, BG linhagens susceptiveisgE, MU, AMI, MAK, MAD ). As bandas polimoérficas,

ou aquelas monomorficas que supostamente apresentavam um TE na regido flanqueadora do
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respectivo gene foram sequenciadas em algumas linhagens, de modo a ser realizada uma analis
populacional das insercfes nas diferentes linhagens e espécies. A Tabela 5 apresenta as
informacdes sobre os fragmentos de EBBsontrados nas regides flanqueadoras desses genes.

Apesar de nao ocorrer polimorfismo, a regido flanqueadora 5 do @Qgo@w1l foi
sequenciada em cinco linhagensDdenelanogaster, para verificar se as insercdes presentes nas
populagcdes correspondiam as mesmas da amdlgkco. Todas, excet®P, apresentaram uma
das trés insercbes do elemento DNAREP1_DM (fragmento 594-375), que estava presente na
linhagem gendmica. Além disso, as linhag€ha, BG e TAV apresentaram uma inser¢cdo do
Helitron-1_Dyak (fragmento 314-415), que n&o ocorre linhagem gendmicl. EBmulans foi
sequenciada a regido flanqueadora 5 do gé€yp6wl na linhagemPF, que apresentou
exatamente as mesmas inser¢cdes encontradas na linhagem genémica. Para a andlise na regid
flanqueadora 3’ do gereyp6wldeD. melanogasteforam sequienciadas as linhag&#se BG.

A primeira apresentou uma inser¢cdo do DNAREP1_DM (fragmento 419-587), que corresponde a
parte da cépia presente na linhagem genémica e segunda ndo apresentou insercdo de TES nes:s
regido. Par®. simulansessa regido foi monomorfica.

A regido flanqueadora 5 do geri@yp6a2de D. melanogastefoi monomorfica, sem
insercbes de TEs. Em. simulans foi sequenciada a linhagemA, que apresentou a mesma
insercdo do DNAREP1 DM, mas nao a insergdo do Helitron-1_Dyak, presentes na linhagem
gendmica. Na regido flanqueadora 3’ da linhagem RADemelanogaster foi encontrada uma
insercéo do TE Helitron-1N1_Dvir (fragmento 108-263), que difere do fragmento encontrado na
linhagem gendmica, mas nao as inser¢des dos elementos ISFUN1 e DNAREP1_DM encontrados
nessa linhagem. EM. simulans essa regido foi analisada nas linhagens AMI e MAK, que
apresentaram a mesma insercao presente em na linfRigeB. melanogasterp Helitron-
IN1_Dvir. No entanto, AMI apresentou mais duas inser¢des, uma do Helitron-1_Dvir (108-212)

e outra do elemento MINIME_DN (fragmento 319-474), que correspondem as copias presentes
na linhagem gendmica, mas nao a insercao do Helitron-1_Dyak.

A andlisein silico mostrou que o gen@ypl2dlndopossuia nenhuma insercdo de TEs em
suas regides flanqueadoras, mas, por se tratar deypmssociado a resisténcia aos inseticidas,
essa regido foi sequenciada em linhagenS.deelanogaste(LE, ITA, RP e BG) para verificar
um possivel polimorfismo de insercdo de TEs em populacdes naturais. Em concordéancia com os

resultados da andligesilico, ndo foram encontradas insergcdes nessas regioes.
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Foi calculada a diversidade nucleotidica) (das coépias inseridas nas regifes
flanqueadoras 5’e 3’ de duas ou mais linhagens. O vammdds fragmentos do DNAREP1_DM
inseridos nas regifes flanqueadoras 5 e 3’ do @geymbwlnas diferentes linhagens de
melanogastefquatro linhagens geograficas mais a linhagem genémica), foi igual a 0.011. Para
D. simulang(linhagem genémica e PF), o valofoi igual a 0. J&, as copias do Helitron-1_Dyak,
gue ocorrem nas mesmas linhagendenelanogastertém uma diversidade muito menart (

0.006). A diversidade nucleotidica do Helitron-1N1_Dvir presente na regido flanqueadora 3’ do
Cyp6a2das linhagens dB. melanogaster (gendmica e RP) foi igual a 0.097 e nas linhagens de
D. simulanggendémicaAMI e MAK) foi igual a 0.028.

A andlise populacional das regides flanqueadoras dos @gmpésvle Cyp6a2também
confirma os dados da analise silico das linhagens gendmicas de que as coOpias do elemento
DNAREP1_DM, presentes nas regides flanqueadoras desses genes, correspondem a extremidads
3’ do elemento consenso. Assim, também foi realizada uma busca por possiveis sitios de ligagédo
de fatores de transcricdo (FTs) nas cépias sequenciadas do DNAREP1_DM provenientes das
linhagens geogréficas. Foram encontrados os mesmos FTs da iangilise (Tabela 4), como
também novos sitios (C/EBPalpha, GATA-1, Repressor, Kr, NF-ATc3 e HNF-3B). As coOpias do
elemento Helitron-1N1_Dvir presentes na regido 3’ do mesmo gene das linhagéns de
melanogaste(RP) e duas linhagens de. simulans(AMI e MAK) ndo apresentaram possiveis

sitios de ligagéo para FTs.
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Tabela 5. Fragmentos de TEsncontrados em gen€y/pscujas regibes flanqueadoras 5' e 3’ foram
seqlenciadas (+: inser¢cdo em sentido sense; -: insercdo em sentido antisense; FTs: sitios de liga¢édo de
fatores de transcricao).

Posicdo no

Genes Elemento TE FTs nos TEs
Cyp6wl_5' DmGenémica DNAREP1 DM (+) 6-81 -
(-) 594-375 TBP
(+) 330-416 NF-1, C/EBPalpha
Cyp6wl_ 5 DmLE DNAREP1_DM (-) 594-375 TBP
Cyp6bwl_5"_DmITA DNAREP1_DM (-) 594-375 TBP, NF-1, C/EBPalpha
Helitron-1_Dyak  (+) 314-415 C/EBPalpha, NF-1
Cyp6wl_5'_DmRP -
Cyp6bwl_5'_DmBG DNAREP1_DM (-) 594-375 TBP, NF-1, C/EBPalpha, Oct-1
Helitron-1_Dyak  (+) 314-415 NF-1, C/EBPalpha, Oct-1
Cyp6bwl_5"_DmTAV DNAREP1_DM (-) 594-375 TBP, NF-1, C/EBPalpha
Helitron-1_Dyak  (+) 314-415 NF-1, C/EBPalpha, TBP
Cyp6bwl_5' DsGendmica DNAREP1 DM (-) 594 -469 C/EBPalpha
Helitron-1_Dyak  (-) 564-314 Repressor, Spl, Hb, TBP, Kr
(+) 1-415 C/EBPalpha
Cyp6bwl_5' DsPF DNAREP1 DM (-) 594-469 Spl, C/EBPalpha, SRF, Repressor, Kr
Helitron-1_Dyak  (-) 564-314 Repressor, Spl, C/EBPalpha, SRF, Kr
Helitron-1_Dyak  (+) 1-415 C/EBPalpha, Spl
Cyp6wl_3' _DmGendémica DNAREP1_DM (+) 188-587 NF-ATc3, YBP, HNF-3B, Hb, Oct-1,
GATA-1
Cyp6wl_3'_DmRP DNAREP1_DM (+) 419-587 TBP, Hb, C/EBPalpha, GATA-1,
Cyp6wl_3'_DmBG -
Cyp6a2_5 DsGenbmica Helitron-1_Dyak  (+) 1-392 TBP, GATA-1, Spl, C/EBPalpha, HNF-
3B
DNAREP1_DM (+) 443-594 GATA-1
Cyp6a2_5_DsITA DNAREP1_DM (+) 443-594 GATA-1
Cyp6a2_3 DmGenbmica ISFUN1 (+) 87-208 -
DNAREP1_DM (+) 150-211 -
Cyp6a2_3' _DmRP Helitron-1N1_Dvir (+) 108-263 -
Cyp6a2_3' DsGenbmica Helitron-1_Dvir (+) 108-212 -
MINIME_DN (+) 319-475 -
Helitron-1N1_Dvir (+) 148-263 -
Helitron-1_Dyak  (+) 135-211 -
Cyp6a2_3'_DsAMI Helitron-1_Dvir (+) 108-212 -
MINIME_DN (+) 319-474 -
Helitron-1N1_Dvir (+) 148-263 -
Cyp6a2_3' DsMAK Helitron-1N1_Dvir (+)108-263 -
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Cyp6wl 5 Dm Cyp6bwl_5 Ds

Cyp6wl_3'_Dm Cyp6wl_3' Ds

Cyp6a2_5 Dm Cyp6a2_5' Ds
Cyp6a2_3_Dm Cyp6a2_3' Ds
Cypl2dl_ 5 Dm Cypl2dl 5 Ds

Figura 10. Analises por PCR das regifes flanqueadoras 5’e 3'dos @epésvl Cyp6a2e Cypl2dlem
linhagens deD. melanogaste(SE: Aracaju, SE; LE: Lencéis, BA; MU: Mucuri, BA; ITA: Italnas, ES;

RP: Séo José do Rio Preto, SP; BG: Bento Gongalves, RS; SM: Santa Maria, RS; TAV: Tavares, RS;
Canton-S: laboratério) e d& simulans(LE: Lencéis, BA; UM: Mucuri, BA; ITA: Italnas, ES; PF: Paulo

de Faria, SP; OV: Onda Verde, SP; RAT: Ratones, SC; BG: Bento Gongalves, RS; AMI : AMIEU, Nova
Caledonia; MAK: Makindu, Quénia; MAD: Madagéscar, Africa).1 (1Kb Plus DNA Ladder).
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2.5 DISCUSSAO

Genes responsaveis por codificarem horménios, fatores de transcricdo e outros produtos
envolvidos no desenvolvimento de um organismo, Sao considerados essenciais para sua
sobrevivéncia. Devido a essa restricao funcional, tais genes tendem a ser altamente conservados
e a ocorréncia de mutacdes deletérias, dentro ou proximas a eles, resulta em efeitos letais
(WAGNER et al.,, 2003; SIMONS et al., 2006). Por outro lado, genes ligados a respostas
ambientais e a estimulos externos, tais como aqueles envolvidos no metabolismo de xenobidticos,
no sistema imunologico e de resposta ao estresse, apresentam maior plasticidade gendmica (VAN
DE LAGEMAAT et al., 2003; CHEN; LI, 2007).

Os genes da familia Citocromo P450 monooxigena€gp9( sdo responsaveis pela
detoxificacdo de xenobidticos, dentre eles, os inseticidas (AMICHOT et al., 2004). A insercéo de
TEs nas proximidades desses genes pode alterar a regulacdo e causar um forte impacto ne
expressao génica e, consequentemente, conduzir a superexpressao das enzimas CYPs, 0 que po
induzir a resisténcia aos inseticidas (DABORN et al.,, 2001; 2002; CATANIA et al., 2004;
JOUBEN et al.,, 2008). Entretanto, a ocorréncia de TES em genes essenciais para o
funcionamento do organismo, devido a alta restricdo funcional, geralmente é deletéria e estes séo
eliminados da populacgao.

A relacdo entre genes envolvidos na imunidade ou a respostas a estimulos externos e
maior numero de TEs em suas regides promotoras, que em genes relacionados ao
desenvolvimento foi demonstradi, silico, por van de Lagemaat et al. (2003), em regides
transcritas dos genes de humanos e camundongo, e por Chen e Li (200ypsassociados a
resisténcia, erd. melanogasterEm face desses resultados, os autores formularam a hipotese de
gue inser¢des de TEs n@gpsrelacionados a resisténcia a xenobidticos podem ser adaptativas e
serem mantidas nas populagcdes, enquanto aquelas em genes relacionados ao desenvolviment
estariam sob forte pressdo seletiva negativa, resultando em maior plasticidade gendémica nos
primeiros, e maior conservagao nos ultimos. Tal fonte de variabilidade genética seria vantajosa

para organismos, tais como 0s insetos, que ocupam ambientes altamente variaveis e seletivos.
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2.5.1 Insergéo de TEs em genes Cyps e seus flanqueadores

A maior parte das insercbes de TEs nos 35 genes investigados neste trabdlho, em
melanogastere D. simulans ocorreu em sequéncias nao codificantes (regides intergénicas e
introns), e foram praticamente ausentes em regidoes codificantes, como descrito anteriormente em
Drosophila(MILLER et al., 2000; KAMINKER et al., 2002; FONTANILLAS et al., 2007). Esta
distribuicdo se deve ao fato de insercbes em regibes nao codificantes serem mais toleradas
enquanto que, insercbes em regides codificantes ou proximas a elas podem causar efeitos
deletérios, e assim, serem removidas por selecdo normalizadora (LIPATOV et al., 2005; SELA et
al., 2007; YANG; BARBASH, 2008).

Para testarmos a hipdtese de que gé&gssrelacionados a resisténcia aos inseticidas
apresentam maior plasticidade genémica, foram comparados os nimeros de insercdes de TEs en
genesCyps com diferentes funcdes, em genes flanqueadoresCgps e em uma amostra
aleatéria de 35 genes, tanto én melanogastercomo emD. simulans Neste estudo, as
insercbes de TEs foram, em média (total de inser¢cdes/nimero de genes), mais freqientes em
regides intergénicas de gen€yps associados a resisténcia aos inseticidas, tant®.em
melanogaster(trés vezes maior) como eB. simulans (seis vezes maior) do que PS
associados ao desenvolvimento. Os genes flanqueadoreSyps®m D. simulanstambém
apresentaram maior niumero de insercdes na regido intergénica, porém, os flanquea@gpss aos
emD. melanogaster apresentaram maior nimero de inser¢cdes em regidées génicas, principalmente
nos introns. Diferente dd8yps, a maior média de inser¢des ocorreu nos flanqueador€ymos
associados a atividade monooxigenase, em ambas as eshés&s resultados sugerem que a
pressdo seletiva contraria a insercdo, ou manutencdo de TEs, em genes associados ac
desenvolvimento se estende aos genes vizinhos.

As insercbes de TEs encontradas nas regides intergénicas néo correspondem a elementos
completos, ao contrario, sdo fragmentos pequddosiélanogasters564 nt,D. simulans 196 nt,
em média), correspondentes em média a 15,4D.9mélanogastgre 4,93 % . simulans) do
tamanho das sequéncias consensos (3.641 pb e 3.970 pb) dos TEs. Essas inser¢cfes, de form
geral, localizam-se preferencialmente na regido intergénica 5’ dos genes, como também descrito

por Yant et al. (2005), em humanos e camundongo. Este resultado suporta a hipétese de que
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fragmentos de TEs enriquecem as regides promotoras, doando sinais reguladores da transcricao ¢
podendo alterar a expressao génica, como relatado em humanos por Jordan et al. (2003) e
Thornburg et al. (2006). A comparacdo do numero de insercdes nas regides flanqueadoras
distantes em até 3 kb do inicio dos genes, independente de sua categoria funcional, reforca esse
hipotese apenas para @gpsdeD. melanogaster. Entretanto, considerando as diferentes classes
funcionais, os geneSypsassociados a resisténcia apresentaram, em meédia, duas vezes mais
insercbes enD. melanogastere quatro vezes mais eld. simulans do que nas demais
categorias. Esses resultados reforcam a proposta ja discutida anteriormente de que fragmentos de
TEs séo seletivamente enriquecidos em genes associados a resisténoisaphila (CHEN;
LI, 2007) e indicam qu®. melanogastee D. simulansapresentam caracteristicas particulares
nao apenas quanto a proporcdo genémica de TEs, como também quanto a proporcdo de TES
inseridos nas regifes adjacentes@gss

Em D. melanogasteras classes de TEs com maior abundancia (BERGMAN et al., 2006)
sdo, em ordem decrescente: DNA (56,6 %: 3.050/5.390) > LTR (24,5 %: 1.321/5.390) >
Retroposons (18,9 %: 1.019/5.390), sendo as propor¢cdes em parénteses correspondentes ac
numero de TEs de cada classe em relacdo ao numero total de TEs do genoma. Quando excluido c
DNAREP1 DM da classe dos transposons de DNA, em decorréncia da davida quanto a sua
classificacdo, a proporcéo de TEs se altera para: LTR > Retroposons > DNA. Nossos resultados
mostram que, de modo geral, mesmo excluindo o DNAREP1_DM, os @Ggpsspresentam
maior quantidade de transposons de DNA, pois, outros elementos de DNA como o PROTOP_A e
Helitron-1_Dyak, também apresentaram elevado nimero de cépias, seguidos pelos Retroposons e
LTRs. Tendéncia a insercdo de transposons proximos a regides reguladoras de genes pode
explicar esse resultado, como relatado para o transpo0AWER et al., 1993; SPRADLING
et al., 1995) &leeping BeautfY ANT et al., 2005). Outra explicacdo poderia ser que a insercao
de diferentes elementos em todas as regifes intergénicas € casual, mas ocorre manutencac
preferencial dos elementos de DNA na regido 5 dos genes. Feschotte (2008) observou que a
manutencdo de transposons de DNA no genoma, ou de sequéncias codificantes de suas
transposases, se deve ao fato de que essas sequiéncias podem ser fontes para ligacéo de fatores
transcricdo. Assim, os fragmentos de TEs podem representar um importante papel na regulacao

génica, sendo mantidos ou até exaptados nas proximidades dos genes.
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2.5.2 Insergéo do elemento DNAREP1_DM

O elemento DNAREP1 DM ocorre em elevado niamero de copias nas doze espécies de
Drosophilaque tiveram seus genomas sequenciados estando, a maioria delas, inserida em introns
e regides intergénicas (YANG; BARBASH, 2008). De acordo com Yang e Barbash (2008), as
copias desse TE em. melanogasterD. simulans D. sechellia D. erectae D. grimshawi
apresentam identidade média de 90 %, masDemakuba D. ananassaeD. persimilis D.
pseudoobscura D. willistoni, a identidade € maior que 95 %; por isso, esses autores sugeriram
gue o DNAREP1_DM deve ter sofrido uma recente exploséo transposicional nas espécies do
segundo grupo, por apresentarem copias jovens e pouco divergentes.

Nosso estudo mostrou que as sete copias do DNAREP1 DM localizadas nas regides
intergénicas dos gen&ypsdeD. melanogasterdessas 6 localizadas nas regides proximas até 3
kb de cada gene, apresentaram identidade média de 82 %. As 15 cépias (seis inseridas em até 3Kkl
do gene) do<yps deD. simulansapresentaram 81 % de identidade meédia. Esses resultados
indicam que as insercdes do DNAREP1 DM em regides intergénicaCyjisssao mais
divergentes do que a média das copias distribuidas ao longo do genoma. Este percentual inferior
de identidade, associado ao pequeno tamanho, corroboram o fato de serem copias antigas na:
duas espécies, desse modo j4 expostas ao crivo da selecdo normalizadora que resulta en
eliminacdo de TEs deletérios em regides préximas a genes. Segundo Gotea e Makalowski (2006),
sdo necessarios longos periodos evolutivos para que as copias de TEs sejam exaptadas e possa
adquirir uma funcédo bioldgica. Assim, cOpias jovens, além de sofrerem grande presséo seletiva,
nao teriam tido tempo necessario para evoluirem e adquirirem novas funcdes. A presenca de
copias pequenas e divergentes do elemento DNAREP1 DM, inseridas preferencialmente nas
regides 5’ dos genes e, apresentando putativos sinais reguladores da transcricdo génica (motivos
de ligacéo de fatores de transcricéo), sugerem que possam atuar de maneira positiva na expressa
de gene€yps



64

2.5.3 Analises de sequéncias de TEs em regides flanquedoras de genes Cyps em linhagens de

D. melanogaster e D. simulans suscetiveis e resistentes a inseticidas

A diversidade nucleotidica entre algumas cdpias dos elementos mais frequentes nas
linhagens geograficas foi utilizada para avaliar o grau de diversidade em diferentes elementos
inseridos nas regides flanqueadoras dos g€hyes associados a resisténcia aos inseticidas.
Embora os valores detenham sido obtidos com um numero reduzido de sequéncias, foi feita
uma comparacgdo aproximada com o nivel de diversidade nucleotidica de outros TEs. Os valores
estimados para os TEs DNAREP1_DM e Helitron-1N1_Dvir foram semelhantes aos encontrados
por Subramanian et al. (2008) para TEs presentes em populac@emmieeles gambiaeO
elementolopi, por exemplolocalizado em regides codificantes, apresentou um elevado nivel de
diversidade nucleotidica & 0.051), sugerindo serem residentes antigos nessa espécie. O mesmo
pode ser concluido em relacdo aos elementos DNAREP1 DM (011) e Helitron-1N1_Duvir
(r = 0.028 e 0.097), inseridos nas regifes flanqueadora€ylmsde D. melanogastee D.
simulans Essas coOpias antigas poderiam ser remanescentes do crivo da sele¢cdo normalizadora €
terem adquirido uma funcéo biolégica (GOTEA; MAKALOWSKI, 2006), atuando na expressao
dos genes vizinhos, devido a esses elementos transportarem diferentes sitios de ligacdo pare

fatores de transcricao.
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2.6 CONCLUSAO

Neste trabalho ndo foi possivel identificar qualquer diferenca quanto a frequéncia de
elementos de transposi¢do nas regides flanqueadoras deCypsessociados a resisténcia aos
inseticidas em linhagens @ melanogastee D. simulansresistentes ou suscetiveis. Entretanto,
foi possivel mostrar que os genes associados a resisténcia aos inseticidas acumulam fragmentos
de TEs em maior propor¢ado que os derigigse que essas propor¢des variam nas duas espécies
cripticas,D. melanogastee D. simulansUm desses elementos foi o DNAREP1_DM, que ocorre
nesses genes como fragmentos antigos, correspondentes a extremidade 3" do elemento consens
gue contém sequéncias homdlogas a sitios de ligagcdo de fatores de transcricdo. Essas
caracteristicas corroboram achados anteriores (DABORN et al.,, 2002; CATANIA et al., 2004;
CHUNG et al. 2007) de que TEs interfiram na transcricao, elevando a expressao desses genes.

O que torna os TEs ricos estoques de elementos cis-regulatérios? De acordo com
Feschotte (2008) uma explicagdo pode ser que o acumulo de TEs cria o material bruto para
evolucdo “de novo” dessas sequéncias por mutagcédo, desde que a maior parte dos sitios de ligaca
de fatores de transcricdo é constituida por seqiéncias curtas e degeneradas (WRAY et al., 2003).
Desse modo, mutacdes de ponto poderiam originar essas sequéncias em TEs. Outro cenério,
segundo Feschotte (2008), é que os elementos cis-regulatdrios pré-existam nos TES, no momento
de sua insercao, e sejam co-optados imediatamente apos a insercao, ou apds a modificacdo d
ambiente flanqueador. Uma larga variedade de elementos regulatdrios tem sido identificada em
sequéncias ativas ou consensos reconstruidos de TEs ativos (JOHNSON et al., 2006; POLAK &
DOMANY, 2006; THORNBURG et al., 2006; WANG, et al. 2007) e muitos estudos empiricos
demonstram que esses elementos sao incorporados nos aparatos regulatérios dos genes adjacent
(WESSLER et al., 1995; FERRIGNO, et al., 2001; BROSIUS, 2003; MEDSTRAND et al., 2005;
ROMANISH et al., 2007). Esse segundo cenario ajusta-se aos resultados obtidos para o elemento
DNAREP1_DM neste trabalho, entretanto, estudos empiricos com transfeccdo e testes de

expressao dessas putativas sequéncias reguladoras sdo necessarios para corroborar essa hipétes
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Apéndice A -Numero total e porcentagem (%) de insercdes de
TEs em regifes intergénicas 5 e 3’, em relacdo ao total de
insercdes, em 35 gen&yps associados com resisténcia aos
inseticidas  (N: 9), com atividade monooxigenase (N: 20) e ao
desenvolvimento (N: 6) efd. melanogaster.

n° de inser¢bes
5 3 Total

Cyp/funcéo

Resisténcia aos inseticidas

Cyp6wl 6 1
Cyp6a2 2
Cyp4e2 1°

Cypl2di 1

Cypégl

Cyp6a9

Cyp6a8 3

Cypl2ad 1
Cyp308al

% 73,33 26,6
X2 10,42*
Atividade monooxigenase

Cyp4adl 1° 1
Cypdel

Cyp6ald 2° 1
Cyp6al5Psi 2°

Cyp6al3

Cyp6g2

Cyp6t3

Cyp301al

Cyp9hl 1
Cyp6a22 1

Cyp6al7
Cyp6a23

Cyp6al9
Cyp6a20

Cyp6a21

Cyp317al 3 3
Cypl2cl

Cypl2a5

Cyp6al8

Cyp4gl

% 81,81

X2 19,60*
Desenvolvimento

Cyp302a1

Cyp307al

Cyp314al

Cyp315al

Cyp306al 3 3

Cypl8al

% 100

X2

N: nimero de genes.
* x% p < 0,05 entre o nimero de insercdes 5’ e 3.
Inser¢des presentes na regido intergénica comum a dois genes
foram contadas para ambdgisercdo comum entre dois genes

Cyps.

N W - W P EFE, NN

N

18,1
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Apéndice B -NUumero total e porcentagem (%) de inser¢des de TEs em regides intergénicas e génicas em
relacéo ao total de insercdes em 36 genes flanqueador@gpsassociados com resisténcia aos inseticidas
(N: 11), com atividade monooxigenase (N: 16) e ao desenvolvimento (N:@)reslanogaster.

Genes flanqueadores

n° de inser¢bes

Funcéo p -

aosCyps 5 3 éxon intron UTR Total
Resisténcia aos
inseticidas
EcR receptor de ecdisona 14 3 17
CG8343 ligante da manose
Epac fosforilagdo 2 2
SdhB succinato
CG30490 desconhecida 1 1
BBS4 mobilidade do 2 2
DebB biossintese de ecdisona
Chmp 1 proteina de transporte
CG6893 proteina de transporte
CG5629 semhit
CCKLR-17D1 receptor de membrana
% 4,55 81,81 13,64
X2
Atividade
monooxigenae
Lcp4 proteina da cuticula
LvpH proteina visceral larval
CG12780 ligante de bactéria 4 4
CG14748 semhit
CG8858 catabo[ismo de

ferormdnic
CG33775 desconhecida
CG8316 fosforilggéo de

aminoacido
CG17580 semhit
Or49b receptor do olfato
Pcfll clivagem de RNA
CG10249 semhit 1 1
CG6040 semhit 7 7
CG13978 crescimento celular 1 1
Gr98a receptor gustativo
Ase d_esenvolvimento do

sistema nervos
Exp6 proteina de transporte
% 69,23 30,77
X2 7,01*
Desenvolvimento
CG18869 atividade transferase
CG32259 desconhecida
CG5146 semhit
CG10592 atividade fosfatase
HGTX sistema nervoso 1 1 2
CG9628 semhit 1 1
CG6959 proteina de ligagdo
CG6962 semhit
CG6696 protedlise
% 33,33 33,33 33,33
NG

N: nimero de genes.

* % p < 0,05 entre o nimero de inser¢des 5’ e 3'.
semhit: ndo foi encontrado alinhamento significativo com nenhuma proteina depositBaaGene Ontology



Apéndice C -Numero total e porcentagem (%) de insercdes de
TEs em regides intergénicas 5 e 3’, em relagdo ao total de
insercdes, em 35 gen&yps associados com resisténcia aos
inseticidas (N: 9), com atividade monooxigenase (N: 20) e ao
desenvolvimento (N: 6) e. simulans.

n° de insergdes
5 3 Total

Cyp/funcao

Resisténcia aos

Cyp6wl 19 3 22
Cyp6a2 2 4 6
Cyp4e2

Cypl2di 2 2
Cyp6a9

Cyp6a8

Cyp6gl

Cypl2a4

Cyp308al

% 77 23

X2 13,69*

Atividade

Cypdadl
Cyp6al4 1 2 3

Cyp6al3

Cyp301al

Cyp9hl 3
Cyp6a22 1

Cyp6al7
Cyp6a23

Cyp6al9

Cyp6a20

Cyp6a21

Cyp3l7al

Cyp4el

Cyp6al5Psi

Cyp6g2

Cyp6t3

Cypl2cl

Cypl2a5

Cyp6al8

Cyp4gl

% 29 71
X2 8,76*
Desenvolvimento

Cyp302a1

Cyp307al

Cyp314al 2

Cyp315al 1

Cyp306al

Cypl8al

% 100

X2

= W

=N

N: nimero de genes.
* x% p < 0,05 entre o nimero de insercdes 5’ e 3.
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Apéndice D -Numero total e porcentagem (%) de insercdes de TEs em regifes intergénicas e
génicas em relacdo ao total de insercées em 38 genes flanquead@ygss associados com
resisténcia aos inseticidas (N: 12), com atividade monooxigenase (N: 17) e ao desenvolvimento
(N: 9) emD. simulans.

Genes flanqueadores n° de inser¢Bes

aosCyps Funcao 5 3 intron  Total

Resisténcia aos

inseticidas

GD10333 semhit

GD10399 ligante da manose

GD10301 fosforilagéo

GD10299 fosforilagdo

GD10562 atividade monooxigenase

GD17879 desconhecida

GD25944 metabolismo de resisténcia

GD15241 atividade monooxigenase

GD20134 semhit

GD15624 semhit

GD15623 metabolismo de resisténcia 2 2

GD15622 ligante de actina

% 100

NG

Atividade

monooxigenas

GD10560 proteina da cuticula larval 1 1

GD10159 semhit

GD10574 atividade monooxigenase

GD10156 semhit 2 2

GD25831 desconhecida

GD25830 semhit

GD10922 semhit 1 3 4

GD10923 receptor do olfato

GD25648 clivagem de RNA

GD25644 metabolismo de resisténcia

GD15274 proteina visceral larval

GD15377 atividade monooxigenase

GD12332 semhit

GD14765 transporte transmembrana

GD19271 semhit 10 10

GD21335 semhit 2 2

GD21337 receptor gustativo

% 84,21 15,79

X2 22,72*

Desenvolvimento

GD13807 glucuronosiltransferase

GD13298 semhit

GD13188 biossintese de ecdisona

GD13186 atividade fosfatase alcalina

GD12614 desenvolvimento do sistema 2 >
nervoso

GD14494 semhit

GD20627 semhit

GD20628 receptor ligante

GD24857 biossintese de ecdisona

% 100

X2

N: nimero de genes.
* x% p < 0,05 entre o nimero de insercdes 5’ e 3.
sem hit: ndo foi encontrado alinhamento significativo com nenhuma proteina deposdadlae Gene Ontology
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Apéndice G -Classes e sentido de orientacdo sense (s) e antisense (as) do nimero de insercdes

intergénicas de gen&yp e de seus flanqueadores Bmmel anogaster.

79

de TEs (n) e

Classes Insercdes 3 Subtotal Total
S as n % S as n % S as n %

Cyps

DNA DNAREP1 DNV 1 3 4 23,5( 1 2 3 5C 2 5 7 30,4
PROTOP / 2 1 3 17,6% 2 1 3 13,0¢
ISFUN1 1 1 5,8¢ 1 1 16,67 2 2 8,7¢C
PROTOP | 1 1 5,8¢ 1 1 43¢
PROTOF 1 1 5,8¢ 1 1 43¢
POGON: 1 1 5,8¢ 1 1 43¢
BARI DM 1 1 16,67 1 1 43¢
hAT-1 DF 1 1 5,8¢ 1 1 43¢

LTR MAX LTR 2 2 117€ 2 2 8,7¢C
MAX | 1 1 5,8¢ 1 1 43¢

LINE TART DV 2 2 11,7¢ 2 2 8,7¢C
LINEJ1 DM 1 1 16,67 1 1 43¢

Subtotal 7 10 17 1oC 4 2 6 11 12 23 10C

Genes

flanqueadores

DNA DNAREP1 DN 1 2 3 33,3 5 5 83,3 6 2 8 53,3
PROTOP | 1 1 11,11 1 1 6,67

LTR ROO 1 1 11,11 1 1 6,67

LINE TART DV 2 2 4 444« 1 1 16,67 3 2 5 33,3

Subtotal 3 6 9 100 6 6 100 9 6 15 100
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Apéndice H - Classes e sentido de orientacdo sense (s) e antisense (as) do nimero de inserces de TEs (n) €
intergénicas de gen&yp e de seus flanqueadores Bnsimulans.

Classes Insercoes o g Subtotal Total
& S as n % S as n % S as n %

Cyps

DNA DNAREP1 DN 8 5 13 46,4 1 1 2 16,67 9 6 15 37,5(
Helitron-1 Dyak 6 3 9 32,1« 2 2 4  33,3: 8 5 13 32,5
Helitron-1 Dvir 2 2 16,67 2 2 5
BARI DM 2 2 16,67 2 2 5
PROTOP | 1 1 2 7,14 1 1 2 5
FB4 DM 1 1 3,57 1 1 2,5C
TransibN1 DI 1 1 3,57 1 1 2,50
BARI1 1 1 8,3¢ 1 1 2,5C
HOBO 1 1 3,57 1 1 2,50

Retroposor MINIME DN 1 1 8,3t 1 1 2,5

Nao classificade DMRP1 1 1 3,57 1 1 2,5(C

Subtotal 1 12 28 10C 7 5 12 10C 23 17 40 10C

Genes

flanqueadores

DNA Helitron-1 Dyak 2 2 4  25,0( 2 2 4 19,0¢
DNAREP1 DN 2 2  12,5( 2 2 9,52
BARI DM 2 2 40,0( 2 2 9,52
FB4 DM 1 1 6,2t 1 1 4,7¢
BARI1 1 1 20,0( 1 1 4,7¢

LTR Stalker2 LTF 1 1 6,28 1 1 4.7¢
ROO 1 1 6,2t 1 1 4,7¢

LINE TART DV 4 3 7 43,7F 2 2 40,0( 4 5 9 42.8¢

Subtotal 8 8 16 100 1 4 5 100 9 12 100
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Apéndice |. Seqiiéncias das regides flanqueadoras dos gymsamplificadas em linhagens resistentes e
suscetiveis d®. melanogaster (Dm = LE: Lenc¢o6is/BA; ITA: ltaunas/ES; RP: Sdo José do Rio Preto/SP;
BG: Bento Goncgalves/RS; TAV: Tavares/Rpesmulans (Ds = ITA: Italnas/ES; PF: Paulo de Faria/
SP; AMI : AMIEU/Nova Caledbnia; MAK: Makindu/Quénia;). Letras minlUsculas representam a
seqléncia do TE inserido na regido flanqueadora doGgme

>6wl 5 DmLE
TACATACATATATACATACATATTTACAAAAGCAGCTTAAACATATGTAT
ATAATTTTGATATTAACTATTGTGACGACATATGATTTTCCATTTAACTA
TGTAATACAAAATaaacaagaggt aat gct at agt cgagt t cgccgaat a
t cagat acccgt t acccaact agt gt gaat gcgaacaggaaatttt at aa
ttttaat gggat attgat agat att ggggaat aaact gagaaaaaaat t t
t aaatt gtt ccaagt gagggggt gaccggtttagcggcttaagggcgtta
gagcgt ggcaaaacgtttttt aggaaaAATATCAAACATTTAACAT

>6wl_5 DmITA
TAACCAGAAAAAGCTTTTAAGCTGTATCTTCTTAGGTGATTNATCCNTAC
ATACATATATACATACATATTTACAAAAGCAGCTTAAACATATGTATATA
ATTTTGATATTAACTATTGTGACGACATATGATTTTCCATTTAACTATGT
AATACAAAATaaacaagaggt aat gct at agt cgagt t cgccgaat at ca
gat acccgtt acccat ct agt gt gaat gcgaacacgaaattttataattt

t gat gggat at t gat agat at t ggggaat aaact gagaaaaaatttttaa
attgttctaagt gagggggt gaccggt tt agcggct t aagggcgt t agag
cgt ggcaaaacgttttttaggaaaaat at caaacatttaacattttctta
ttttatgatttgcttttagaatttctattggtatgccaaaaatgttttge
cacgcgcact ct aacgct cTAACTA

>6wl_3' DmRP
GNATTGGT TCAT GAT GAGACACCCT RGAAAAWYYATWIYCGCSCCCAATA
TATAKGKATATAAACT TWAWT KTTTCAWTAWAWAWGT TYTTGAMIAGAGG
AGTYTGCTAGAGCCAMYTGCCTTTGAAAATTGT TACGATTTTTAATCGI T
TTATCAWI TTTCTTCTCATTTATTATGGACACGCCVAAATTATTTTGATG
TTTCCGACTCTAACCTCATAGAATTGTCGTTTTAAAAAGTTGTTTATTTT
TTATTTTAATAATTGAATTTAAATTTATAATTTTATTAAAAAAAAAAAAT
TATTAAAATTTATAAATTTTATCAGGAGTGTATTAAAATATAGAATAGKG
AAAGAT TAGGCGAGAARGAACCCT TAGARRRACGT TARRACGT TARRAGC
AAATTTATTTGAGAAAGCTGGCAATCCCACAATTct gcccaaaact gcga
taccacaaaaatgttctgatttcttttttatttwactattttttttattc
aatttaataccccaattggcaat waaaaattgttgcaatttcgtgcatgc
act ccaaact agct cagt aaccgggt gct ct gcat agt caaggaaat agc
gtttttt ATAACCTAATARATTAGT TWACGGCTCGCCTGTTTTACACTGA
CCAGGAWT AAAATATACATCTTAAATKGTCGAAAATGT TTCTCTAACTGG
AAAACATCTCGCCAATCGATTGATCCGYGT TCTTTGACTATTCGTCATGC
TACAWTARRT



>6wl 5 DmBG
ACTTACATATCTAACTCACATTSKYMAYYCYKYTKYACTMAMAAGACTTA
GGAACACTATTAATCTTATAGTACATTAAATATAACCAGAAAAAGCTTTT
AAGCTGTATCTTCTTAGGTGCATACATACATACATACATATATACATACA
TATTTACAAAAGCAGCTTAAACATATGTATATAATTTTGATATTAACTAT
TGTGACGACATATGATTTTCCATTTAACTATGTAATACAAAATaaacaag
aggt aat gct at agt cgagt t cgccgaat at cagat acccgt t acccaac
t agt gt gaat gcgaacaggaaattttat aattttaaat gggatattgata
gat at t ggggaat aaact gagaaaaaaattttaaattgttct aagt gagg
gggt gaccggt t t agcggcet t aagggegt t agagcgt ggcaaaacgtttt
ttaggaaaaat at caaacatttaacatattcttattttatgatttgettt
tagaatttctattggtatgccaaaaat gttttgccacgcgcactctaacg
ct cTAACTACGTCATATAAGCACTAAAGCATTAAAATTKGRRGCGTGCCA
CRKRMEKTWGATAGATTGT CTTAGGTGGGTGCTAT

>6wl 5 DmTAV
ACGTAGITAgagcgt t agagt gcgcgt ggcaaaacatttttggcatacca
at agaaatt ct aaaagcaaat cat aaaat aagaat at gtt aaatgtttga
tatttttcctaaaaaacgttttgccacgct ctaacgcccttaagccgceta
aaccggttaccccctcacttagaacaatttaaaatttttttctcagttta
ttccccaat atctat caat at cccattaaaattataaaatttcctgttcg
cattcacact agtt gggt aacgggt at ct gat at t cggcgaact cgact a
tagcattacctcttgttt ATTTGTATTACATAGI TAAATGGAAAATCATA
TGTCGTCACAA

> 6a2_3_DmRP
GTACACTAAACGAATAAAGT TCTGGAAATGAAAACAGT TTCCAGCTAAAA
TAAGAAATATACTACTACGT TTGCCATTGAGAATAAATAAAACAAAAGTC
AAGTGCTGACAACt at agttcttgttcgt gct aact agcccagacgat ct
agccat gcccgtctcgatgtctgtctgtccgttatgtccgtatgtccgtt
tgtccgtttgtccgttcgttcgt gt gaaagt cgagat at ccgggaaccat
aaaagct agaaagtt gagact t GACAACAGGTATTTAATAGAATCTAATA
GCTGCCCTCAAGTATATTACTATCTTGT TTTGAATACACGAACAAAAGCA
GITGTTATTTAATAATTCAGCTACATTATCCGATATCACCGA

>12d1_5 DmBG (ndo houve insercédo de TES)

AGCGGCGCAGT GTGCATGGATATCTGCAGAATTCGCCCT TAATCGCCGTG
AATTGCCTACCT CACT CAACT GAAAAAAT AAACAAAT GAACGT GACTGGC
TAGAAAAACAAAT TGAGAGCGT TGGAACT TACAATAAATACACCT CAGAG
AATTTGATACTACTATTACGACTATTACATACCCGT TACTCATTTAGT GG
GATCGCTAGAAAAAAAT CTAAAATATTTAAATATTTTTTAAAAATTTATA
AGGATTCTAGT TCAACGGT AGACAATTTCAAGATAAATAACCAAATTAAA
GAAAAATAAAAACAATTCTTAGAGT TGATCCTTGTTCTCTTTGCATACTG
ATATTTTATTTATTTTTTATTTTATTTATTTACTGGCGCCGCTTTTCCAC
AGAGTCCTCGGTGTCCTTTATCATTTTCTGCGAGAACATTAAGATGTCAT
CGAGAAGACGCAT CATCATCCGAAAGT TTGGAGT GGAGATAAATCTCCAC
ATTGATGGCTGTATATTCAATTGAAAGGCATATCTGAACATCGTGCTTCG
TGTTTTGGAACACAGT CAATGCATCTGGATCGTCTCGATTTCGACTGATC
AAACCCAT T GGGCGAT CGAAAGCCACCAAGCCAAGGGAT TCGAAAACCAG
GCGGCATCTCCAGAGT TCTAGCATCTAAGGGCGAAT TCCAGCACACTGCG
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>6a2_5 DsITA

GGATCCACTAGT AACGGECCGCCAGT GTGCTGGAATTCGCCCTCTTCGITT
TTATGITTGTTTTGCTAATTTCTATCGGTATAACAAAACACT TTGGECCCT
cctttgaaaatttttaaaattttttttattatattcgccaaaatctaata
tct at ct at at cct agaaaat gacaaaaat tttaagttcgcaat cct act
agct aagt agt aacgggt at ct gaact cgaatattgtattctcttttgtt
t GTTATCAAATCCTTGACATGATTTTTAAATATCTACCCATGTTTTGAGA
TGAGGGAAAGATATACACAATTAAGTATTCCACATTAATCGGGTTTTTAA
AGAAGCCCTTATAAAGCCCAATAGT TAATACGGGTACATTATTGTAATGA
TATCTCATCTGAATTACCAGCCCCACAATTGT GTGTGCTTAAAGCCCCGA
TTAAGCTTACGGT TAGCCGT TCCCCAA

>6w1l_5 DsPF
GACTAGACTATTAATCCATTATTAATCTATAATAAACTATTATTCTTATA
ATACATTAAATATAATCAGAAAAAGCTTTTAAACTGCTCCTTATTGIGTIC
CTTAGGAAAAGAAGCAACATCAACATATATAATTTTGATATTAACTTTTG
TGATGACATATGATTTAATATTTAACTAAGAAATACAAAATaaacaagag
gt aat gct at agt ggattt cct cgact at cagat accagttact ct acta
tt gt gaat gcgaaat tt cat aaat t gt at ggat at cgat agat ayt ggga
aat aaaat gacggttttggcggctttagggcegttagagt gggcgt ggcaa
aaagtttattgaaaaaatttttttgaaaaatatctaaacatttttcaaaa
at gt gggcgt ggcagt t t t gggcgt at agggcegt t agagt ggt cggt gca
aaaagttatttggcaaat cgat agaaatttacaagactaattagattatg
aaaaaat acccaaaaat ggtt aaaaactgttttaaaaatgttttaacatt

ttcttattttattatttccctttagaatttctattggtatgcccaacatg
ttttccctcact ct aacgtt cTAACTACATATAAGCACAAAGCATTCAAA
ATTGGAGGECGCGT CACTGACGT TAGATAAGATAGGT CTAAGT TTGGGTGT
CCCTAAACAGGTACCAAAATCCATCAGAGCATATt t acacccgagact cg
t agagt aaaaaggt at t ccagagt cgt t gaaaagt aact ggt agaaggaa
gggtt cccgact at at aaagt gt at at att t t gaat aggat caat agccg
agtt gat ct ggccat gt ccgt

>6a2_3_Ds AMI
ATGCTACATATATACAAGAAATTTTCAATTGATTAAATTCTCGAATTGAT
TCGTTGTTTGCCT TCAACTTCAATAAGT TCGATAGTACTCACATTGCTAA
ATATAAATTATTCTTCAAAATGAACTAGAGAGACTGCTTAGCATCATTGA
CCGGAAACTTAAATCACT CAAT CGTACACCAAACGAATAAAGT TCTGGAA
ATGAAAACAGT TTCCAGCTAATAATAAGAAATAAACAACTACGTTTTGCC
ATTGAGAATCATAACTTGT TCCTGAATAWAACAAAAGT CAAGT TCTGACT
AACt at agttcttgttcatactaacaagcccaaacgatttagccat geccc
gccttgatgttcgtctgtcegttatgtccegtatgtcegtatgtacgtatg
t acgt at ct ccgt at at ccgt at gt ccgt at gt ccgt at gTCCGTat gt ¢
cgtatgtccttatgtccgtatgtccgtatgtccgtatgtccgtatgtcct
tatgtccttatgtccatttgtccgtccgttcgtatgaaagtcgagatctc
gggat ccat aaaagct agaaagt t gagact t GACAAAAGGTATCTAATAA
TCGCTGCACTCAAGTATGGTTATATCTTGTTTTTAAATTTAATAATTCAG
CTACTTTATATGATATCACAAAAAATATCTATGAT
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>6a2_3_DsMAK

GTGACAGCCAGCCGAAAAAGT AGAATATAGATAAAATGTATTTAAAGTTT
GAAATTTAVKSMIACATATATACAAGAAATTTTCAATTGATTAAATTCTC
GAATTGATTCGITGT TTGCCTTCAACTTCAATAAGT TCGATAGTACTCAT
ATTGCTAAATATAAATTATTCTTCAGAATGAACTAGAGAAACTGCTTAGC
ATCATTGACCGGAAACT CAAAT CACTCAATCGTACACCAAACGAATAAAG
TTCTGGAAATGAAAACAGT TTCCAGCTAAAATAAGAAATATTTGCCATAA
CTTTTGCTGAATAAAACAAAAGTCAAGTITCTGACAACt at agt tctt gt t
cat act aacaagcccaaacgatttaaccgt gcccgt ct cgat gt ccgt at
gtccgtatgtccgtatgtccgtatgtcecgtatgtccatttgtccegtcegt
t cgt at gaaagt cgagat ct cgggaaccat aaaagct agaaagtt gaaac
t t GACAAAAGGTATCTAATAGT CGCTGCACTAAAGTATCAATTATATCTT
GITTTGAAATTTAATAATTCAGCTACTTTATATGATATCACAAAAAATAT
CTATGATAAGT GGGCGAACT CATGAGCGATAAGCCGTAAAAATTTCTCAT
ATCTGGATGT CTGGCGGAGGCATTGAC
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3.1 INTRODUCAO

Classicamente, os elementos transponiveis, sequéncias medianamente repetidas do
genoma, foram considerados como parasitas gendmicos (DOOLITTLE; SAPIENZA, 1980;
ORGEL; CRICK, 1980; OHNO; YOMO, 1991) em decorréncia de sua capacidade intrinseca de
mobilizagcdo. Um corpo crescente de evidéncias mostra, entretanto, que os TEs tém exercido forte
influéncia na trajetdria evolutiva dos organismos, por desempenharem um papel chave na
evolucdo da estrutura, funcdo e regulacdo génica dos eucariotos (BROSIUS, 1999;
MAKALOWSKI, 2000; 2003; KIDWELL, 2002; LORENC; MAKALOWSKI, 2003;
KIDWELL; HOLYOAKE, 2001; FONTANILLAS et al., 2007; FESCHOTTE, 2008), como
também para a evolugdo do tamanho dos genomas (PETROV 2001; KIDWELL, 2002).

Dentre os estudos que sugerem a participagdo dos TEs na regulacdo dos genes (e.qg.
FESCHOTTE, 2008), destacam-se alguns relacionados com a evolucdo da resisténcia aos
inseticidas. Tem sido demonstrado que a presenca de inser¢cdes de TEs ertygsnes
codificadores da familia multigénica citocromo P450 monooxigenase, estimula a expressdo de
genes responsaveis pela resisténcia metabdlicaDessophila (DABORN et al., 2002;
CATANIA et al., 2004; SCHLENKE; BEGUN, 2004; BOGWITZ et al., 2005; MARSANO et
al., 2005; CHUNG et al. 2007). A elevada expressao dos @gapssassociados a detoxificacao
de xenobidticos devido a insercdo desses TEs, pode ser vantajosa por caracterizar a resisténcic
aos inseticidas ao hospedeiro. Analigesilico também tém sugerido uma vantagem seletiva da
insercdo de TEs nas proximidades dos g€ygs. Chen e Li (2007) mostraram que ge@gps
de Drosophila melanogasteassociados a resisténcia aos inseticidas possuem insergdes de TEs ao
contrario daqueles associados ao desenvolvimento dos insetos, como por exerylps 0s
associados a biossintese de ecdisona. Esses resultados sugerem que genes envolvidos el
respostas ambientais tendem a ser mais tolerantes a mudancas gendmicas causadas pela inserg
de TEs, e assim, apresentarem maior numero de inser¢des, enquanto que genes envolvidos en
processos biolégicos, como o desenvolvimento do organismo, sdo altamente conservados e,
portanto, as insercdes sédo seletivamente eliminadas.

As espécies dérosophila apresentam proporcdes bastante varidveis de TEs, como

ilustrado na Tabela 1. O grupoelanogaster, particularmente, apresenta as variacbes mais
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extremas:D. ananassaepor exemplo, apresenta a maior propor¢ao (24,03 %), engDanto
simulansapresenta a menor (2,73 %). Essa variacdo tende a estar diretamente relacionada ao
tamanho dos genomas: espécies com 0S maiores genomas Sao as que apresentam a maic
porcentagem de TEs e vice e versa. Com exceclb deectg essa relacdo ocorre nas espécies

do grupomelanogaste(retangulo).

Tabela 1 ProporcBes de elementos de transposicdo em regifes eucromaticas de espécies de
Drosophila

Tamanho do Genoma

Grupos deDrosophila Espécies Mb* TEs (%)
melanogaster D. melanogaster 118 5,35
D. smulans 111 2,73
D. sechellia 115 3,67
D. yakuba 127 12,04
D. erecta 134 6,97
D.annanassae 176 24,93
obscura D. pseudoobscura 127 2,76
D. persimilis 138 8,47
saltans D. willistoni 187 15,57
repleta D. virilis 172 13,96
D. mojavensis 161 8,92
hawaianas D. grimshawi 138 2,84

* Clarck et al., 2007; em negrito as maiores e as menores propor¢cdes parametaopgaster

Duas questdes podem ser formuladas em relacdo a insercéo preferencial de TEs em genes
Cyps associados a resisténcia aos inseticidas. A primeira € se essa é uma particularidade da
espécieD. melanogasterou uma propriedade que se manteria para outras espécies do género
Drosophila A segunda é se as variacdes acentuadas do numero de TEs que se observa nas
diferentes espécies estariam refletidas na insercdo preferencial de TEs QgsseBara
responder a essas questdes, este trabalho teve por objetivo analisar nas espécies do grupe
melanogaste(D. melanogaste). simulansD. sechelliaD. yakubaD. erectae D. ananassag
os 13 gene€ypsestudados erd. melanogaste(CHEN; LI, 2007), com énfase nas suas regides

flanqueadoras 5’ e 3', proximas em até 3 kb do sitio de inicio da transcricdo de cada gene
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3.2 OBJETIVOS

Os objetivos especificos deste estudo foram:

1. Verificar se ha insercdo preferencial de TEs em g€hss associados a resisténcia aos
inseticidas nas espécies do grupelanogastegue possuem o genoma sequenciado;

2. Analisar se ha insercao preferencial de TEs nas regides intergénicas distantes em até 3 kb do
sitio de inicio da transcricdo dos gefgs(regido onde se localizam preferencialmente os
promotores) do que nas regides génicas;

3. Verificar se as espécies que possuem maior propor¢cdo de TES possuem proporcionalmente
maior namero de insergdes nas regides flanqueador&yges
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3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 Analises de Bioinformaética

Neste estudo foram analisados os genomas sequenciados das seis espécies do grupc
melanogastede Drosophila O genoma d®. melanogasteesta organizado em cromossomos e
0 deD. simulangoi montado como umassemblymosaico correspondente a diferentes linhagens
geogréficas. As sequéncias dos bracos cromossomais 2L, 2R, 3L, 3R, 4, X e a parte ndo agrupade
(chamada de U) correspondem a versao do genonia dienulans disponivel no sitip do
Genome  Sequencing Centerda  Washington University  Medical School

(ftp://genome.wustl.edu/pub/organism/Invertebrates/Drosophila_simulans_mosaic/assembly/Dros

ophila_simulans_mosaic-1.0ps genomas das outras quatro espéBesdchellia D. yakuba

D. erecta e D. ananassae foram sequenciados, mas, ainda ndo estdo organizados em
cromossomos. As versfes dos genomas utilizados e o numero de genes de cada espécie est
indicados na Tabela 2.

Tabela 2.Numero de genes e genomas utilizados para a andlise de inser¢des de TEs nas espécies
do grupomelanogaster

Espécies Numero de genés Genomas
D. melanogaster 13.733 ftp://ftp.flybase.net/releases/FB2008_01/dmel_r5.5/fasta
D. simulans 15.983 ftp://ftp.flybase.net/releases/FB2008_01/dsim_rl.0/fasta/
D. sechellia 16.884 ftp://ftp.flybase.net/releases/FB2008_01/dsec_r1.0/fasta/
D. yakuba 16.423 ftp://ftp.flybase.net/releases/FB2008_01/dyak_r1.0/fasta/
D. erecta 15.324 ftp://ftp.flybase.net/releases/FB2008_01/dere_r1.0/fasta/
D. ananassae 15.276 ftp://ftp.flybase.net/releases/FB2008_01/dana_rl.0/fasta/

IClarck et al. (2007).
Zftp://ftp.flybase.net/releases/FB2008 01/
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As sequéncias disponibilizadas nesteasesforam analisadas quanto a ocorréncia de
fragmentos de elementos de transposicao nas regides intergénicas 5’ e 3’, distante em até 3 kb dc
sitio de inicio da transcricdo do gene, bem como nas sequUéncias de 13 genes d&yamilia
nestas espécies. Dentre os 90 g&gssidentificados enD. melanogaster (TIJET et al., 2001),

13 estdo bem caracterizados quanto a sua funcdo (CHEN; LI, 2007), oito deles estando

envolvidos no metabolismo de inseticidas e cinco na biossintese de ecdisona (Tabela 3).

Tabela 3.GenesCypsanalisados.

Genes Funcéo
Cypbw. Resisténcia ac
Cypéa: Resisténcia ac
Cyp4e. Resisténcia ac
Cypl2d. Resisténcia ac
Cyp6g: Resisténcia ac
Cypé6a Resisténcia ac
Cyp6at Resisténcia aos
Cypl2a: Resisténcia ac

Cyp302a Biossintese de ecdisc
Cyp307a Biossintese de ecdisc
Cyp3l4a Biossintese de ecdisc
Cyp31l5a Biossintese de ecdisc
Cyp306a Biossintese de ecdisc

Modelos génicos estdo disponiveis para as espécies do rgelanogaster, entretanto,
apenas o genoma dB. melanogaster apresenta seus genes extensivamente anotados e

depositados nd.ocusLink (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/ query.fcgi.db=ggnéssim, a

identificacdo dos genes da familigp nos genomas de. simulansD. sechelliaD. yakubaD.
erectae D. ananassadoi obtida por meio das coordenadas gendmica®emelanogaster e por
meio de comparacdes por meio BEASTN (ALTSCHUL et al. 1990) entre as sequéncias
completas dos gen&ypsdeD. melanogaster contra os genes preditos dos demais gertemas
D. ananassaeuma espécie mais divergente De melanogasterfoi necessario realizar um

BLASTX para obtencdo de um resultado mais fidedigno. ApGs levantamento da localizacéo



92

gendmica, foram extraidas as sequUéncias de cada Qgpe bem como suas regides
flanqueadoras 5’ e 3’ distantes em até 3 kb do sitio de iniciacdo da transcricao.
A identificacdo de elementos de transposicao foi realizada nas sequUéncias extraidas por

meio do program&aRepeatMaske(RM) versao 3.1.9 _(http://www.repeatmasker)prgom a

ferramenta de alinhament@ross_matchversao 0.990329 (pacote Phrap/cross_match/swat:

http://www.phrap.org/ phredphrapconsed.htntontra o banco de sequéncias de TEs de

referéncia do géner®rosophila oriundas doRepbase(JURKA et al., 2005). Para eliminar
resultados espurios, somente escoresiaiehes RM= 225 foram aceitos, condicdes de procura

de maior sensibilidade/menor velocidade (condicdo “-s”), matriz relativa ao conteido GC do
query (“-gccalc”) e sequéncias de DNA de baixa complexidade n&o foram mascaradas (*-
nolow’). Foram considerados todos os alinhamentos registradof®ppiatMaskepara analises
posteriores sem imposi¢cdo de escores adicionais e comprimento minimo. O teste estatistico
aplicado para saber se houve diferenca no niumero de insercdes entre as regides 5’ e 3’, foi 0 qui-
quadradox?).

3.3.2 Andlises Evolutivas

Foram realizadas andlises de distanpia ¢omo implementado no programa DnaSP4
(ROZAS et al., 2003) entre as sequéncias dos elementos DNAREP1 DM e das relacbes
evolutivas entre as cépias de diferentes genes e espécies por nmaigldeor-joining (NJ),
como implementado no programa MEGA 4 (TAMURA et al., 2007).
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3.4 RESULTADOS

Como as sequéncias de TEs podem possuir sinais reguladores da transcricdo, os quais
podem alterar a expressao génica, foi realizada uma busca por insercdes de TEs @ypgenes
associados a resisténcia aos inseticid@ypsassociados ao desenvolvimento, para verificar se

havia insergao diferencial enttypscom funcdes distintas.

3.4.1 Ocorréncia de insercbes de TEs em genes Cyps e em suas regides flanqueadoras 5’ e 3’

distantes até 3 kb do inicio da transcricdo do gene

Dentre osCyps associados a resisténcia, o0 nimero meédio de insercdes por gene, bem
como, seus tamanhos médios e taxa de divergéncia média sdo apresentados na Tabela 4. A:
maiores medias de insercdes por gene ocorrerand.eyakuba(4,75) eD. simulans(4,67),
seguidas pob. sechellia(3,33),D. erecta(2) e D. melanogaste(1,80). A espécie com menor
média de insercdes fbi. ananassaecom apenas um TE por gene, sendo a espécie com o maior
genoma dentre as do grupeelanogasterPor outro lado, a maioria d@ypsassociados ao
desenvolvimento ndo apresentou insercdes, afgengakubae D. erectativeram uma insercao
respectivamente nos ger@gp306ale Cyp302al

O tamanho médio dos fragmentos de TEs inseridosCyps associados a resisténcia,
variou 97 pb D. ananassaea 1.093 pb . melanogastgre, nas demais espécies, entre 110 e
222 pb. OsCyps associados ao desenvolvimento que continham inser¢cbes apresentaram
fragmentos muito pequenos, com 62 @yg302alde D. erectg e 90 pb Cyp306alde D.
yakubg. Os fragmentos de TEs presentes@ggsassociados a resisténcia apresentaram a maior
porcentagem de divergéncia €mn ananassa¢21,04%), seguido pdd. sechellia(19,38%),D.
erecta(18,07%),D. simulans(16,35%) eD. yakuba(13,76%). Quanto a cépia inserida @Ggp
associado ao desenvolvimentol@leyakubaapresentou 24,71% de divergéncia e a copia presente
emD. erecta 16,13%.
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Com excecao db. erecta que apresentou duas insercdes na regido géniCypli?asd
(intron) e uma insercdo n@yp302al(intron), as outras cinco espécies apresentaram insercoes
apenas nas regides flanqueadoras (Tabelas 5 B.lyjkubafoi a espécie com maior nimero de
insercdes (20; Tabela 8), enquanto ueananassadoi a espécie com o menor nimero (2;
Tabela 10). As Tabelas 5 a 10 e a Figura 1 mostram que as inser¢des de TEs nas regides
flanqueadoras estéo principalmente localizadas na regiao 5’ dos gdheselanogastefseis),
deD. yakuba(12) e deD. erecta(cinco). Por outro lado, ei. sechelliafoi observado anaior
namero de insercdes na regido 3’ (seis) do que na regido 5’ (quat@ymo&EmD. simulanse
D. ananassaeo numero de inser¢des foi 0 mesmo para ambas regides, sendo sete na primeira
espécie e uma na segunda. Porém, essas diferencas entre o numero de inser¢des nas regides 5
3’ ndo foram significativasd. melanogasterD. sechelliae D. yakuba(x* 1,80; p > 0,05) ®.
erecta(x*:0,51; p > 0,05).

A Figura 1 mostra a distribuicdo dos elementos nas regifes flanqueadoras 5 e 3’ dos
genesCypsem cada espécie do grupeelanogasterD. melanogasteapresentou dez insercoes,
das quais, cinco, foram do elemento DNAREP1_DM, trés coOpias localizadas na regido 5’ e duas
na 3. O elemento ISFUN1 apresentou duas copias inseridas na regidao 3' do€\ygen€3s
elementos MAX_LTR e MAX | tiveram apenas uma insercdo na regido flanqueadora 5’
enguanto o BARI_DM também apresentou uma insercéo, porém, na regiao 3'.

Do total de 14 insercdes de TEs encontradasQyps de D simulans seis foram do
Helitron-1_Dyak, estando trés na regido 5 e trés na regido 3'. Das cinco coOpias do elemento
DNAREP1_DM, quatro se localizavam na regido 5’ e uma na regido 3'. Apenas uma copia dos
elementos Helitron-1_Dvir, Helitron-1IN1_Dvir e MINIME_DN foram encontradas na regido
flanqueadora 3’ do€yps

D. sechelliaapresentou dez insergcdes, sendo seis do elemento Helitron-1_Dyak, estando
trés copias em cada regido flanqueadora. Apenas duas copias do TE DNAREP1_DM foram
encontradas nessa espécie, estando uma em cada regido flanqueadora. Uma cépia do element
Helitron-1_Dvir e do Helitron-2_Dvir foram localizadas na regido 3'.

Em D. yakuba a espécie com maior nimero de insercdes de TEs (20), dentre as espécies
analisadas, metade das insercdes (10) foram do DNAREP1_DM, distribuidas igualmente nas

duas regides flanqueadoras. Dentre os elementos restantes, sete foram inser¢cdes do TE Helitron
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1 Dyak, localizando-se quatro na regido 5 e trés na regido 3'. Outros trés elementos
(PROTOP_B, FB4_DM e hAT-1_DP) apresentaram apenas uma cépia na regido flanqueadora 5'.
D. erectaapresentou 12 insercOes de TEs nas regifes flanqueadoras doyenes
Dessas insercoes, cinco foram do DNAREP1_DM, estando quatro localizadas na regiao 5’ e uma
na regido intronica. O TE Helitron-1N1_Dvir apresentou duas insercoes, estando cada uma em
uma das regides flanqueadoras, e o Helitron-1_Dyak apenas uma insercao na regido 3’ e duas e
regido intronica. Foram ainda encontrados os elementos MINIME_DN e TART_DV, com uma
copia de cada na regido flanqueadora 3'.
A espécie com 0 menor numero de TEs nos gégps dentre as analisadas neste estudo,
foi D. ananassaecom apenas duas insercdes, um fragmento do Helitron-2_Dvi, presente na

regido flanqueadora 5’, e um do elemento TART_DV, localizado na regi&o 3'.
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Tabela 4.Valores médios (minimos e maximos) do nimero, tamanho e divergéncia dos TEs inseridos em

geneCyps
Cyps de resisténcia (N = 8) Cyps de desenvolvimento (N = 5)
Especies namero tamanho divergéncia(%) namero tamanho divergéncia(%)
(<>) (<>) (<>) (<>) (<>) (<>)
1,80 1093 10,79
D.melanogaster 1.3y (31:7914)  (0; 26,67) 0 0 0
: 4,67 156 16,35
D. smulans (2:6) (36,392)  (0; 25,86) 0 0 0
. 3,33 160 19,38
D. sechllia (1:7) (31;317)  (9,81; 26,85) 0 0 0
D. vakuba 4,75 222 13,76 1 90 24,71
Y (2;6) (38;623) (5,02; 24,13) (1) (90) (24,71)
D. erecta 2 110 18,07 1 62 16,13
' (1;4) (46;194) (10,76; 23,81) (1) (62) (16,13)
1 97 21,04
D. ananassae (1)  (77:116) (18,18 23,90) 0 0 0
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Figura 1. Porcentagem de inser¢cBes de TEs em regides flanqueadoras. As colunas em preto representam
porcentagem de inser¢cdes na regido 5 e as colunas em branco as inser¢cdes nas regioBs 3. (a)
melanogaster(b) D. simulans (c) D. sechellia (d) D. yakuba (e) D. erectae (f) D. ananassaeNumeros

de inserc¢es indicados acima de cada coluna; classe ou ordem a que cada TE pertence indicadas abaixo
eixo X.
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3.4.2 DNAREP1_DMe Helitron-1_Dyak: os TEs mais frequentes nos Cyps analisados nas

espécies do grupo melanogaster

Consideramos como um elemento freqlente nos g8yps aqueles que estavam
presentes no mesmo gene em, no minimo, trés das seis espécies analisadas. Com este critéric
dois elementos foram frequentes dentre os 13 g€yps o DNAREP1 DM e o Helitron-

1 Dyak, cujas sequéncias consenso apresentam, respectivamente, 594 pb e 10.846 pb (Tabel:
11). A maioria das inser¢des do DNAREP1_DM encontradas correspondem a extremidade 3’ do
elemento consenso, ou a regido da repeticdo central do elemento, com tamanho médio de 170 pb
As inser¢cdes do elemento Helitron-1_Dyak correspondem a extremidade 5 do elemento
consenso e apresentaram tamanho médio de 181 pb.

Dentre as copias dos elementos DNAREP1 DM (20), foi possivel realizar um
alinhamento entre 11 sequéncias de modo a se fazer uma analise evolutiva objetivando avaliar se
essas eram insercdes ancestrais entre as espécies dongplapogaster ou decorrentes de
eventos recentes de transposi¢cdo. Para o Helitron-1_Dyak (16 copias) nado foi possivel realizar tal
analise, visto as seqUéncias apresentarem pequeno tamanho e corresponderem a regides distinte
do elemento consenso.

As andlises das sequéncias do DNAREP1 DM (Tabela 12 e Figura 2) mostraram que as
copias presentes na regido flanqueadora 5 do @gpéwlde D. simulans(594 - 469),D.
sechellia(594 - 263) eD. melanogaste(594 - 375) sdo sequéncias derivadas de uma insercao
presente no ancestral das trés espécies, inseridas em sentido anti-sense em &ja¢h@ate
D. simulansvs D. sechellia 0.000 e, entre as duas espéciBs melanogaster0.143). O mesmo
cenario se repete com as copias inseridas em sentido sense na regido 3’ desse gene; porém, nes
caso, as copias de. simulans(411 - 568)e D. sechellia(442 - 590) sdo mais divergentgs (
entreD. simulansvs D. sechellia 0.071) do que aquelas na regiao flanqueadora 5’. Do mesmo
modo, as copias presentes no gégp6a2nao evidenciam terem sido transmitidas verticalmente
entre as espécies a partir do ancestral comum. Elas se agrupam com aquelas inseridas na regia
flanqueadora 5’ ou 3" d&€yp6wl 0 que sugere serem derivadas de eventos de transposicéo

ancestrais entre essas posi¢des gendmicas.



Tabela 11.Numero dos elementos DNAREP1_Dé/Helitron-1_Dyak nos genes

Cyp6wl1 Cyp6a2e Cypl2dl

Gene

TE

Espécie

Cypébwl

Cyp6a2

Cypl2dl

DNAREP1_DM

Helitron-1_Dyak

DNAREP1_DM

Helitron-1_Dyak

DNAREP1_DM

00O 0000 0OD0D0O OO0 U000

. melanogaster
. simulans

. sechellia

. yakuba

. simulans
. sechellia
. yakuba

. melanogaster
. simulans
. yakuba

. simulans
. sechellia
. yakuba

. erecta

. simulans
. yakuba
. erecta

5
3
1
1
1
2
2
1

=

=

RFRPNRPNRPN RARPRPRP NMNAEARANDNODDN
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Tabela 12.Distanciasp entre copias do elemenBNAREP1 DMinseridas em regides flanqueadoras 5’

(5) e 3 (3) de genef€yps (Cypbwl Cypb6a2e Cypl2d) em D. melanogaste(Dmel), D. simulans

(Dsim), D. sechellia(Dsec) eD. yakuba(Dyak). Os numeros ap6s o simbolo de cada espécie indicam a
regido que a sequéncia da copia representa no elemento consenso e o sentido sense (+) ou antisense (-)

insercdo no TE.

Copias doDNAREP1 DM 1 5 3 4 5 6 7 8 9 10

.6wl_5_Dmel_594-375 (-)
.6wl_5 Dsim_594-469 ()  0.143

.6wl_5 Dsec_594-263 ()  0.143 0.000

.6wl_3 Dmel_188-587 (+) 0.357 0.314 0.314

.6wl_3 Dsim_411-568 (+) 0.371 0.329 0.329 0.100

.6wl_3 Dsec_442-590 (+)  0.357 0.314 0.314 0.071 0.071

.6a2_5 _Dsim_443-594 (+)  0.314 0.329 0.329 0.400 0.414 0.386 0.586
.6a2_3 Dyak 590-454 ()  0.371 0.314 0.314 0.329 0.329 0.314 0.600 0.357
.6a2_3 Dyak 594-292 ()  0.357 0.343 0.343 0.329 0.314 0.329 0.557 0.443 0.371
10.12d1_5 Dyak 119-594 (+) 0.557 0.557 0.557 0.557 0.557 0.557 0.571 0.557 0.543

© 00 N o O b~ W N B

0.457
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100 {Bw1_5"_ Dsim_534-469 (-)

33 l6wl &' Dsec_594-263 ()
B6 Bwl &' Dmel 594-375 ()
- GaZ_5' Dsim_443-594 (+)
GaZ_3' Dyak_590-454 ()
— — Bwl_3 Dsim_411-568 (+)

g9| —— Bw1_3"_Dmel_188-587 (+)
59 Bwl_3' Dsec_442-5590 (+)
BaZ_3' Dyak_594 297

12d1_5' Dyak_119-594 ()

—
0.05

Figura 2. Arvore de neighbejoining para copias do elemenBNAREP1_DMinseridas em regides
flanqueadoras 5’ e 3’ de gen€yps (Cyp6wl Cypb6a2e Cypl2d) em D. melanogaste(Dmel), D.
simulans(Dsim), D. sechellia(Dsec) eD. yakuba(Dyak). Os nimeros ap6s o simbolo de cada espécie
indicam a regido que a seqliéncia da coépia representa no elemento consenso e o sentido sense (+) ol
antisense (-) da insercdo no TE.
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3.5 DISCUSSAO

De modo geral, as insercdes de TEs tendem a se localizarem em sequéncias néo
codificantes (regides intergénicas e introns), estando menos presentes em regides codificantes dc
genoma d®rosophilae outros organismos (e.g. MILLER et al., 2000; KAMINKER et al., 2002;
FONTANILLAS et al.,, 2007) em decorréncia de inser¢cdes em regides nao codificantes serem
mais toleradas, enquanto que, inser¢cdes em regifes codificantes ou préximas a elas poderem
causar efeitos deletérios, e assim, serem removidas por sele¢cdo normalizadora (LIPATOV et al.,
2005; SELA et al., 2007; YANG; BARBASH, 2008). Os resultados obtidos para os @Q@oes
foram concordantes com essa expectativa, pois, praticamente todas as insercdes estavam
presentes nas regides flanqueadoras dos genes.

Dentre os geneyps analisados neste trabalho, praticamente todas as insercbes
ocorreram enfCypsassociados a resisténcia aos inseticidas, com exce¢ado de uma insercao na
regido flanqueadora 5’ do ge@gp306aldeD. yakubae deD. erecta e no intron ddCyp302al
deD. erecta Esses resultados sado concordantes com aqueles obtidos por Chen e Li (2D07) em
melanogasteranalisando os mesmo genes estudados neste trabalho, e por Ricci e colaboradores
(dados nao publicados), em 35 ge@gpsde D. melanogastee deD. simulans Comparando 0s
trés trabalhos notam-se algumas diferencas no nimero e ordem das insercbes encontradas, a
quais podem ser explicadas devido ao tamanho da regido flanqueadora analisada em cada
trabalho, pois Ricci e colaboradores analisaram as regides intergénicas 5’ e 3’ até encontrarem o
préximo gene, independente do seu tamanho, e Chen e Li (2007), analisaram essas mesmas
regides até encontrarem o préximo gene, ou até a uma regido intergénica de no maximo 10 kb.

Apesar de a diferengca ndo ser significante, verifica-se que os TEs inserem-se
preferencialmente na regido 5 dos gefdgs de D. melanogasterD. yakubae D. erecta
resultado esse concordante com aquele observado por Ricci e colaboradores (dados néao
publicados) enD. melanogaster ®. simulansutilizando uma amostragem maior de genes. Esse
resultado reforca a hipétese de que insercdes de TES na regido 5 podem afetar a regulacao e,
conseqientemente, a expressado dos genes, de maneira geral (JORDAN et al., 2003; van de
LAGEMAAT et al.,, 2003; THORNBURG et al., 2006), dentre elesQyps associados a
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resisténcia aos inseticidas (DABORN et al.,, 2002; CATANIA et al.,, 2004; SCHLENKE;
BEGUN, 2004; CHUNG et al. 2007).

Além de ter como objetivo avaliar se as demais espéciBsodephilatinham os genes
Cypsassociados a resisténcia aos inseticidas enriquecidos por TEs, como demonstrado por Chen
e Li (2007), para 13 genes d& melanogaster, e por Ricci e colaboradores (dados néo
publicados), para 35 geneslemelanogaster B. simulansum dos objetivos deste trabalho foi
também avaliar se existia alguma relacdo entre a propor¢cdo gendémica de TEs, que é variavel
entre espécies do grupnelanogaster, e a proporcdo de TEs inseridosGyps associados a
resisténcia. Em outras palavras, nosso objetivo foi avaliar se a distribuicdo de TEs nas regites
flanqueadoras doSypsassociados a resisténcia € casual, decorrente da propor¢do genémica de
TEs caracteristica de cada espécie, ou nao.

Neste trabalho, mostramos que essa relacdo ndo se mantém para inser¢cdes nas regioe:
flanqueadoras dos gen€yps (distantes em até 3 kb do gene). Dentre as espécies do grupo
melanogasterD. ananassaea espécie com a maior porcentagem gendmica de TEs (24,93%),
apresentou o menor numero meédio de insercdes por @gmél). Por outroD. simulans a
espécie com a menor porcentagem (2,73 %) apresentou o segundo maior nimero de TES por gene
Cyp (4,67), porcentagem essa semelhante aquela observaDa yakuba que apresenta 4,75
insercdes/Cypmas tem uma proporcdo gendmica de TEs cinco vezes maior (12,04 9). J4,
melanogastercom praticamente o dobro de TEs uesimulans apresentou apenas 1,8 insercao
por Cyp associado a resisténcia. Esses resultados mostram que a insercdo de TEs nas
proximidades dos gen€ypsassociados a resisténcia € diferencial entre as espécies e ndao segue
a proporcao gendémica, o que sugere que possam desempenhar um papel adaptativo para esse
espécies.

Essa hipétese também se aplica ao TE mais abundante no gen@nasadghila o
DNAREP1_DM, também denominado DINErpsophilainterspersed element 1). Yang et al.,
(2006) analisando o elemento DNAREP1 DM Bmmelanogastee D. yakuba sugerem que
esse elemento em. melanogasteseja um resquicio de uma transposi¢cdo ancestral ocorrida
aproximadamente de cinco a dez milhdes de anos, e que suas cépias sejam inativas. Yang €
Barbash (2008), construindo uma filogenia a partir de blocos conservados do DNAREP1 DM
mostraram qu®. simulans . sechelliase agruparam, seguidas [rmelanogastee depois

por D. yakuba da mesma forma que a conhecida filogenia das espéciddragephilg
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confirmando que coOpias ancestrais desse elemento foram transmitidas verticalmente de um
ancestral comum dBrosophila Entretanto, o nimero de cépias e a divergéncia entre essas
copias, variam entre espécies do gropanogasterD. melanogaste(355),D. simulans (478) e
D. sechellia(502) tém numeros semelhantes, com identidade entre as cOpias de cada espécie
entre 90-91 %. Os valores bBe erecta(1013) aproximam-se mais aqueles dessas trés espécies do
gue aos dd. ananassa€5027) eD. yakuba(5424), que apresentam 10 vezes mais copias do
DNAREP1_ DM que as demais espécies do graptanogaster, como também uma porcentagem
de identidade entre as cOpias maior que 95 %. Essas diferencas levaram Yang e Barbash (2008) ¢
proporem que o DNAREP1_DM sofreu uma exploséo recente de transposi¢cdo no genoma dessas
duas espécies.

Como observado para os TEs inseridos @ggsassociados a resisténcia, a distribuicdo
do DNAREP1_DM também ndo segue a proporcdo gendmica esperada, se a distribuicdo nas
regides flanqueadoras d&ypsfosse casual. A Figura 1 fornece o nimero de coOpias desse
elemento nas regides distantes em até 3 Kb do inicio de cada gene. Bmymkabaapresente
mais do que o dobro de inser¢des (10), como esperado pelo nimero de copias gendmicas (5424),
D. ananassaecom numero semelhante (5027) ndo tem qualquer insercdo de DNAREP1 DM
nesses genes. J&. melanogasterD. simulans eD. sechellia com numeros gendmicos
aproximados, diferem quanto ao numero de inser¢gfes rMégpssa Ultima espécie tem menos
gue a metade (2) do que as duas primeirad(5@recta por sua vez, com mais que o dobro de
sequéncias DNAREP1 DM em seu genoma, apresenta numero de insercdo nas regides
flanqueadoras semelhantes aos lemelanogastere D. simulans Essas distribuicdes néo
seguem aquela esperada em decorréncia do nimero de cépias total desse elemento em cad
espécie, como também ndo sdo concordantes com a distribuicdo com base nas relacdes de
parentesco entre as espécied.afanassa®.erectdD.yakubdD.melanogasteD.sechellia
D.simulang))), esperada se essas cOpias fossem todas transmitidas verticalmente, inativas e
neutras. Um papel seletivo para as insercdes do DNAREP1_DM encontradas nas regibes

flanqueadoras dGypstambém descortina a partir dessas comparacoes.
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3.6 CONCLUSAO

Um possivel papel seletivo para as insercdes de fragmento de TEs, em geral, e do
DNAREP1 DM, em particular, vem dos estudos de Ricci e colaboradores (dados néo
publicados). Esses autores demonstraram a presenca de motivos de ligacdo de fatores de
transcricdo nas copias desse elemento inseridas nas regides flanqueadoras @ypgemds.
melanogastere D. simulans, como também na seqiiéncia consenso desse elemento. Uma larga
variedade de elementos regulatérios tem sido identificada em sequiéncias ativas ou consensos
reconstruidos de TEs ativos (JOHNSON et al., 2006; POLAK; DOMANY, 2006; THORNBURG
et al., 2006; WANG, et al. 2007) e muitos estudos empiricos demonstram que esses elementos
sdo incorporados nos aparatos regulatérios dos genes adjacentes (WESSLER et al.,
1995; FERRIGNO, et al., 2001; BROSIUS, 2003; MEDSTRAND et al., 2005; ROMANISH et
al., 2007). A presenca de motivos regulatorios diferenciais estar relacionada a distribuicdo
diferencial de TEs e do DNAREP1_DM em gef®gpsdas espécies do grupoelanogaster.
Contudo, estudos empiricos detalhados de transfeccdo dessas putativas sequiéncias reguladoras

testes de expressao sdo necessarios para corroborar essa hipotese.
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4 DISCUSSAO GERAL

O movimento e o acumulo dos TEs nos genomas tém exercido uma forte influéncia na
trajetéria evolutiva de seus hospedeiros desde que podem gerar mutacdes e rearranjos
cromossdémicos que contribuem para a evolugdo da estrutura e funcdo do genoma onde estac
inseridos (BROSIUS, 1999; MAKALOWSKI, 2003; KIDWELL, 2002; GOTEA;
MAKALOWSKI, 2006; FESCHOTTE, 2008). Quando inseridos em regifes reguladoras,
também podem afetar positivamente a expressdao do gene hospedeiro, como também de gene:s
adjacentes, devido a introducdo de elementos reguladores nessas sequéncias (CONTE et al.
2002; JORDAN et al., 2003; THORNBURG et al., 2006). Em diversos TEs, foram identificadas
sequéncias que atuam como sitios de ligacdo de fatores trans€RE&), (has quais se ligam
motivos reguladores da expresséo génica (THORNBURG et al., 2006; ALMEIDA; CARARETO,
2006; POLAVARAPU et al., 2008Feschotte (2008) observou que a manutencao de osamesp
de DNA ou de suas transposases, no genoma hospedeiro deve-se ao fato de que essas seqUénci
podem ser fontes para ligacdo de fatores de transcricdo. Assim, os fragmentos de TEs podem
representar um importante papel na regulacdo génica, sendo mantidos ou até exaptados nas
proximidades dos genes hospedeiros.

A maior parte das inser¢cdes de TEs esta localizada em regifes intergénicas, introns e
UTRs tendo, desse modo, maior chance de serem mantidas no genoma, pois, estdo sob meno
pressdo seletiva (KIDWELL, 2002; SELA et al., 2007; FONTANILLAS et al., 2007; YANG,;
BARBASH, 2008). Neste trabalho, essa relagdo também fica explicita para o€geneseus
genes flanqueadores, nos quais a maior parte das insercdbes de TEsS ocorreu nas regides
intergénicas.

No genoma d®. melanogaster, as classes de TEs com maior abundancia (BERGMAN et
al., 2006) sao, em ordem decrescente, DNA > LTRs > Retroposons, quando incluido o elemento
DNAREP1_DM, mas LTR > Retroposons > DNA, quando o DNAREP1_DM né&o é computado
na classe dos transposons de DNA, em decorréncia da davida quanto a sua classificagdo. Os
resultados relatados no Capitulo 1 mostram que, dentre as insercdes presentes Qypgy@nes
maior parte corresponde a transposons de DNA (mesmo excluindo o DNAREP1_DM), seguidos

pelos Retroposons e LTRs. A mesma tendéncia a insercado de transposons proximos a regides
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reguladoras de genes foi demonstrada para o transpPa§@DWER et al., 1993; SPRADLING
et al., 1995) e &eeping Beauty (YANT et al., 2005). Uma explicagéo para essa predominancia
poderia ser que a insercao de diferentes elementos em todas as regifes intergénicas € casual, me
ocorreria uma manutencao preferencial dos elementos de DNA na regido 5'. Essa predominancia
de insercdo nas regides flanqueadoras 5’, onde se acumula a maior parte das sequUéncias
reguladoras da expressao génica, suporta a hipétese de que fragmentos de TEs enriquecem a
regides promotoras, doando sinais reguladores da transcricdo e podendo alterar a expressac
génica, como relatado em humanos por Jordan et al. (2003) e Thornburg et al. (2006). Outra
hip6tese seria que as sequéncias codificadoras das transposases podem ser fontes para ligacao
fatores de transcricdo e, assim, seriam mantidas ou até exaptadas nas proximidades dos gene
hospedeiros, desempenhando um importante papel na regulacao génica (FESCHOTTE, 2008).

Dentre os elementos frequentemente inseridos em regides flanqueadoras d&yggenes
destacou-se o elemento DNAREP1_DM, ocorrendo em maior numero nas seis especies estudadas
do grupomelanogaster deDrosophila. As copias desse TE nos genoma®deelanogaster e de
D. simulans apresentam identidade média de 90 % (YANG; BARBASH, 2008). Mostramos no
capitulo | deste trabalho que as cépias do DNAREP1_DM localizadas nas regides intergénicas
dos geneLyps dessas duas espécies sdo mais divergentes, e mais antigas, em relagdo as copias
distribuidas ao longo do genoma. Este percentual inferior de identidade, associado ao pequeno
tamanho, corroboram o fato de serem cépias antigas nas duas espécies, desse modo, j4 exposte
ao crivo da selecdo normalizadora que resulta em eliminacdo de TEs deletérios em regides
préximas a genes. Esses fragmentos do elemento DNAREP1 DM correspondem a extremidade
3" do elemento consenso, que mostramos conter sequéncias homologas a sitios de ligacdo de
fatores de transcricdo. A analise da insercdo de TEs em linhagens de diferentes regibes
geogréficas também confirma os achados da andisdico de que as cdpias do elemento
DNAREP1_DM presentes nas regides flanqueadoras desses genes correspondem a extremidade
3’ do elemento consenso. Embora tendo tamanhos variaveis, essas sequéncias preservarr
possiveis sitios de ligacdo de fatores de transcricdo e essa pode ser a causa de sua manutencao r
regides flanqueadoras dos gegps.

Os elementos de transposicdo tém sido associados a evolucdo da resisténcia aos
inseticidas, por estimularem a expressdo de genes responsaveis pela resisténcia metabdlica en

insetos, ou mesmo, por atuarem na geracdo de novas fungbes protéicas devido a alteracdo de
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estrutura do gene (DABORN et al., 2002; AMINETZACH et 2005). Porém, essa associacao,

nao estd completamente caracterizada, visto ter sido relatada também a presenca de insercdes d
TEs e elevada expressao de gefiyps em algumas linhagens suscetiveis (SCHLENKE;
BEGUN, 2004; FESTUCCI-BUSELLI et al., 2005; KURUGANTI et al., 2007). Os resultados
relatados nos Capitulo 1 e 2 indicaram que as regides flanqueadoras distantes em até 3kb dos
genesCyps associados a resisténcia acumulam fragmentos de TEs em maior proporcado que 0s
demaisCyps e, que essas propor¢cdes, variam entre as espécies do nggigpogaster de
Drosophila. Mostramos, neste trabalho, que a ocorréncia de TEs preferencialmente em regides
flanqueadoras d€Cyps associados a resisténcia ndo se restrind2. anelanogaster, como
inicialmente sugerido por Chen e Li (2007).

Entretanto, a relacédo entre a presenca dos fragmentos de TEs e@ypsrassociados a
resisténcia e a manifestacdo da resisténcia nédo ficou evidenciada pelo estudo de linHagens de
melanogaster e D. simulans resistentes e suscetiveis ao DDT (Capitulo 1). Ndo encontramos
qgualquer evidéncia de que esses fragmentos desempenhem alguma fungcdo diretamente
relacionada a resisténcia aos inseticidas. Entretanto, o fato de que a insercdo de TEs nas
proximidades dos gen€yps associados a resisténcia é diferencial entre as espécies, e ndo segue
a proporcao genémica de TEs em cada uma, como mostrado no Capitulo 2, € mais um indicio de

gue essas sequéncias possam desempenhar algum papel adaptativo nessas espécies.
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5 CONCLUSOES

O presente trabalho permitiu estabelecer as seguintes conclusoes:

1. Gene<Lyps associados a resisténcia aos inseticidas e a fungcdo monooxigenase geral, bem
como, seus flanqueadores (exceto Bmsimulans) apresentaram maior acumulo de
elementos de transposi¢cdo, ao contrario @gss associados ao desenvolvimento nos
guais as insercbes foram praticamente ausentes. Esses resultados indicam que o0s
primeiros apresentam maior plasticidade gendmica enquanto os ultimos estdo sob pressao
seletiva contraria & inser¢cdo ou & manutencdo de elementos de transposi¢ao.

2. A maior parte das inser¢cdes de TEs nos 35 genes investigados ocorreu em seqiiéncias naa
codificantes (regides intergénicas e introns), e foram praticamente ausentes em regioes
codificantes.

3. As insercdes de elementos de transposicdo se localizaram preferencialmente nas regides
flanqueadoras 5’ dos genes, onde se encontram a maior parte das sequéncias reguladoras
podendo assim, influenciar a expresséo génica.

4. As analises populacionais de sequéncias de elementos de transposi¢do inseridas nas
regides flanqueadoras dos geflgps associados a resisténcia evidenciaram a presenca de
polimorfismo interpopulacional, porém, ndo permitiram esclarecer a associagdo entre
insercdo desses elementos em gebgss e resisténcia aos inseticidas em linhagens
resistentes dB. melanogaster e D. simulans.

5. A andlisein silico nas seis espécies do grupeanogaster mostrou que a distribuicdo de
elementos de transposi¢ao nas regides flanqueador&@ypkassociados a resisténcia é
diferencial e ndo segue a proporcdo gendmica de TEs das espécies, 0 que sugere que esse
elementos possam desempenhar um papel adaptativo nessas espécies.

6. O elemento DNAREP1_DM, o elemento de transposi¢cdo mais abundante nas regides
flanqueadoras dos gen€yps, pode estar sendo mantido nessas regides pelo fato de
apresentarem putativos sitios de ligagdo de fatores de transcricdo, e desse modo,

desempenhar algum papel na regulacédo dos @3mpsesas espécies dzrosophila.
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